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SAZETAK

Jedan od ciljeva farmaceutsko-tehnoloskog razvoja je pronalazenje postupka prevodenja dobro
poznate lekovite supstance u farmaceutski oblik leka koji obezbeduje poboljSanje bioloske
raspolozivosti i terapijske efikasnosti, kao i redukciju neZeljenih efekata leka. Razvoj intraoralnih
farmaceutskih oblika lekova je atraktivna strategija za proizvodace lekova zbog nizih troskova, kraceg
trajanja razvoja i smanjene incidence neuspeha razvoja farmaceutskih preparata. Jedna od strategija je
razvoj intraoralnih, konkretno mukoadhezivnih bukalnih farmaceutskih oblika lekova koji su pogodni
za starije pacijente koji imaju poteskoca sa gutanjem, kao i za pedijatrijsku populaciju pacijenata,
ostvarujuci sistemski ili lokalni efekat. Ovakav put primene je pogodan za lekovite supstance Kkoji
podlezu intenzivnom presistemskom metabolizmu. lako propranolol-hidrohlorid postoji vise od 50
godina na svetskom trziStu u formi razli¢itih farmaceutskih oblika za peroralnu primenu, stalno
istrazivanje i razvoj novih farmaceutskih oblika je posledica nepovoljnog farmakokinetickog profila
(npr. niska bioloska raspolozivost zbog obimnog presistemskog metabolizma, kratko poluvreme
eliminacije).

Stoga je sveobuhvatni cilj ove doktorske disertacije bio razvoj mukoadhezivnih bukalnih tableta i
filmova sa modifikovanim (produzenim) oslobadanjem propranolol-hidrohlorida kroz opseznu,
farmaceutsko-tehnolosku karakterizaciju, in vivo procenu obima i brzine apsorpcije propranolola i
hemodinamskih efekata u modelu primarne (esencijalne) hipertenzije kod spontano hipertenzivnih
pacova Okamoto-Aoki soja, do in silico predvidanja apsorpcije propranolola kod ljudi nakon primene
mukoadhezivnih bukalnih farmaceutskih oblika lekova.

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da je metodom direktne kompresije mogucée dobiti
mukoadhezivne bukalne tablete, odnosno metodom izlivanja mukoadhezivne bukalne filmove koji
poseduju odgovaraju¢a mehanicka i mukoadhezivna svojstava, sa produzenim oslobadanjem
propranolol-hidrohlorida. Obim apsorpcije propranolola, izraZzen kao PIK vrednost, nakon intraoralne
(bukalne) primene u formi mukoadhezivnih buklanih tableta i filmova kod spontano hipertenzivnih
pacova bio je 2,5 puta veéi u odnosu na peroralnu primenu tableta sa trenutnim oslobadanjem u istoj
dozi. Drugim re¢ima, primenom mukoadhezivnih bukalnih farmaceutskih oblika lekova ostvaruje se
veca izlozenost organizma leku. Takode, mukoadhezivni bukalni farmaceutski oblici lekova pokazali
su sporiju apsorpciju lekovite supstance, tj. duze vreme potrebno za postizanje maksimalne
koncentracije lekovite supstance u plazmi, bez statisti¢ki znacajne razlike u maksimalnoj koncentraciji
lekovite supstance u plazmi u odnosu na tablete sa trenutnim oslobadanjem za peroralnu primenu.
Analiza hemodinamskih parametara je pokazala da je, u poredenju sa tabletom sa trenutnim
oslobadanjem propranolol-hidrohlorida, mukoadhezivni bukalni film postigao znac¢ajno nize vrednosti
frekvence sr¢anih kontrakcija u 8-om i 12-om satu ispitivanja. Nije otkrivena statistiCki znacajna
razlika u vrednostima hemodinamskih parametara izmedu tretmana mukoadhezivnim bukalnim filmom
i tabletom. In silico rezultati simulacija apsorpcije propranolola iz pripremljenih mukoadhezivnih
bukalnih farmaceutskih oblika ukazuju da se nakon primene ispitivanih formulacija moze ocekivati
povecanje obima apsorpcije i bioloske raspolozivosti propranolola kod ljudi u poredenju sa tabletama
sa trenutnim oslobadanjem za peroralnu primenu.

Kljuéne reci: mukoadhezivni bukalni farmaceutski oblici; modifikovano oslobadanje; esencijalna
hipertenzija; spontano hipertenzivni pacovi; hemodinamski parametri; farmakokineti¢ki parametri; in
silico modelovanje apsorpcije lekova; OCCAT™: propranolol-hidrohlorid

Naucna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Farmaceutska tehnologija



ABSTRACT

One of the goals of pharmaceutical-technological development is to find a procedure for translating
a well-known drug substance into a drug dosage form that ensures the improvement of biological
availability and therapeutic efficiency, as well as the reduction of drug side effects. Development of
intraoral drug dosage forms is an attractive strategy for drug manufacturers due to lower costs, shorter
development times, and a reduced incidence of drug development failures. One of the strategies is the
development of intraoral, specifically mucoadhesive buccal pharmaceutical forms of drugs that are
suitable for elderly patients who have difficulty swallowing, as well as for the pediatric patient
population, achieving a systemic or local effect. This route of administration is suitable for drug
substances that are subject to intensive presystemic metabolism. Although propranolol hydrochloride
has been on the world market for more than 50 years in the various dosage forms for oral
administration, the constant research and development of new pharmaceutical forms is a consequence
of an unfavorable pharmacokinetic profile (eg low bioavailability due to extensive presystemic
metabolism, short elimination half-life).

Therefore, the overarching goal of this doctoral dissertation was the development of mucoadhesive
buccal tablets and films with modified (prolonged) propranolol hydrochloride release through
extensive, pharmaceutical-technological characterization, in vivo evaluation of the extent and rate of
propranolol absorption and hemodynamic effects in a model of primary (essential) hypertension in
spontaneously hypertensive Okamoto-Aoki strain rats, to in silico prediction of propranolol absorption
in humans after administration of mucoadhesive buccal dosage forms.

The results of this doctoral dissertation indicate that it is possible to obtain mucoadhesive buccal
tablets using the direct compression method, or mucoadhesive buccal films using the solvent casting
method with the appropriate mechanical and mucoadhesive properties, with a prolonged propranolol
hydrochloride release. The extent of propranolol absorption after intraoral (buccal) administration in
the form of mucoadhesive buccal tablets and films in spontaneously hypertensive rats showed a 2.5
times higher degree of propranolol absorption, expressed as a AUC value, compared to oral
administration of immediate-release tablets in the same dose. In other words, by applying
mucoadhesive buccal drug dosage forms, greater exposure of the organism to the drug is achieved.
Also, mucoadhesive buccal drug dosage forms showed slower drug absorption, i.e. longer time needed
to reach the maximum drug concentration in the plasma, without a statistically significant difference in
the maximum drug concentration compared to the immediate-release tablets intended for peroral
administration. Analysis of hemodynamic parameters showed that, compared to the propranolol
hydrochloride immediate-release tablet, the mucoadhesive buccal film achieved significantly lower
heart rate values at the 8" and 12" hours of the study. No statistically significant difference was
observed in the values of hemodynamic parameters between treatment with mucoadhesive buccal film
and tablet. In silico simulation results of the propranolol absorption from prepared mucoadhesive
buccal dosage forms indicate that following administration of the tested formulations, an increase in the
extent of absorption and bioavailability of propranolol in humans can be expected compared to
immediate-release tablets for peroral administration.

Keywords: mucoadhesive buccal dosage forms; modified release; essential hypertension;
spontaneously hypertensive rats; hemodynamic parameters; pharmacokinetic parameters; in silico
modeling of drug absorption; OCCAT™:; propranolol hydrochloride

Scientific field: Pharmacy
Specific scientific field: Pharmaceutical technology
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UVvOD



1.1 Propranolol-hidrohlorid

1.1.1 Mehanizam delovanja

Adrenergicki B-blokatori, u koje spada i propranolol, su lekovi koji kompetitivnim mehanizmom

blokiraju PB1 i P2-adrenergicke receptore, a time i sva dejstva koja se odigravaju preko ovih receptora
[1]. Dobili su veliki klini¢ki znacaj zbog svoje efikasnosti u leCenju bolesti kardiovaskularnog sistema
kao Sto su hipertenzija, angina pektoris, kongestivna srcana insuficijencija, infarkt miokarda i odredene
aritmije.
Svi adrenergicki B-blokatori sadrze boc¢ni izopropilni ili izobutilni lanac koji je bitan za prepoznavanje
B-receptora, dok je vrsta hemijske supstitucije na aromaticnom prstenu ono Sto supstanci daje
antagonisticke karakteristike u odnosu na B-receptore [1]. Jedna od tih supstanci je propranolol-
hidrohlorid (Slika 1.1), kao najznacajniji i referentni lek za celu grupu B-adrenergickih blokatora.
Otkriven je 1966. godine kao prvi efikasan komercijalno dostupan P-blokator za Sta je Skotskom
naucniku i farmakologu Dzejmsu Bleku dodeljena Nobelova nagrada za medicinu 1988. godine [2].
Propranolol se primenjuje u svom hidrohloridnom obliku kao so propranolol-hidrohlorid. Ostali -
blokatori se razlikuju po slede¢im svojstvima: relativnom afinitetu prema P1 i Po-receptorima,
intrinzi¢noj simpatomimeti¢koj aktivnosti, blokadi a-receptora, stabilizaciji celijske membrane,
rastvorljivosti u lipidima, sposobnosti izazivanja vazodilatacije, kao i farmakokinetickim svojstvima.
Neke od ovih karakteristika imaju klini¢ki znacaj i pomazu u izboru odgovarajuc¢eg B-blokatora
zahtevima i potrebama individualnog pacijenta [1,3].

Propranolol-hidrohlorid ima podjednak afinitet prema B1 i Po-receptorima, pa se stoga svrstava u
grupu neselektivnih adrenergickih B-blokatora (Slika 1.1) [3]. Drugi lekovi kao §to su metoprolol,
atenolol, acebutolol, bisoprolol i esmolol imaju nesto veci afinitet za p1 nego za Po-receptore, te se
svrstavaju u Pi-selektivne antagoniste, ali treba naglasiti da selektivnost nikad nije apsolutna [1]. lako
vecina B-blokatora ne blokira a-adrenergicke receptore, labetalol i karvedilol su primeri lekova koji
blokiraju i a1 i B-adrenergicke receptore [1]

Adrenergicki B-blokatori generalno ne smanjuju krvni pritisak kod pacijenata sa normalnim krvnim
pritiskom, ali snizavaju krvni pritisak kod pacijenata sa hipertenzijom [1]. U mehanizmu nastajanja
ovog vaznog hipotenzivnog efekta verovatno ucestvuje viSe faktora. Blokada presinaptickih f-
receptora, ¢ime se smanjuje izlu¢ivanje noradrenalina [1]. Oslobadanje renina iz jukstaglomerularnog
aparata je stimulisano od strane simpatickog nervnog sistema preko Pi-receptora, a ovaj efekat se
blokira antagonistima 3 receptora, ¢ime se smanjuje proizvodnja angiotenzina i sprecava oslobadanje
renina [1]. Neki istrazivac¢i su otkrili da je antihipertenzivni efekat propranolola najizrazeniji kod
pacijenata sa povisenim koncentracijama renina u plazmi, u poredenju sa pacijentima sa niskim ili
normalnim koncentracijama renina [3]. Medutim, adrenergicki B-blokatori su cak efikasni i kod
pacijenata sa niskim nivoom renina u plazmi, a pindolol je efikasan antihipertenzivni lek koji ima mali
ili nikakav efekat na aktivnost renina u plazmi. Iako se ne ocekuje da adrenergicki B-blokatori smanjuju
kontraktilnost glatkih misi¢a krvnih sudova, dugotrajna primena ovih lekova ipak dovodi do pada
perifernog vaskularnog otpora [3]. Smatra se da ovaj odlozeni pad perifernog vaskularnog otpora ¢ini
ve¢i deo antihipertenzivnog efekta ovih lekova. Blokadom [:-receptora u miokardu, ovi lekovi
smanjuju minutni volumen srca, srcanu frekveneciju, a delimi¢no 1 kontraktilnost miokarda.
Pretpostavlja se da blokada p-blokatora u centralnom nervnom sistemu takode doprinosi njihovim
antihipertenzivnim efektima, ali postoji relativno malo dokaza koji podrzavaju ovu moguénost [1,3,4].



PROPRANOLOL /‘i‘s

O/ﬁ/\N CH,
H

Smanjenje aktivnosti Blokada -adrenergickih receptora <
simpatikusa HCI

Presinapticki receptori Postsinalptiéki receptori propranolol-hidrohlorid

Vaskularni sistem Bubrezi Srce

Smanjenje aktivnosti R o
tirozin-hidroksilaze Obnavljenje osetljivosti

B-receptora
Smanjenje snage i brzine

L ¢anih kontrakcij
Kompenzatorno aktiviranje e

a-adrenergickog tonusa

Smanjenje sinteze ~ Smanjeno oslobadanje Smanjenje Inhibicija oslobadanja Smanjenje minutnog
noradrenalina > noradrenalina > vazokonstrikcije renina volumena srca

SNIZENJE ARTERIJSKOG KRVNOG PRITISKA

Slikal.l. Struktura i mehanizmi antihipertenzivnog delovanja propranolol-hidrohlorida
(prilagodeno prema [4]).

U nastavku u Tabeli 1.1 je prikazan pregled registrovanih preparata propranolol-hidrohlorida na
globalnom trzistu.

Tablela 1.1. Lista registrovanih preparata propranolol-hidrohlorida na globalnom trzistu

Naziv leka Jacina Farmaceutski oblik Proizvodac
kapsula sa usporenim Sandoz Ltd, Velika
Bedranol® 80 mg, 160 mg g e -
oslobadanjem Britanija
AstraZeneca UK Ltd
® ¥ y
Inderal 10 mg, 40 mg tableta oblozene filmom Velika Britanija
Milpharm Ltd, Velika
Britanija; Generis
Farmacéutica, S.A.
P lol® 1 4 1 loz fil ’ Ny
ropranolo 0 mg, 40 mg tableta oblozene filmom Portugal: APL Swift
Services (Malta) Ltd,
Malta
kapsula sa usporenim Tillomed Laboratories
Propranolol® 80 mg, 160 m , . o
P g g oslobadanjem Ltd, Velika Britanija




Propranolol 5 mg/5 mL, 40 mg/5 mL,

hydrochloride® 50 mg/5 mL oralni rastvor

Conforma NV, Belgija

Rosemont
Propranolol 5 mg/5 mL, 10 mg/5 mL, . 0 :
® oralni rastvor Pharmaceuticals Ltd,
Rosemont 40 mg/5 mL, 50 mg/5 mL ) o
Velika Britanija
Pierre Fabre
Hemangeol® 4,28 mg/mL oralni rastvor Pharmaceuticals, Inc.,
Francuska
10 mg, 20 mg, 40 mg, 60 Akrimax
Inderal® 0 8% " g g tableta Pharmaceuticals, LLC,
12 k I renim ANI Pharm ical
Inderal® LA 60 mg, 80 mg, 120 mg, apsula sa usporeni armaceuticals,

160 mg

oslobadanjem

Inc., SAD

kapsula sa usporenim

ANI Pharmaceuticals,

InnoPran XL® mgi 120 m

orra 80 mg 1120 mg oslobadanjem Inc., SAD
Propranolol 1 ma/mL rastvor za intravensku Baxter Healthcare
hydrochloride® g primenu Corporation, SAD
Propranolo_l koncentrovani oralni Roxane Laboratories
hydrochloride 80 mg/mL

® rastvor Inc., SAD

Intensol
Propranolol® 40 mg tableta Galenika ad, Srbija

1.1.2 Biofarmaceutske osobine

Propranolol-hidrohlorid je beo ili skoro beo prasak molekulske mase 295,8 g/mol (259,3 g/mol
propranolol baza) [5]. Prema biofarmaceutskom sistemu klasifikacije (BSK), propranolol-hidrohlorid
pripada klasi | zbog visoke rastvorljivosti u fizioloskom rasponu pH vrednosti i visoke permeabilnosti
[6]. Artursson i Karlsson su ispitujuci in vitro permeabilnost veceg broja lekovitih supstanci dosli do
zakljucka da lekovite supstance koje se potpuno apsorbuju iz gastrointestinalnog (GI) trakta imaju
Papp vrednost ve¢u od 1 x 10® cm/s odredeno na Caco-2 éelijama [7]. Permeabilnost propranolola
odredena in vitro na Caco-2 kulturama celija i na izolovanom crevu (in vitro i in situ metoda
intestinalne perfuzije), prikazana u Tabeli 1.2, ukazuje da propranolol ima visoku permeabilnost [6],
kao i da postoji dobra korelacija sa vrednostima humane intestinalne permeabilnosti [8].



Tabela 1.2. Permeabilnost propranolola odredena in vitro i in situ metodama

Permeabilnost Metoda Referenca
Papp = 43,00 + 3,60 x 10 cm/s Caco-2 kulture ¢elija

Papp = 41,90 + 4,30 x 10 cm/s Caco-2 kulture ¢elija

Papp = 41,90 x 10 cm/s Caco-2 kulture ¢elija

Papp = 11,20 + 0,50 x 10 cm/s Caco-2 kulture éelija

Papp = 30,10 + 1,20 x 10 cm/s Caco-2 kulture ¢elija

Papp = 5,45 + 0,08 x 10 cm/s Caco-2 kulture éelija [6]
Papp = 34,40 + 2,30 x 108 cm/s Caco-2 kulture Celija

Papp = 34,70 + 3,00 x 10 cm/s TC-7 kulture ¢elija

Papp = 35,30 + 9,70 x 108 cm/s Caco-2 kulture Celija

Peff = 29,00 + 2,00 x 10 cm/s Perfuzija na izolovanom jejunumu pacova

Peff = 359,00 + 160,00 x 10° cm/s  Jejunalna perfuzija kod zdravih ljudi

Peff = 33,16 x 10 cm/s Perfuzija na izolovanom duodenumu pacova

Peff = 40,35 x 10 cm/s Perfuzija na izolovanom jejunumu pacova

Peff = 50,92 x 10 cm/s Perfuzija na izolovanom ileumu pacova .
Peff = 71,67 x 10 cm/s Perfuzija na izolovanom kolonu pacova

Peff = 56,00 + 20,00 x 108 cm/s In situ jujunalna perfuzija pacova [8]
Papp = 18,00 + 6,72 x 10 cm/s Ussing komora koriste¢i humani duodenum

Papp = 31,90 + 17,00x 10 cm/s Ussing komora koriste¢i humani jejunum

Papp = 22,40 + 14,60 x 10 cm/s Ussing komora koriste¢i humani ileum 1)
Papp = 35,40 + 14,20 x 10 cm/s Ussing komora koriste¢i humani kolon

Papp - prividni koeficijent permeabilnosti (engl. apparent permeability coefficients)
Peff - efektivni koeficijent permeabilnosti (engl. effective permeability coefficients)

Permeabilnost (Papp) propranolola dobijena in vitro (Ussing komora) za razli¢ite segmente creva
bila je ve¢a od permeabilnosti metoprolola kao referentnog standarda (Papp jejunum 15,90 + 3,69 x 10
6 cm/s; Papp kolon 18,80 + 4,00 x 10" cm/s), $to ukazuje na visoku permeabilnost propranolola.



Rezultati in vivo ispitivanja permeabilnosti kroz humano tanko crevo pokazali da je Pe
propranolola 2,91 x 10 cm/s (Peff jejunum) veéa od Pesr vrednosti metoprolola (1,34 x 10 cm/s), koji je
koriS¢en kao referentni standard za permeabilnost, na osnovu ¢ega je zaklju¢eno da je propranolol
lekovita supstanca visoke permeabilnosti [11]. Pored toga, rezultati druge publikacije su pokazali da je
Peff jejunum = 2,88 X 10 cm/s za propranolol veéa od Pef jejunum = 1,21 X 10 cm/s za metoprolol,
odredeno pod istim eksperimentalnim uslovima [12]. Peff propranolola se nalazi iznad granice za visoko
permeabilne lekovite supstance prema BSK (2-4 x 10* cm/s) [13]. Takode, podaci iz klini¢kih studija
ukazuju na to da je apsorpcija propranolola u Gl trakt nakon peroralne primene > 90% [14,15], sto je
prema BSK iznad grani¢ne vrednosti za visoko permeabilne lekovite supstance (85% od primenjene
doze leka [16,17].

Particioni koeficijent (log P) propranolola odreden u sistemu n-oktanol/voda iznosi 2,65 [11], §to
pokazuje da propranolol ima skoro 450 puta vecéu rastvorljivost u organskom rastvaracu u odnosu na
vodu pa se moze smatrati lipofilnim. Njegova lipofilna priroda ukazuje da se kao takav lako
transportuje kroz celijske membrane. Prema navodima Lipinskog i sar. [18], pozeljne log P vrednosti
za lekovite supstance su manje od 5, a najbolje je da log P vrednost bude izmedu 1 i 3 jer se takve
lekovite supstance dobro apsorbuju.

Propranolol-hidrohlorid ima pKa u opsegu od 9,03 do 9,09 [6], odnosno 9,45 - 9,50 [19], odredeno
u razli¢itim studijama. Slabe kiseline i baze su 50% jonizovane i 50% nejonizovane kada je pH sredine
jednak pKa vrednosti lekovite supstance. Na 2 pH jedinice iznad ili ispod pKa lekovite supstance,
skoro 100% lekovite supstance je jonizovano ili nejonizovano [20]. Propranolol kao baza najvise
jonizuje 2 pH jedinice ispod svoje pKa vrednosti, $to ukazuje da se njegova rastvorljivost ne menja u
fizioloskom opsegu pH vrednosti (1,2 - 7,4). Rastvorljivost propranolol-hidrohlorida je 1 g u 10-30 mL
vode, odnosno najmanja rastvoljivost je 33 mg/mL [6,11], Sto ¢e kasnije biti iskoris¢eno za
izraunavanje doznog broja propranolol-hidrohlorida.

Kada se govori o rastvorljivosti lekovite supstance u smislu BSK, ona moze biti visoko i nisko
rastvorljiva, a klasifikacija zavisi od vrednosti njenog Doznog broja (Do) [11]. Dozni broj se izracunava
na osnovu maksimalne pojedinacne doze lekovite supstance (Mo), minimalne rastvorljivosti lekovite
supstance u fizioloSkom opsegu pH vrednosti, na temperaturi od 37 “C (Cs) | zapremine tecnosti uzete
sa lekom od 250 mL (Vo), prema sledecoj jednacini [11]:

Do = (Mo/Vo)/Cs 1.1

Vrednosti doznog broja manje ili jednake 1 pokazuju da je za rastvaranje propisane doze leka
potrebno manje od 250 mL vodenog medijuma, pa se takve lekovite supstance oznacavaju kao visoko
rastvorljive. Nasuprot tome, lekovite supstance ¢iji je dozni broj veéi od 1 se oznacavaju kao nisko
rastvorljive, odnosno, za rastvaranje propisane doze potrebno je vise od 250 mL vodenog medijuma
[21]. Maksimalna pojedina¢na doza propranolol-hidrohlorida iznosi 160 mg (Tabela 1.1). Dozni broj
propranolol-hidrohlorida izracunat na osnovu jednacine 1.1 iznosi 0,02 (Do = (160 mg/250 mL)/33
mg/mL = 0,02). Izra¢unata vrednost Do < 1 ukazuje na to da je propranolol-hidrohlorid visoko

rastvorljiva supstanca.



1.1.3 Farmakokineti¢ke osobine

Nakon peroralne primene, propranolol se brzo i gotovo kompletno apsorbuje u gastrointestinalnom
(GI) traktu, a maksimalne koncentracije u krvi dostizu se 1-2 sata posle peroralne primene [6].
Medutim, propranolol posle apsorpcije podleze intenzivnom efektu prvog prolaza u jetri, zbog ¢ega mu
je bioloska raspolozivost niska (svega 30 - 40% oralno primenjene doze dospeva u sistemsku
cirkulaciju) [15]. Zbog ovog efekta, dispozicija (rasporedivanje) propranolola zavisi od puta primene,
pa bi se ovaj efekat mogao izbeci sublingvalnom i bukalnom primenom leka [22,23].

Propranolol se brzo raspodeljuje u organizmu i ima veliki volumen distribucije od oko 250 L i u
visokom stepenu se vezuje za proteine plazme (85-96%) [14,23]. Odnos koncentracije leka u
krvi/plazmi nalazi se u opsegu od 0,71 do 0,78 [14,24]. Cetiri glavne bioloske determinante dispozicije
propranolola su kapacitet metabolickih enzima jetre, protok krvi kroz jetru, vezivanje lekovite
supstance za proteine plazme i anatomija hepati¢ne cirkulacije [25]. Eliminacija propranolola se skoro
potpuno odvija procesom metabolizma u jetri dejstvom enzima CYP1A2, CYP2D6 i CYP2C19, pri
¢emu biotransformacijom nastaju glavni metaboliti: a-naftoksimle¢na kiselina (42%), propranolol-
glukuronid (17%), 4-hidroksipropranolol-glukuronida i 4-hidroksipropranolol-sulfat (41%) (Slika 1.2)
[6,26,27]. Cetiri osnovna metabolicka puta propranolola (Slika 1.2) ukljuéuju N-dealkilaciju,
oksidaciju prstena, oksidaciju bo¢nog lanca, konjugaciju sa glukuronskom kiselinom (glukuronidacija)
I konjugaciju sa sumpornom kiselinom (sulfokonjugacija) [28]. 4-hidroksipropranolol je farmakoloski
aktivan metabolit koji brzo podleze reakcijama konjugacije zbog cega je njegov doprinos
farmakoloskom efektu mali [6]. Ovako obiman metabolizam u jetri dovodi do relativno kratkog
poluvremena eliminacije: 4-6 sati nakon peroralne primene, odnosno 2-3 sata nakon intravenske
primene [15,23]. Upravo zbog njega, klirens propranolola je osetljiv na promene u protoku krvi kroz
jetru [29]. Kod pacijenata sa oboljenjima jetre, poluvreme eliminacije propranolola moze biti relativno
normalno ili produzeno ¢ak do 35 sati kod pacijenata sa cirozom i sa hirurski izazvanim portokavalnim
anastomozama [23]. Blokadom Pi-receptora smanjuje se minutni volumen srca, a time i protok Krvi
kroz jetru, S§to dovodi do smanjene eliminacije propranolola. Tako propranolol, ostvarujuci
farmakolos§ko dejstvo, utic¢e na sopstveni klirens smanjenjem dopremanja leka do jetre [23].
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Slika 1.2. Prikaz glavnih metabolickih puteva propranolola kod ljudi (prilagodeno prema [27])

Propranolol pokazuje dozno-zavisnu eliminaciju. Pove¢anjem doze moZe se posti¢i povecanje
koncentracije leka u plazmi, §to ukazuje na to da su procesi metabolizovanja propranolola podlozni
zasi¢enju 1 da hepaticna ekstrakcija leka opada obezbeduju¢i da veé¢i deo peroralno primenjenog leka
stigne do sistemske cirkulacije i produzi poluvreme eliminacije [3,23]. Samo 1-4% primenjene doze se

u nepromenjenom obliku izlu¢uje putem urina i fecesa [14].

Zbog navedenih biofarmaceutskih 1 farmakokinetickih svojstava koja se odnose na nisku
bioraspolozivost zbog obimnog presistemskog metabolizma u jetri, relativno kratko poluvreme
eliminacije i malu molekulsu masu, propranolol-hidrohlorid je dobar kandidat za intraoralni put

primene u formi bukalnih mukoadhezivnih farmaceutskih oblika.



1.2 Preparati za oralnu sluzokozu

1.2.1 Klasifikacija preparata za oralnu sluzokozu

Preparati za oralnu sluzokozu se razlikuju prema tome da li su mukoadhezivni ili ne (Slika 1.3).
Mukoadhezivne formulacije su opisane u monografiji “Oromukozalni preparati” (engl. Oromucosal
preparations) Evropske farmakopeje iz 2023. godine [5]. Definisu se kao mukoadhezivne bukalne
tablete (MBT) i mukoadhezivni bukalni filmovi (MBF) pored drugih mukoadhezivnih Cvrstih ili
polucvrstih preparata. Evropska farmakopeja navodi da mukoadhezivni preparati obicno sadrze
hidrofilne polimere, koji u kontaktu sa salivom bubre stvaraju¢i hidrogel koji pokazuje adheziju za
sluzokozu usne duplje [5]. MBF je moguce primeniti na svim ciljnim mestima usne duplje koji
ukljucuju bukalni, nepcani, sublingvalni, gingivalni region, ali region usana. Njithovom primenom
moguce je ostvariti lokalni ili sistemski terapijski efekat. Dakle, lekovita supstanca se moze osloboditi
u usnoj duplji sa ciljem postizanja lokalnog terapijskog efekta, ili pak moze proc¢i kroz sluzokozu usne
duplje 1 ostvariti sistemski terapijski efekat. Sistemska isporuka lekovite supstance kroz sluzokozu usne
duplje je narocito korisna za lekovite supstance sa niskom bioloskom raspolozivo$cu, koje se ne mogu
primeniti peroralno, posebno kada se parenteralni invazivni put primene treba izbe¢i [30].

Vazna karakteristika ovih farmaceutskih oblika nije samo njihovo mukoadhezivno svojstvo, ve¢ i
njihovo vreme zadrzavanja (engl. residence time) u usnoj duplji [30]. Postojanje razlike izmedu
permanentnih i disperzibilnih formulacija je dovelo do uvodenja novog farmaceutskog oblika. Ukoliko
je polimerna formulacija permanentna i ostaje u usnoj duplji dok se ru¢no ne izvadi, takav farmaceutski
oblik se oznacava kao oromukozalni ili oralni flaster (engl. oromucosal/oral patch, ORP). Nasuprot
tome, ako postoji orodisperzibilna ili polako erodiraju¢a polimerna formulacija, takav farmaceutski
oblik se u zavisnosti od mukoadhezivnih svojstava oznacava kao mukoadhezivni bukalni film ili
orodisperzibilni film [30].

Od velike je vaZnosti prilikom razvoja mukoadhezivnih bukalnih formulacija posti¢i odgovarajuca
mehanicka svojstva, pra¢eno optimalnom brzinom rastvaranja lekovite supstance iz preparata kako bi
se obezbedila adekvatna manipulacija i primena proizvoda bez ostecenja (mrvljenja ili lomljenja) [2].
Veliki je izazov obezbediti ravnotezu izmedu optimalne brzine rastvaranja lekovite supstance i
prihvatljivih mehani¢kih svojstava, a koji su prepoznati kao kriticni atributi kvaliteta (engl. Critical
Quality Attributes — CQASs) i koji moraju biti kontrolisani i optimizovani prilikom razvoja MBF i MBT.
Ocigledno je da bi ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance (dissolution test) iz MBF i MBT
trebalo da bude obavezno u fazi razvoja i kontroli kvaliteta, ali i dalje ostaju pitanja kako sprovesti test
i koja bi brzina rastvaranja bila odgovaraju¢a buduc¢i da MBF i MBT mogu obezbediti brzo ili sporo
rastvaranje lekovite supstance u zavisnosti od namene.



Preparati za oralnu sluzokozu

Komprimovanje Izlivanje/ekstruzija topljenjem/valjanje | | Drugo
Rastvori i suspenzije
» Preparati za grgljanje
Mukoadhezivna svojstva? : " ” = Rastvori za ispiranje usta
Mukoadhezivna svojstva? . Rastvori za desni
- Rastvori za oralnu sluzokozu
= Suspenzije za oralnu sluzokozu
| Da ||l | Ne |
Da —— Ne
Izlivanje u kalupe
- Pastile
Da Ne Da Ne = - .
uxaine |Oralno- Poluévrsti preparati za
(BUT) disperzibilne oralnu sluzokozu
tablete (ODT)
: Sublingvaine| Komprimovane |Flasteriza Mukoadhezivni| [Umetak za Oralno- Kapsule za oralnu
Mukoadhezivne | |¢,pjote lozenge oralnu bukalni filmovi | [oralnu disperzibilni P <
bukalne tablete . . 5 sluzokozu
(SLT) (COL) sluzokozu (MBF) sluzokozu " .
(MBT) . . filmovi (ODF) . .
(ORP) (ORI) * Meke kapsule za Zvakanje/sisanje

* Nije navedeno u Evropskojfarmakopeji

Slika 1.3. Oromukozalni preparati prema Ph.Eur. 11.0 (prilagodeno prema [30])

1.2.2 Mukoadhezivni bukalni filmovi I mukoadhezivne bukalne tablete

Mukoadhezivni bukalni filmovi (MBF) mogu biti jednoslojni ili viseslojni filmovi izgradeni od
pogodnog materijala [5]. MBF koji se sastoje od dva ili vise slojeva mogu obezbediti razli¢itu brzinu
oslobadanja lekovite supstance. Viseslojna izrada/proizvodnja moze se izvr$iti nanoSenjem vise
jednoslojnih polimernih filmova. Viseslojni filmovi mogu biti dizajnirani tako da se sloj sa lekovitom
supstancom pricvrS¢uje na oralnu sluzokozu, dok drugi sloj predstavlja zastitini/potporni sloj (engl.
backing layer) [30]. Svrha ovog drugog sloja je sporije raspadanje od prvog “aktivnog” sloja, ili ¢ak
ovaj sloj moze biti permanentan, kako bi se obezbedilo rastvaranje lekovite supstance u pravcu oralne
sluzokoze. Na taj nacin, zastitni sloj sluzi kao $tit prema usnoj duplji (Slika 1.4, 11). Ovaj model je
primenjiv za lokalnu ili sistemsku isporuku lekovite supstance. Izmedu pomenuta dva sloja moze se
dodati treci, sredi$nji sloj. Dakle, izmedu mukoadhezivnog sloja sa trenutnim rastvaranjem lekovite
supstance 1 zastitnog sloja, nalazi se srednji sloj leka koji funkcioniSe kao depo sloj, koji obezbeduje
produzeno ili usporeno oslobadanje (Slika 1.4, 111). Ovaj model je takode primenjiv za lokalnu ili
sistemsku isporuku lekovite supstance [30].
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1= Sloj sa trenutnim rastvaranjem lekovite supstance
T = Sloj sa produZenim rastvaranjem lekovite supstance
B = 7astitni (permanentni) sloj

B = Oralna sluzokoZa

" = Pravac oslobadanja lekovite supstance

Slika 1.4. Prikaz jednoslojnih (1), dvoslojnih (11) i troslojnih mukoadhezivnih bukalnih filmova (1)
(prilagodeno prema [30]).

1.3 Mukoadhezija

Bioadhezija je je opsti pojam koji opisuje adheziju sa bioloskom povr$inom, dok je mukoadhezija
specifican izraz koji opisuje posebnu interakciju sa mukozom (sluzokozom) [31]. U oblasti farmacije,
pojam mukoadhezije se koristi kada se dve povr§ine (mukozna membrana i povrSina farmaceutskog
oblika) drze zajedno tokom produzenog vremenskog perioda pomoc¢u medufaznih sila [32].
Mukoadhezija kao fenomen je interesantan zbog moguénosti zadrZzavanja farmaceutskog oblika na
mestu delovanja (npr. povrSina oka) ili mestu apsorpcije (npr. unutar odredenih regiona
gastrointestinanog trakta, oralne i vaginalne sluzokoze) [32,33].

Sluzokoza je vlazna povrSina koja oblaze zidove razli¢itih telesnih Supljina kao S$to su
gastrointestinalni trakt, respiratorni trakt i usna duplja [34]. Sluzokoze u svojoj strukturi sadrze epitelni
sloj koji je obi¢no vlazan zbog prisustva sluzi. Epitel moze biti bilo jednoslojni (kod creva i bronhija)
ili viseslojni (u usnoj duplji i oku). Jednoslojni epitel sadrzi peharaste celije koje lu¢e mukus (sluz)
direktno na epitelne povrsine, dok viseslojni epitel sadrzi, ili su u blizini tkiva peharaste ¢elije (Cesto
unutar specijalizovanih Zlezda) koje lu¢e mukus, koji se potom talozi na epitelne povrsine [34]. Glavna
komponenta mukusa je voda (vise od 90%), u kojoj su rastvoreni glikoproteini, proteini, lipidi i
neorganske soli [35,36].

Mucin je visoko glikozilovani glikoprotein sa velikom peptidnom glavom i oligosaharidima kao
bo¢nim lancima i predstavlja najvazniju komponentu mukusa koja formira strukturu mukusa i
odgovoran je njegova karakteristicna gelasta, kohezivna i adhezivnim svojstva [35]. Mukus ima
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zaStitnu funkciju i funkciju lubrikansa. Debljina mukusnog sloja varira od 50 do 450 um u Zelucu, dok
sluzokoza usne duplje varira od 500 do 800 um kod bukalne sluzokoze, i od 100 do 200 um kod
sublingvalne i gingivalne sluzokoze [34,36,37].

Postoji nekoliko teorija koje objasnjavaju mehanizme koji se nalaze u osnovi fenomena
mukoadhezije. To su: elektronska teorija, adsorptivna teorija, mehanicka teorija, teorija difuzije, teorija
kvasenja i torija lomljenja [33,36,38,39].

e Teorija kvasenja (engl. wetting theory) se prvenstveno primenjuje na tecne sisteme i uzima u
obzir povrSinsku i medufaznu energiju. Ukljucuje sposobnost tecnosti da se spontano Siri
(rasprotire) po povrsini sluzokoze kao preduslov za razvoj adhezije.

e Elektronska teorija (engl. electronic theory) se zasniva na transferu elektrona izmedu
glikoproteina mukusa i mukoadhezivnog polimera tako da se na kontaktnoj povrSini formira
elektronski dvosloj, Sto dovodi do nastanka privla¢nih sila i difuzije polimernih lanaca u mukus.

e Prema adsorptivnoj teoriji (engl. adsorption theory) adhezija nastaje kao rezultat formiranja
primarnih i1 sekundarnih veza izmedu mukoadhezivnih polimera i komponenti mukusa.
Primarne veze su jonske, kovalentne i metalne veze, dok su sekundarne (nekovalentne) veze
Van der Valsove sile, hidrofobne interakcije i vodoni¢ne veze, za koje se smatra da imaju
glavni doprinos adhezivnoj interakciji.

e Teorija difuzije (engl. diffusion theory) podrazumeva da do mukoadhezije dolazi usled ukrstanja
(prozimanja) (medudifuzije) polimernih lanaca i glikoproteina koji se nalaze u mukusu, pri
¢emu dolazi do difuzije lanaca mukoadhezivnog polimera u mukusnu mrezu i formiranja mreze
sa glikoproteinima. Ovaj proces je voden gradijentom koncentracije i na njega uticu duzina
polimernog lanca, kompatibilnost dva polimera i njihova mobilnost. Dubina ukrStanja zavisi od
koeficijenta difuzije i duzine kontakta. Dovoljna dubina ukrstanja stvara polutrajnu adhezivnu
VEZU.

e Prema mehanickoj teoriji (engl. mechanical theory) adhezija proizilazi iz medusobnog spajanja
teCnog adheziva 1 neravnina na hrapavoj povrsini. Tako hrapave (grube) povrSine takode
povecavaju povrsinu dostupnu za interakciju, za koje se smatra da su vazniji u procesu adhezije
od mehanickog efekta.

e Teorija lomljenja (engl. fracture theory) ukazuje na to da postoji veza izmedu adhezivne sile sa
silom koja je potrebna da bi se povrSine koje su u kontaktu razdvojile. Sila koja je potrebna za
razdvajanje je veca kada su polimerni lanci duzi i kada je manji stepen unakrsnog vezivanja
izmedu lanaca.

1.4 Ekscipijensi za izradu mukoadhezivnih bukalnih filmova metodom
izlivanja

Mukoadhezivni polimeri imaju sposobnost adhezije za bioloSke membrane i na taj na¢in mogu da
produze vreme kontakta farmaceutskog oblika sa sluzokozom. Upotreba ovih polimera moze znacajno
poboljsati efikasnost mnogih farmaceutskih oblika, sto se moze odraziti kroz bolji tretman lokalnih
oboljenja, poboljsanu biolosku raspolozivost i kontrolisano oslobadanje lekovite supstance ukoliko se
radi o sistemskoj isporuci lekovite supstance [40,41]. Svi polimeri koji se primenjuju u sklopu
mukoadhezivnih farmaceutskih oblika, mogu da se podele u zavisnosti od kriterijjuma na: prirodne i
sintetske, hidrofilne i hidrofobne, katjonske, anjonske i nejonske, polimere prve i druge generacije
[42,43].

Polimeri prve genracije se nespecifiéno vezuju za mukus 1 karakteriSe ih relativno kratko vreme
zadrzavanja zbog obnavljanja mukusa [44]. Hemijska interakcija koja se stvara izmedu polimera i
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mukusa je generalno nekovalentne prirode (vodoni¢ne veze, hidrofobne i elektrostaticke interakcije)
[43,44]. Lektini, bakterijski adhezivi i tiolovani polimeri su klasifikovani kao mukoadhezivni polimeri
druge generacije [43,45]. Za njih je karakteristicno da se vezuju za mukus ili za povrSinu celije
kovalentnim interakcijama ili specificnim vezivanjem za receptore. Druga generacija mukoadhezivnih
polimera (izuzev tiolovanih polimera) se u ve¢em stepenu vezuje za povrsinu ¢elije pomocu specifi¢nih
receptora ili kovalentnim vezama nego za mukus [43]. Do sada je potvrdeno da se mukoadhezivnost
znacajno poboljsava kovalentnim vezivanjem jedinjenja sa tiolnom funkcionalnom grupom za
polimerne lance [46]. Tiolovani polimeri, ili takozvani tiomeri, evoluirali su kao potencijalni sistem za
isporuku lekova $to je zasnovano na njihovoj sposobnosti da formiraju kovalentne veze sa mukusnim
slojem [46]. Na bazi tiol-disulfidne reakcije razmene i jednostavnog procesa oksidacije dolazi do
formiranja disulfidnih mostova izmedu polimera i cisteinom bogatih regiona mukusa (Slika 1.5) [46].
Smatra se da je formiranje difulfidne veze odgovorno za povecanje mukoadhezivnih svojstava
tiolovanih polimera. Oni zapravo oponasaju prirodno ponasanje mucina koji se kovalentno u¢vrséuju
unutar mukusa disulfidnim vezama [46]. Kao rezultat poboljsane adhezivnosti, formulacije na bazi
tiolovanih polimera ostaju duze na mestu apsorpcije i poboljSavaju ukupnu bioraspolozivost [46].
Upotreba ovih polimera moze dovesti do smanjene ucestalosti primene lekovitog preparata, nizih
koncentracija lekovite supstance, zaobilaZzenja metabolizma prvog prolaza i ciljanog vezivanja za
odredena tkiva [46]. Pored pozeljne mukoadhezivnosti, tiolovani polimeri pokazuju i svojstva
inhibicije odredenih enzima i efluks pumpe, poboljSanja permeacije, kao i in situ gelirajuca svojstva.
Nasli su svoju primenu u razvoju sistema za oralnu, nazalnu, okularnu i bukalnu isporuku lekovite
supstance [46].

jedinjenje koje
sadrzZi tiolnu grupu

Polimer Tiolovani polimer

Glikoproteini
mukusa

Slika 1.5. Sematski prikaz tiolacije polimera i formiranja disulfidnih veza izmedu tiolovanog polimera
I vlakna glikoproteina mukusa (prilagodeno prema c).
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Upravo su ovi hidrofilni polimeri najvaznija komponenta mukoadhezivnih bukalnih formulacija jer
je polimer odgovoran za formiranje filma [47]. Udeo polimera u formulaciji MBF iznosi izmedu 45 i
65% mase osuSenog filma, stim Sto se najcesce biraju koncentracije od 60%-65% kako bi se postigla
zeljena svojstva filma [48]. Obi¢no jedan polimer nema adekvatne karakteristike, pa se izborom
odgovarajucih polimernih smesa postizu adekvatna fizicka i mehani¢ko-funkcionalna svojstva [49].
Pogodnim odabirom polimera mogucée je uticati na mukoadhezivnost, dezintegraciju, mehanicka
svojstva, elasti¢nost i rukovanjem filmova, kao i na maksimalni udeo inkorporirane lekovite supstance
[50]. Pokazano je da se kombinovanjem polimera razlicitih karakteristika mogu poboljsati mehanicka
svojstva filmova [51-53]. Polimeri vece molekulske mase uticu pozitivno na mehani¢ka svojstva
filmova, ali dovode i do sporije dezintegracije [52]. Pregled najcesce koriséenih prirodnih i sintetskih
polimera dat je u Tabeli 1.3.

Tabela 1.3. Pregled prirodnih i sintetskih hidrofilnih polimera namenjenih izradi/proizvodnji
mukoadhezivnih bukalnih preparata [36,43]

Vrsta polimera Vrsta polimera

Hitozan, Zelatin, hijaluronska kiselina, guar guma, ksantan guma, gelan guma,

Prirodni polimeri . . )
P karagenan, pektin, natrijum-alginat

Derivati celuloze: karboksimetilceluloza (CMC), natrijum-
karbokismetilceluloza, hidroksietilceluloza (HEC), hidroksipropilceluloza
(HPC), hidroksipropilmetilceluloza (HPMC), metilceluloza (MC),
metilhidroksietilceluloza (MHEC)

Polimeri na bazi derivata poliakrilne kiseline:Poliakrilna kiselina (PAA),
polikarbofil (PC), poli(laktid-ko-glikolid), poliakrilati, poli(metilviniletar

Sintetski polimeri metakrilna kiselina), 2-hidroksietil metakrilat, poli(akrilna kiselina
etilheksilakrilat), polimetakrilat, poli(alkilcijanoakrilat),
poli(izoheksilcijanoakrilat), poli(izobutilcijanoakrilat), kopolimer akrilne
kiseline i polietilenglikola

Ostali: Polivinilalkohol, polivinilpirolidon, polietilenoksid, tiolovani polimeri
(tiolovani hitozan, tiolovana poliakrilna Kiselina, tiolovani polkarbofil, tiolovani
alginat)

Mnogi od navedenih polimera formiraju krut i krt polimerni matriks koji zahteva dodavanje
plastifikatora u formulaciju. Ovi ekscipijensi su male molekulske mase i neophodni su za
obezbedivanje fleksibilnosti, odgovarajucih zateznih svojstava, a takode i za obezbedivanje prihvatljive
teksture [54]. Dodavanje plastifikatora u formulaciju utice na mehanicka svojstva filmova smanjenjem
temperature staklastog prelaza polimera koriséenog za formiranje filmova usled povecanja slobodne
zapremine izmedu polimernih lanaca [54]. MBF treba da budu dovoljno ¢vrsti da ne bi doslo do
ostecenja prilikom proizvodnje, pakovanja, rukovanja i tokom transporta [55]. Medutim, prekomerna
koli¢ina i neodgovarajuci izbor plastifikatora moze dovesti do pucanja, cepanja i ljustenja filma [56].
Pored toga, vazno je znati da vrsta plastifikatora moze uticati na vreme dezintegracije, kapacitet
apsorpcije vode i stabilnost finalnog proizvoda [54]. 1zbor plastifikatora zavisi od kompatibilnosti sa
polimerom i vrstom rastvaraca koji se Koristi za izradu filmova metodom izlivanja [56]. Najcesce
koris¢eni plastifikatori ukljucuju polialkilen okside, kao S§to su polietilenglikoli (PEG),
polipropilenglikoli, polietilenpropilenglikoli, potom plastifikatori male molekulske mase, kao $to su

14




glicerol, glicerol-monoacetat, glicerol-diacetat ili glicerol-triacetat, triacetin, polisorbat, cetilalkohol,
propilenglikol, sorbitol, natrijum-dietilsulfosukcinat, trietilcitrat, tributilcitrat, ricinusovo ulje, obi¢no u
koncentraciji u rasponu od 0,5% do 30%, najéesce u rasponu od oko 0,5% do 20% masenog udela
odabranog polimera [51,53].

Polietilen oksid je interesantan polimer jer kada se koristi sam ili u kombinaciji sa hidrofilnim
celuloznim polimerom poput hidroksipropilceluloze (HPC) ili hidroksipropilmetilceluloze (HPMC),
daje fleksibilne, jake filmove. U tom smislu, dodatni plastifikatori nisu potrebni za fleksibilnost [53].

Ostali ekscipijensi ukljuc¢uju primenu penetracionih inhensera. Posto je isporuka lekovite
supstance u/kroz bukalnu sluzokozu ograni¢ena barijernom prirodom epitela i povrSinom dostupnom za
apsorpciju, istrazivani su razli¢iti naini poboljSanja isporuke lekovite supstance u/kroz buklanu
sluzokozu, od kojih su najznacajniji hemijski penetracioni inhenseri [57]. Neki od ekscipijenasa koji su
korisc¢eni u svrhu poboljsanja penetracije (ili permeacije) lekovitih supstanci kroz bukalnu sluzokozu su
surfaktanti (poboljSavaju permeaciju molekula paracelularnim putem - natrijum-laurilsulfat, polisorbat,
cetilpiridinijum-hlorid, benzalkonijum-hlorid), Zuc¢ne soli (natrijum-glikodeoksiholat, natrijum
taurodihidrofuzidat, natrijum-tauroholat, natrijum-taurodeoksiholat, natrijum-deoksiholat), masne
kiseline (oleinska kiselina, linoleinska kiselina, izopropil-miristat), etanol i hitozan [57]. Njihov
mehanizam delovanja nije u potpunosti jasan, ali dosadasnje saznanja ukazuju na mehanizam Koji
podrazumeva reorganizaciju intercelularnih lipida u bukalnom epitelu, modifikaciju i ekstrakciju
meducelijskih lipida, povecanje fluidnosti fosfolipidnih domena sto dovodi do prekida fosfolipidnog
lanca, smanjenje lipida u membranama bukalnih epitelnih Celija, oSteCenje membrane naruSavanjem
lipidnih domena, smanjenje nivoa intecelularnih i lipida ¢elijske membrane solubilizacijom [57,58].

Potrebno je voditi ratuna o animalnim modelima koji se koriste za procenu potencijalnih
permeacionih inhensera na bukalnoj sluzokozi. Nekeratinizovana bukalna sluzokoza svinje je bolji
model u odnosu na keratinizovanu bukalnu sluznicu pacova i hracaka [57]. Medutim, potencijalno
oStecenje i iritacija bukalne sluzokoze nekim penetracionim inhenserima je razlog sporijeg prihvatanja
u formulaciji. Zbog toga je potrebno optimizovati koncentraciju penetracionih inhensera kako bi se
postigao odgovarajuéi efekat poboljSanja penetracije uz smanjenu toksi¢nost [58]. Medu razli¢itim
vrstama penetracionih inhensera, hitozan i njegovi derivati imaju povoljna bioloska svojstva u pogledu
biokompatibilnosti, netoksi¢nosti i biorazgradivosti [58]. Zbog manjih i reverzibilnih efekata na
morfologiju epitela, hitozan i njegovi derivati su obecavaju¢i i jedinstveni (bio)inhenseri za mukoznu
isporuku razli¢itih lekovitih supstanci [58]. Sredstva za maskiranje uskusa i zasladivacéi se koriste
kako bi se maskirao gorak ukus lekova i tako uticalo na pobolj$anje komplijanse pacijenta [56]. Mogu
se koristiti prirodni zasladivacéi poput saharoze, dekstroze, fruktoze, glukoze, te¢ne glukoze i maltoze,
dok su saharin, aspartum, sukraloza, neotameacesulam-K primeri vestackih zasladivaca koji se koriste
u ovu svrhu [56]. Sredstva za stimulaciju salivacije se koriste kako bi se povecao obim lucenja salive
koja pomaze u dezintegraciji bukalnih preparata [59]. Sredstva za stimulaciju pljuvacke ukljucuju
kiseline kao $to su limunska kiselina, vinska kiselina, askorbinska kiselina i jabu¢na kiselina. Ove
kiseline mogu da se koriste pojedinacno ili u kombinaciji u koncentraciji od 0,1-12%, najpozeljnije od
2,5-6% [59]. Pored njih, u istu svrhu mogu da se koriste prirodni i vesStacki zasladivaci. Arome se
takode mogu primeniti sa ciljem poboljSanja palatabilnosti primenjenog preparata, a u tu svrhu se
koriste ulje peperminta, ulje cimeta, ulje nane, ulje muskatnog orascica, vanile, kakaa, kafe, cokolade,
citrusa, jabuke, maline, treSnje i ananasa. Sredstva za bojenje se koriste za poboljsanje izgleda
bukalnog filma, a razlicita FD&C i D&C sredstva su odobrena od strane Americke uprave za hranu i
lekove [60] ¢ija se upotreba preporucuje u koncentraciji do 1% [56].
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1.5 Proizvodnja/izrada mukoadhezivnih bukalnih filmova

U literaturi se uocava da je metoda izlivanja (engl. solvent casting mehod) nesumnjivo najcesce
koris¢ena metoda u procesu proizvodnje/izrade filmova. Razlog za to je jednostavnost kao i niska cena
procesa izrade [61]. Sam proces se sastoji od najmanje Sest koraka: priprema polimerne disperzije za
izlivanje; uklanjanje mehuri¢a vazduha iz disperzije (deaeracija); prenos odgovarajuce zapremine
disperzije u kalup; suSenje izlivene disperzije; se¢enje do finalnog farmaceutskog oblika koji sadrzi
zeljenu koli¢inu lekovite supstance i pakovanje (Slika 1.6) [62]. Prilikom izrade/proizvodnje filmova,
poseban znacaj daje se reoloskim svojstvima disperzije, zarobljenim mehuri¢ima vazduha,
ujednacenosti sadrzaja lekovite supstance i rezidualnim rastvara¢éima u finalnom farmaceutskom
obliku. Reoloska svojstva disperzije uti¢u na brzinu susenja i ujednacenost sadrzaja lekovite supstance
kao i fizicki izgled filmova [62]. U toku faze meSanja moze do¢i do uklapanja vazdu$nih mehuric¢a pa
je njihovo uklanjanje iz disperzije kritican korak u pogledu homogenosti preparata. Filmovi koji se
dobijaju iz disperzija sa inkorporiranim mehuri¢ima vazduha imaju neravnu povrSinu i heterogenu
debljinu [36]. Posebna paznja se odnosi na upotrebu organskih rastvaraca za rastvaranje polimera, ali i
za zaStitu lekovite supstance od vlage i smanjenje degradacije lekovite supstance usled hidrolize [36].
Organski rastvaraci jesu dobro reSenje za lekovite supstance osetljive na vlagu, ali njihovo koris¢enje
nosi rizik potencijalnog zadrzavanja u preparatu (rezidualni rastvarac) i Stetne efekte po zivotnu sredinu
I zdravlje ljudi [36]. Preporucuje se upotreba organskih rastvaraca iz klase 3 prema smernicama za
rezidualne rastvarace Internacionalne konferencije za harmonizaciji - ICH Q3(R3) [63].

Ujednacenost sadrzaja lekovite supstance je veliki izazov za farmaceutskog tehnologa u procesu
izrade/proizvodnje lekovitih preparata tipa filmova [36]. U cilju prevazilazenja neujednacenosti
sadrzaja lekovite supstance u filmovima, Schmidt je predlozio razvoj viseslojnih preparata tipa filmova,
navodeci da je neuniformnost filmova svojstvena njihovoj jednoslojnoj prirodi [36]. Medutim, Yang et
al. je opovrgao ovo tumacenje i presao je na izradu oralno-disperzibilnih filmova ¢ija se izrada lako
moze prilagoditi izradi mukoadhezivnih bukalnih filmova. Yang et al. je istakao da je samoagregacija
bila jedan od glavnih razloga zasto su filmovi pokazivali loSu ujednacenost sadrzaja lekovite supstance,
a utvrdeno je da je proces suSenja kljucan u spreCavanju agregacije ili konglomeracije sastojaka
formulacije filma [36]. Tokom dugog procesa suSenja dolazi do pojave intermolekularnih sila
privlacenja i konvektivnih sila, $to dovodi do problema samoagregacije [73]. Dodavanje sredstava za
povecanje viskoziteta i polihidroksilnih alkohola moze smanjiti potencijal samoagregacije [73].
Najcesce koriscen pristup za procenu ujednacenosti sadrzaja lekovite supstance je odredivanje lekovite
supstance po masi filma, a ne po povrsini izlivanja. Takode, primena pojedinacnih silikonskih kalupa
sa pojedina¢nim Supljinama za izlivanje za svaki farmaceutski oblik znacajno poboljSava ujednacenost
sadrzaja lekovite supstance u filmovima u odnosu na jednu veliku povrsinu kalupa za izlivanje, kao i
uniformnost debljine filmova [36].
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Slika 1.6. Sematski prikaz izrade mukoadhezivnih bukalnih filmova

Jacina doze filma moze se menjati koris¢enjem filmova razlicitih veli¢ina. Ovaj pristup je povoljan
u pogledu proizvodnje filmova, jer je potrebna samo jedna proizvodna linija, a razli¢ite doze se mogu
obezbediti variranjem veli¢ine rezanja filma [64]. Na Slici 1.7 su predstavljenji Breakyil® filmovi
(MEDA Pharma GmbH, Nemacka) razli¢itih veli¢ina u zavisnosti od sadrzaja lekovite supstance [65].
U pitanju su dvoslojni mukoadhezivni bukalni filmovi, kod kojih je lekovita supatanca, fentanil-citrat,
inkorporirana u jedan mukoadhezivni sloj koji se pri¢vr$éuje za bukalnu sluzokozu, dok drugi neaktivni
sloj sluzi kao zastitni sloj koji obezbeduje da se lekovita supstanca oslobada samo jednosmerno, prema
sluzokozu, i samo neznatno proguta. Upravo je fleksibilnost u doziranju lekovite supstance jo§ jedna
prednost filmova.

1200 pg 800 ng 600 pg 400 pug 200 png
4.67 cm? 3.11cm? 234cm? 1.56cm? 0.78 cm?

Slika 1.7. Razlicite veli¢ine i jacine komercijalno dostupnog mukoadhezivnog bukalnog filma
Breakyil®: 200 pg, 400 ug, 600 pug, 800 pg i 1200 ug cm? (prilagodeno prema [65])

Pozeljno je da filmovi za humanu upotrebu imaju malu veli¢inu izmedu 0,5-1 in¢a (1,3-2,5 cm) sa
0,5-1 inc¢a (1,3- 2,5 cm), najpozeljnije je da budu oko 0,75 inc¢ax0,5 inca (1,9 x 1,3 cm) s obzirom na
ogranicen prostor u usnoj duplji [51].
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1.6 QDbD pristup u razvoju mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova

Koncept eksperimentalnog dizajna poti¢e jo§ od 1920-ih godina radom cuvenog engleskog
statisticara 1 matematicara Ronalda FiSera. Njegove knjige ,,Statisticke metode za istrazivace”,
,Uredenje polja eksperimenata“ i ,Dizajn eksperimenata™ predstavljaju stubove statistickog
razmiSljanja u nauci i industrijskim primenama. Njegov rad su nastavili i prosirili Walter A. Shewhart,
William E. Deming i Joseph M. Juran, koji su promovisali potrebu za kulturom usredsredenom na
proces ugradnje kvaliteta u proizvode. Juran je i skovao termin ,,Quality by Design - dizajniranje
kvaliteta, QbD*, ¢ime je istaknuta vaznost fokusiranja na proces u odnosu na ispitivanje proizvoda u
obezbedenju kvaliteta [66].

Farmaceutski sektor je zasnovan na procesima i orijentisan na kvalitet, ali je u ovoj oblasti QbD
koncept usvojen zapravo tek posle predloga vodecih regulatornih agencija (FDA, EMA) pocetkom
novog milenijuma, koje su prepoznale da se ,kvalitet ne moze testirati u proizvodima, ve¢ bi kvalitet
trebalo da bude ugraden dizajnom*. Ovo je direktno, ali kasno priznanje znacaja teorije kvaliteta u
farmaceutskom razvoju [66].

Globalni zahtevi kvaliteta novog proizvoda i dalje ostaju isti: obezbediti potrebni farmaceutski
kvalitet, bezbednost i efikasnost farmaceutskog preparata. Farmaceutski kvalitet proizvoda, prema
konceptu dizajna kvaliteta, identifikuje se kroz faktore definisane kao kriticne za kvalitet ali iz
perspektive pacijenta. Ovi faktori se povezuju sa atributima kvaliteta proizvoda i ekscipijenasa i
utvrduje se kako kriti¢ni procesni parametri mogu biti varirani a da se postigne dobijanje proizvoda
konzistentnog kvaliteta. U nastavku je navedeno 5 klju¢nih elemenata QbD pristpa (Slika 1.8) [67]:

1. Kvalitet (QTPP + CQA) - Definisanje ciljanog profila kvaliteta proizvoda (engl.
quality target product profile, QTPP), koji je osnova razvoja formulacije i proizvodnog procesa
predstavlja rezime Zeljenog kvaliteta gotovog proizvoda, uzimajuci u obzir bezbednost i efikasnost.
QTPP sadrzi listu kriti¢nih atributa kvaliteta (engl. critical quality attributes, CQA) finalnog
proizvoda. CQA su fizicka, hemijska, bioloska ili mikrobioloska svojstva ili karakteristike koje se
moraju kontrolisati kako bi se osiguralo da lek ispunjava svoj QTPP finalnog proizvoda, kao §to su
uniformnost, degradacija, veli¢ina, oblik i boja, u okviru odgovarajué¢e granice, opsega ili
distribucije.

2. Proizvod (CMA) - Dobro razumevanje proizvoda je neophodno da bi se utvrdilo da li
proizvod moze da zadovolji potrebe pacijenata i da odrzi performanse tokom svog roka trajanja.
Temeljno razumevanje proizvoda mora ukljuciti sve kriticne atribute materijala (engl. critical
meterial attributes, CMA) bilo kog ulaznog materijala u okviru prihvatljivog ogranic¢enja, opsega ili
distribucije da bi se obezbedio zeljeni QTPP.

3. Proces (CPP) - Dobro razumevanje procesa mora ukljuciti identifikaciju kritiénih
procesnih parametara (engl. critical process parameters, CPP), koji po definiciji imaju znacajan
uticaj na gotovi proizvod; zatim identifikacija veze izmedu CMA, CPP 1 CQA; i temeljno
razumevanje scale-up principa. CPP treba pratiti i kontrolisati tokom proizvodnje kako bi se
osiguralo da proces daje zeljeni QTPP.

4. Strategija kontrole (engl. control strategy) - Utvrdivanje kontrole celog procesa ima
prednost u odnosu na tradicionalno testiranje gotovog proizvoda. Proizvodno okruzenje koje
funkcioniSe u okviru statisticke kontrole i unutar opsega materijala i procesa kojima upravlja
prostor dizajna (engl. design space) smanjuje potrebu za regulatornim nadzorom. Prostor dizajna je
viSedimenzionalna kombinacija i interakcija CPP-a za koje je pokazano da obezbeduju osiguranje
kvaliteta. Alati upravljanja kvalitetom mogu se koristiti za efikasnu implementaciju strategije
kontrole.
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5. Kontinuirano poboljSanje - Integrisanje kvaliteta kroz dizajn omogucava
proizvodac¢ima da izvrSe prilagodavanje procesa i materijala unutar prostora dizajna, ¢ak i nakon
dobijanja dozvole za stavljanje leka u promet. Uspostavljanje neprekidnog pracenja procesa
obezbeduje stalan kvalitet §to omogucava farmaceutskim kompanijama da u kraCem vremenu
postignu ciljane rezultate navedene u QTPP-u, a time postignu i brzi dolazak farmaceutskog
preparata na trziste.

Zahtevi pacijenata QTPP %
@ l na osnovu g
prethodnog znanja :
Dizajn proizvoda _ CQA ] ;
- =
=
o
v E
Razvoj procesa CPP CMA PROSTOR | O
DIZAJNA |2
N | Z
v ‘ =
» =
Performanse procesa Strategija =
kontrole —
>
4 g
=
e N Specifikacija
Kontinuirano poboljsanje .
proizvodaa

Slika 1.8. Koncept dizajna kvaliteta kao sistemskog pristupa koji obezbeduje doslednu proizvodnju
lekova koji ispunjavaju zahteve pacijenata kroz razumevanje proizvoda, procesa, kontrole i
upravljanja rizikom

Eksperimentalni dizajn ili dizajn eksperimenata (engl. Design of experiments, DoE) je glavha
komponenta statistickog alata za primenu QbD koncepta u istrazivackom i industrijskom okruzenju
[66]. To je strukturirana, organizovana metoda za odredivanje odnosa izmedu faktora (promenljivih)
koji uti€u na proces i rezultata tog procesa [66]. Drugim re¢ima, to je sredstvo za dobijanje znanja o
procesu, kroz uspostavljanje matematickih odnosa izmedu ulaza i izlaza nekog procesa [66].
Dizajniranje kvaliteta proizvoda (engl. Quality by design, QbD) je koncept koji se definise kao
sistematski pristup razvoju proizvoda koji pocinje sa unapred definisanim ciljevima i naglasava
razumevanje proizvoda i procesa, kao njegove kontrole, na osnovu zdrave nauke i upravljanja rizikom
kvaliteta [68]. DOE se moze podeliti u tri glavne kategorije: Screening dizajn, dizajn povrsine odgovora
(engl. Response surface design) i dizajn smese (engl. Mixture design) [68]. Prva dva tipa se obi¢no
koriste uzastopno za proucavanje nezavisnih varijabli (koje karakteriSe nulta ili minimalna kovarijansa
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medu sobom), dok se poslednji tip koristi u slu¢aju promenljivih smesa (komponenti), odnosno

promenljivih koje nisu nezavisne (zbir njihovih vrednosti mora biti 1 ili 100%) [66,68].

Treba napomenuti da postoje brojne tehnike matematickog modelovanja, kao pomo¢ U
farmaceutskom razvoju u okviru QbD koncepta i procesne analitiCke tehnologije (engl. Process
Analytical Technology, PAT). To su na primer tehnike multivarijantne analize podataka (engl.
Multivariate Data Analysis, MVDA). Medutim, s obzirom na proaktivnu prirodu QbD, DoE se smatra
glavnim sistematskim pristupom koji zahteva implementaciju statistickog razmisljanja U pocetnoj tacki
farmaceutskog razvoja. Prednosti upotrebe DoE u poredenju sa tradicionalnim “jedan faktor u vremenu
- OFAT eksperimentima” (engl. One-Factor-At-a-Time, OFAT) su [66]:

e Maksimiziranje znanja o procesu, uz minimalnu upotrebu resursa;

Obezbedenje ta¢nih informacija na najefikasniji mogucéi nacin;

Identifikacija efekata interakcije promenljivih;

Karakterizacija relativnog znacaja svakog faktora;

Predvidanje ponasanja procesa unutar prostora za dizajn;

Uspostavljanje ¢vrstog uzro¢no-posledi¢nog odnosa izmedu kritiénih procesnih parametara

(engl. Critical process parameters - CPP) i kriti¢nih atributa kvaliteta (engl. Critical quality

attributes - CQA);

e Omogucavanje optimizacije CQA odgovaraju¢im izborom CPP-a, ¢ime se uspostavlja
dokazano prihvatljiv opseg (engl. Proven Acceptable Range, PAR), tj. adabirom procesnih
parametara iz ovog opsega, uz zadrzavanje drugih parametara konstantanim, rezultirace da
proizvod ispunjava relevantne kriterijume kvaliteta;

e Omogucanje optimizacije viSestrukih odgovora. Kako farmaceutski proizvodi pokazuju
nekoliko CQA-a, potrebna je njihova optimizacija.

e Obezbedenje robusnosti proizvoda ili procesa, drugim re¢ima, uciniti ih relativno neosetljivim
na spoljasnje uticaje, , kao i na uticaje na koje nije moguce uticati;

e Osiguravanje zastite od outlier-a kroz njihovu efikasnu identifikaciju u okviru strukturiranih
eksperimentalnih matrica.

Ova statisticka tehnika je pogodna za optimizaciju procesa proizvodnje tableta. D-optimalni dizajn
je osmisljen tako da minimizira ukupnu varijansu predvidenog koeficijenta regresije maksimiziranjem
vrednosti determinante informacione matrice [69]. U poredenju sa drugim dizajnom poput simplex-
lattice i simplex-centroid, D-optimalni dizajn ima manji broj ciklusa i stoga omoguc¢ava ustedu u
vremenu, novcu i koli¢ini lekovite supstance u fazi razvoja formulacije [69]. Osim toga, ova tehnika
omogucava da se komponente formulacije i procesne promenljive zajedno mogu Koristiti u istom
eksperimentalnom dizajnu [70].

Dizajn smeSe se koristi za karakterizaciju formulacija i optimizaciju farmaceutskih preparata, a
primenjuje se kada je definisana ukupna koli¢ina kompozicije (npr. kod tableta sa fiksnom masom).
Ovom tehnikom se postize racionalizacija upotrebe svakog sastojka i njegov udeo u formulaciji.
Primena dizajna smeSe podrazumeva da komponente u formulaciji nisu nezavisne jedna od druge, ve¢
da se sa povecanjem udela jedne komponente, udeo jedne ili vise preostalih komponenti smanjuje [66].
Upotreva dizajn smeSe, kao DoE pristupa, omogucava identifikaciju i kvantifikaciju potencijalnih
interakcija izmedu polimera, sa ciljem definisanja optimalnih parametara formulacije omogucavajuci
na taj nacin razvoj dvoslojnih bukalnih mukoadhezivnih tableta Zeljenih karakteristika [66]. Zapravo,
ova DoE tehnika omogucava analizu efekata jednog polimera, kao i interakcije izmedu polimera, na
izlazne parametre (zavisne varijable), kada je ukupan sadrzaj komponenata u formulaciji konstantan
[66].

Prilikom odabira matematickog modela procenjeni su sledec¢i statisticki parametri: interval
pouzdanosti (p < 0,05), koeficijent determinacije (R?), prilagoden koeficijent determinacije (R? adj -
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ukazuje na frakciju/procenat varijabilnosti podataka koja se moze objasniti modelom, pri ¢emu je
prilagoden uzimajuéi u obzir broj ¢lanova u modelu, u odnosu na broj tacaka u dizajnu) i predvideni
koeficijent determinacije (R? pred - pokazuje koliko dobro model predvida vrednost odgovora zavisno
promenljivih) [68]. Prilikom odabira matematickog modela, treba se rukovoditi slede¢im pravilima: p
vrednost znacajnosti koeficijenata treba da bude manja od 0,05 (znacajnost na nivou pouzdanosti od
95%) kako bi parametar imao statisticku znacajnost, a vrednosti prilagodenog i predvidenog
koeficijenta determinacije treba da budu pozitivne, bliske i vece od 0,9 jer to ukazuje na dobro
fitovanje [68]. | vrednosti do 0,6-0,7 mogu da obezbede zadovoljavajuc¢e modele ukoliko nije potrebna
visoka preciznost predvidanja modela [68].

Od uvodenja ICH Q8 smernica, koje su obezbedile adekvatno okruzenje za koriséenje
eksperimentalnog dizajna, primecen je dramati¢an porast relevantnih nau¢nih radova i primene
eksperimentalnog dizajna u farmaceutskoj industriji, sto je dodatno podrzano dostupnoscu softverskih
programa [66]. Ovo je potvrdilo Bhoteov! stav da je eksperimentalni dizajn “kljué za magi¢no
kraljevstvo kvaliteta”. Na taj nacin je omoguéeno da se u razvoju lekovitih preparata iskoriste
potencijalne prednosti eksperimentalnog dizajna, pa je on sada vazna podrSka prilikom primene
koncepta dizajniranja kvaliteta proizvoda [66,71].

Analiza glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis, PCA) je tehnika koja se koristi
kako bi se redukovao broj podataka, obezbedila vizuelizacija i olaksala interpretacija istih, ali u isto
vreme minimiziraju¢i gubitak informacija [72]. To je jedna od najjednostavnijih multivarijantnih
tehnika, kao korisnih alata QbD pristupa. Ovu tehniku je prvi put opisao Karl Pearson 1901.godine po
analogiji sa glavnim osama u mehanici, ali je opis izracunavanja i naziv pod kojim je metod danas
poznat dao Harold Hotteling 1933.godine. PCA je matematicki postupak koji transformise veliki skup
varijabli u manji dimenzionalni skup novih varijabli, koje su oznac¢ene kao glavne komponente (engl.
principal component, PC) [72]. U literaturi se za nove varijable srece i naziv latentne varijable (engl.
latent variables, LV). Primena PCA omogucava upotrebu jednostavnijih grafickih prikaza zahvaljujuci
redukciji originalnih varijabli na manji broj ¢ime se poboljSava interpretacija informacija sadrzanih u
podacima. Zbog ovog smanjenja dimenzionalnosti skupa podataka, PCA obi¢no se naziva i tehnika
projektovanja podataka. Detaljna interpretacija algoritama PCA moze se naci u preglednom radu [73].
Ovo je tehnika istrazivacke analize koja se, zavisno od cilja analize, moZe samostalno koristiti za
identifikaciju karakteristika, obrazaca ili klastera u podacima (npr. tokom ispitivanja ili tokom pracenja
proizvoda i procesa) ili se jednostavno koristi kao polazna tacka za SloZenije analize sa ciljem da se
pruzi pocetni uvid uvid u karakteristike skupa podataka.

Glavne komponente (Z) zapravo predstavljaju linearne kombinacije originalnih varijabli (X1, Xo,
X3,...,Xp) i medusobno nisu u korelaciji. Nepostojanje korelacije zna¢i da nove varijable obuhvataju
medusobno razli¢ite “dimenzije* podataka i njihove varijanse su poredane opadaju¢im nizom (Var(Zy)
> Var(Z2) >...> Var(Zp)). AKko postoji p varijabli u sistemu, onda ¢e postojati i p glavnih komponenti
[74].

Z1 = a1 X1 + aXe + a13Xs ...+ apXp

Zy = an Xy + aXz + azXs +...+ axpX

Zp = apJ_Xl + apZXZ + ap3x3 +... 7t aplep

! Keki R. Bhote - predsednik Keki R. Bhote udruzenja, konsultantske grupe specijalizovane za
poboljsanje kvaliteta i produktivnosti, autor knjige “World Class Quality: Using Design of Experiments
to Make it Happen”
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Prva glavna komponenta je ona koja obuhvata/objasnjava najvecu varijabilnost u skupu podataka, a
svaka naredna glavna komponenta je ta koja obuhvata najvec¢i udeo preostale varijabilnosti. PCA se
smatra uspesnom ukoliko prve dve glavne komponente objasnjavaju vise od 50% ukupne varijabilnosti.

Analiza glavnih komponenti ne uspeva uvek u tome da veliki broj originalnih varijabli X smanji na
mali broj izvedenih varijabli Z. Ako originalne varijable nisu u korelaciji, analiza nec¢e posti¢i nikakav
rezultat. Najbolji rezultati se postizu kada su originalne varijable u visokoj korelaciji, bilo pozitivnoj ili
negativnoj. Ako postoji takav slucaj, onda se moze ocekivati da ¢e se skup od 20 originalnih varijabli
visok stepen redundantnosti kod originalnih varijabli [74].

Da bi se dobili i koristili rezultati analize glavnih komponenti, nije potrebno znati kako se jednacine
za glavne komponente izracunavaju. Medutim, potrebno je poznavati prirodu jednaina. Analiza
glavnih komponenti podrazumeva pronalazenje ajgenvrednosti (Svojstvenih vrednosti) matrice
kovarijansi uzorka. Matrica kovarijansi je simetri¢na i ima sledec¢i oblik [74]:

11 C12 Cip

Cn ] Cgp
C=

Cpl sz CPP

U matrici dijagonalni elementi Cpp su zapravo varijansa originalne promenljive X,, dok su ostali
elementi van dijagonale, Cij, kovarijanse originalnih promenljivih X: i1 X,. Varijanse glavnih
komponenti su ajgenvrednosti matrice C. Postoji p ajgenvrednosti, od kojih su neke nula. Negativne
ajgenvrednosti ne mogu biti negativne u matrici kovarijansi. Ajgenvrednost Ap je zapravo varijansa
glavne komponente Zp, odnosno Ap =Var(Zpp). Vazna osobina ajgenvrednosti je da je njihov zbir
jednak zbiru elemenata na dijagonali matrice C [74]:

AtlatAst .. +Ap = C1a+C+Cas...+ Cpp

Iz navedenog proizilazi da je suma varijansi originalnih varijabli jednaka sumi varijansi izvedenih
varijabli, a to ukazuje da glavne komponente obuhvataju sve varijacije originalnih podataka [74].

Hotelingov (Hotelling) T2 parametar je merilo koliko je daleko neka observacija od centra PCA
modela. Obi¢no se koristi interval pouzdanosti od 95% za identifikaciju podataka koji ne pripadaju
grupi [75]. Ovaj interval pouzdanosti se prikazuje elipsom u softverskom izlazu prilikom generisanja
grafika skorova za PCA modele. Ako su podaci normalno raspodeljeni, onda 95% podataka spada u
Hotelingovu T2 elipsu [75].
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1.7 Karakterizacija mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova

1.7.1 Brzina rastvaranja lekovite supstance iz mukoadhezivnih bukalnih tableta
I filmova

Uprkos velikom istrazivackom naporu i velikom broju objavljenih istrazivanja iz oblasti bukalnih
farmaceutskih oblika lekova, ipak je mali broj lekova doSao na globalno trziste. Ovo bi moglo biti
posledica nedostatka farmakopejskih metoda za in vitro ispitivanje pre svega bukalnih farmaceutskih
oblika lekova, tipa filmova. lako je Ameri¢ka farmakopeja predlozila aparaturu USP 5 (lopatica iznad
diska), u literaturi se mogu videti razlicite eksperimentalne postavke bez konsenzusa oko zapremine i
sastava medijuma za rastvaranje koje bi trebalo koristiti u takvim ispitivanjima [76]. Brzina rastvaranja
lekovite supstance je kritican atribut kvaliteta za sve farmaceutske oblike lekova tipa filmova za oralnu
sluzokozu (oralni filmovi, bukalni filmovi i sublingvalni filmovi) [77]. Ispitivanje brzine rastvaranja
lekovite supstance se moze koristiti kao vazno ispitivanje za usmeravanje dizajna formulacije i razvoja
procesa, kao i za pracenje znacajnih promena u farmaceutskom obliku leka tokom proizvodnje, $to se
obi¢no smatra prvom ulogom ovakvog rastvaranja. Osim toga, dobijene in vitro profile brzine
rastvaranja se nekad mogu povezati sa njihovim in vivo performansama (Cp-t profil leka). Prema tome,
ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance igra vaznu ulogu u kontroli kvaliteta farmaceutskih
oblika lekova tipa filmova za oralnu sluzokozu [77].

Odredivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz farmaceutskih oblika lekova se izvodi u
odgovaraju¢em medijumu. Medutim, ni evropska ni americka farmakopeja ne definiSu sastav vestacke
salive (simulated salivary fluids - SSF). Pregledom literature moze se videti da se fosfatni pufer pH
vrednosti 4,5-7,4 Kkoristi kao medijum za ispitivanje brzine rastvaranje lekovite supstance iz
farmaceutskih preparata za oralnu sluzokozu [78]. U odredenom broju radova kori§¢ena je humana
saliva kako bi se razvio biorelevantan medijum za ispitivanje preparata za oralnu sluzokozu. Guhmann
1 saradnici opisuju veStacku salivu kao vodeni puferovani rastvor natrijumovih, kalijumovih i
kalcijumovih soli ¢ija je pH podeSena na 7,4 koji se mozZe koristiti za ispitivanje brzine rastvaranja
lekovite supstance iz orodisperzibilnih tableta i filmova [23]. Precis¢ena voda zagrejana na sobnu
temperaturu se takode moze koristi kao medijum za ispitivanje brzine rastvaranje lekovite supstance i
ispitivanje raspadljivosti, ali je prihvatljiva u preliminaroj fazi razvoja preparata [30]. U cilju postizanja
biorelevantnih uslova, temperatura, sastav i zapremina medijuma postaju veoma vazni parametri
ispitivanja [30]. Velike zapremine medijuma koje se obi¢no primenjuju za ispitivanje brzine rastvaranja
(npr. 900 ml) su ispravne sa aspekta kontrole kvaliteta, medutim, definitivno nisu biorelevantne.
Naime, dostupna koli¢ina te¢nosti u usnoj duplji je mnogo manja nego §to se koristi u ovim
ispitivanjima [30]. Osim toga, farmaceutski oblik leka koji je pri¢vr§éen za sluzokozu ima ogranicen
pristup tecnosti sa svoje pozicije na sluzokozi. Kada su u pitanju permanentne formulacije (bukalni
flasteri) koje su namenjene za uklanjanje iz usne duplje nakon oslobadanja lekovite suspatnace,
razvijenom metodom za ispitivanje brzine rastvaranja se mora dokazati otpornost lekovitog preparata
na dezintegraciju [30].

Evropska farmakopeja navodi da bi in vitro ispitivanje brzine rastvaranja trebalo sprovesti kako bi
se pokazalo odgovarajuce oslobadanje lekovite supstance, ali ne definiSe detalje tog ispitivanja [30].
Medutim, uslovi ispitivanja brzine rastvaranja in vitro iz konvencionalnih ¢vrstih farmaceutskih oblika
nisu pogodni za formulacije filmova [30]. Naime, postavljanje filma u cilindri¢ne posude bez drzaca
uzorka moze dovesti do lose ponovljivosti rezultata jer se filmovi mogu zalepiti za unutrasnju povrSinu
cilindricne posude, plutati, ili se zalepiti za lopaticu [30]. Isti problemi se mogu javiti prilikom
postavljanja korpice, sinkera i u ¢eliji aparature sa proto¢nom c¢elijom. Medutim, moguce je pricvrstiti
film na definisanom mestu u cilindri¢éne posude uz pomo¢ lepka kako bi se dobili ponovljivi rezultati
[30].
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Metode koje se koriste za transdermalne sisteme mogu se razmotriti za primenu za ispitivanje
formulacija filmova [30]. Evropska farmakopeja opisuje tri metode za ispitivanje oslobadanja lekovite
supstance iz transdermalnih flastera [30]. Disk se moze koristiti kako bi film bio pozicioniran na dnu
cilindri¢éne posude ispod lopatice. Drza¢ uzorka moze biti modifikovan ili prilagoden za manje uzorke.
Lopatica moze biti zamenjena korpicom, pri ¢emu se flaster pomoc¢u lepka pri¢vr$éuje na spoljasnjoj
strani zida korpice. Povrsina za oslobadanje biva okrenuta ka medijumu za rastvaranje. Temperatura
medijuma za rastvaranje treba da bude podesena sa 32 £ 0,5 °C na 37 £ 0,5 °C, kada se ova metoda
koristi za filmove ili flastere za oralnu sluzokozu [30].

Pregledom literature uoceno je da se obi¢no za ispitivanje brzine rastvaranja lekovitih supstanci iz
bukalnih preparata koriste najvise aparatura sa korpicom i aparatura sa lopaticom. Medutim, zbog
ograni¢enja obe metode, mnogi istraziva¢i su predlozili upotrebu modifikovanih aparatura. Vecina
njihovih modifikacija sastojala se u smanjenju zapremine medijuma za rastvaranje, obi¢no ukljucujuci
modifikacije vrste posude, modifikacije dodataka za meSanje i vrsta medijuma za rastvaranje, kao $to je
vestacka saliva (Tabela 1.4) [30].

Jedno interesantno istrazivanje iz 2019. godine koga su sproveli Speer i saradnici daje pregled
upotrebe cetiri farmakopejskih i nefarmakopejskih aparatura za in vitro ispitivanje brzine rastvaranja
lekovite supstance iz MBF i orodisperzibilnih filmova (ODF) [79]. To su bile aparatura sa korpicom,
aparatura sa lopaticom iznad staklenog diska, aparatura tipa proto¢ne ¢elije sa modifikovanim drza¢ima
uzoraka, kao i probijanje i “Punch and Filter-PAF” aparatura [79]. Ovim istrazivanjem je utvrdeno da
su sve metode adekvatne za ispitivanje brzine rastvaranja iz filmova za oralnu sluzokozu, ali uz
napomenu da nisu sve metode pogodne za sve vrste filmova. Aparatura sa lopaticom iznad staklenog
diska se pokazala kao pogodna za ispitivanje viseslojnih filmova, kao i za ispitivanje MBF [79].

Pregledom literature uo¢eno je da koli¢ina medijuma koja se Koristi za in vitro ispitivanje brzine
rastvaranja dosta varira. Opisane metode koriste zapreminu medijuma izmedu nekoliko mililitara i
jednog litra, uglavnom puferske vodene rastvore [30]. Film se postavlja na nerdajuéu ¢eli¢nu mrezicu i
biva vlazen medijumom za rastvaranje sa dna (akceptorsko mesto) [30]. Zapremina medijuma u ovom
sluéaju je 125 mL. Upotreba ovakvih manjih zapemina medijuma dovodi do realnijih in vitro profila
brzine rastvaranja, posto je mala zapremina salive dostupna u usnoj duplji [30].

U okviru FDA baze podataka mogu se pronaci preporuceni eksperimentalni uslovi za ispitivanje
brzine rastvaranja lekovitih supstanci iz bukalnih farmaceutskih oblika lekova (Tabela 1.5) [80].
Preporucuje se primena vodenih rastvora pH vrednosti koje odgovaraju fizioloSkom rasponu pH
vrednosti (voda, fosfatni pufer). U slucaju slabo rastvornih lekovitih supstanci (mikonazol, testosteron)
preporucuje se primena povrSinski aktivnih materija (natrijum-laurilsulfat) u koncentraciji do 1%.
Zapremina medijuma je u intervalu od 60 do 1000 mL. Sto se tie vremena trajanja testa, preporu¢eno
ispitivanje bukalnih filmova je u intervalu od 45 do 60 minuta, dok je kod tableta sa produZenim
oslobadanjem brzinu rastvaranja lekovite supstance potrebno pratiti u toku 12 i 24 sata, odnosno 20
minuta u slu¢aju bukalnih tableta sa trenutnim rastvaranjem.

Nedavno je razvijen alternativni test za ispitivanje brzine rastvaranje lekovite supstance iz preparata
za primenu u ustima (oralno-disperzibilne tablete, bukalne tablete, sublingvalne tablete), Kkoji
podrazumeva primenu humane salive kao medijuma za rastvaranje za bioreleventno ispitivanje brzine
rastvaranja lekovite supstance [81]. Eksperimentalna postavka se sastoji od 6 staklenih epruveta u
kojima se nalazi po 1 mL sakupljene veStacke salive, koje se drze u vodenom kupatilu zagrejanom na
37 °C uz meSanje magnetnom meSalicom. Ikinci i1 saradnici su ispitivali moguénost primene
modifikovane Franc-ove difuzione ¢elije u svrhu in vitro ispitivanja brzine rastvaranja [82]. Medijum
za ispitivanje je bio fosfatni pufer pH 7,4 u zapremini od 22 mL. Uniformno mesanje medijuma
obezbedeno je meSanjem na magnetnoj meSalici pri brzini od 300 rpm. Da bi se obezbedilo
jednosmerno oslobadanje, svaka mukoadhezivna bukalna tableta je ugradena u parafinski vosak koji je
stavljen na vrh govede bukalne sluzokoze koja je sluzila kao membrana (Slika 1.9.a).
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Slika 1.9. Sistem za procenu in vitro brzine rastvaranja lekovite supstance
(prilagodeno prema [82,83]).

|zlaz medijuma

Mumtaz i Ch'ng [83] su razvili metod za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz
bukalnih tableta koji je zasnovan na cirkulaciji prethodno zagrejanog medijuma kroz ¢eliju, pri ¢emu je
bukalna tableta pri¢vrs¢ena za animalnu sluzokozu kao $to je prikazano na Slici 1.9b.
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Tabela 1.4. Pregled eksperimentalnih uslova za izvodenje ispitivanja brzine rastvaranja lekovite supstance iz mukoadhezivnih bukalnih
filmova (MBF), mukoadhezivnih bukalnih tableta (MBT) i mukoadhezivnih buklanih flastera (MBP)

Lekovita Farmaceutski USP Intenzitet Medijum Zapremina Referenca
supstanca oblik meSanja (rpm) medijuma (mL)
aparatura
Triamcinolon- Aparatura sa
i MBF lopaticom iznad 75 Fosfatni pufer pH 6,8 900 [84]
acetonid .
diska
0,5% natrijum-
. Aparatura sa dodecilsulfat u
R MBT .
Isperidon lopaticom 50 fosfathom puferu pH 500 (8]
6,6
Aceklofenak MBT  ‘paraturasa 50 Fosfatni pufer pH 7,4 900 [86]
lopaticom
Diklofenak- Apargtura > 50 Fosfatni pufer pH 6,8 900 [87]
.. lopaticom
natrijum MBT
Aparzitura S? . 2 mL/min Fosfatni pufer pH 6,8 / [88]
proto¢nom ¢elijom
. A
Indometacin MBT pargtura > 50 Vestacka saliva 900 [88]
lopaticom
. . Modifikovana . .
Lidokain- Demineralizovana
hidrohlorid* MBF apara_tura sa 50 voda 100 [55]
lopaticom
Aparatura sa .
MBT pare 100 Fosfatni pufer pH 7,4 / [89]
lopaticom
Propranolol-
hidrohlorid Aparatura sa o
MBF lopaticom iznad 50 Dejonizovana voda 200 [90]
diska
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MBT

Modifikovana
aparatura sa
lopaticom

50

Fosfatni pufer pH 6,8

200

[91]

Propranolol-
hidrohlorid*

MBT

Modifikovana
aparatura sa
lopaticom

50

Fosfatni pufer pH 6,8

200

[92]

MBF

Modifikovana
aparatura sa
lopaticom

Fosfatni pufer pH 6,8

40

[49]

MBF

Casa postavljena na
magnetnu mesalicu

Fosfatni pufer pH 7,4

10

[93]

Furosemid*

MBF

Casa postavljena na
magnetnu mesalicu

150

Fosfatni pufer pH 7,4

50

[94]

Tramadol*

MBF

Modifikovana
aparatura sa
lopaticom

50

Fosfatni pufer pH 6,8

50

[95]

* modifikovana aparatura
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Tabela 1.5. Preporuceni eksperimentalni uslovi za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz bukalnih farmaceutskih oblika lekova

[80]
Lekovita Farmaceutski Intenzitet . Zapremina Vreme
. USP aparatura v Medijum - .
supstanca oblik mesanja (rpm) medijuma (mL) uzorkovanja
Aciklovir Bukalna tableta Apar_atura sa 60 Fosfatni pufer pH 1000 1,2,3,57,9i112
korpicom 6,0 h
Buprenorfin- - Aparatura tipa Fosfatni pufer pH 10, 15, 20, 30, 45
hidrohlorid Bukalni film mini Korpice 100 45 60 i 60 minuta
Bukalna tableta Apa_ratura_tlpa 100 Fosfatni pufer pH 100 3,5, 75 10,15
mini lopatice 7,0 20 minuta
Bukalna tableta Apa_ratura_tlpa 100 Fosfatni pufer pH 200 3,5, 75 10,15
Fentanil-citrat mini lopatice 7,0 20 minuta
- Aparatura tipa Fosfatni pufer pH 5, 10, 15, 20, 30 i
Bukalni film = i 100 60 !
mini korpice 6,4 45 minuta
Bukalni film Apa_ratura_tlpa 100 Fosfatni pufer pH 100 5, 10,_ 15,20,301
mini korpice 6,4 45 minuta
0,5% natrijum- .
Mikonazol Bukalna tableta ﬁ‘oﬁaﬁ%’rz}a >a 60 dodecilsulfata u 1000 122h 4,6,8,101
P vodi pH 6,5 + 0,5
Bukalna tableta Aparatura sa 1% natrijum- 124610 12i
Testosteron sa produzenim korpicom (uz 60 dodecilsulfata u 1000 2’4 h T
rastvaranjem upotrenu sinkera) vodi
Fosfatni pufer 0,2 M, pH
6,0
0,1% rastvor NaCl, pH 4,0
Aciklovir* Bukalna tableta 7 Paraturasa 100 Fosfatni pufer 0,05 M, pH 1000 1,2,4,6,8i12h
lopaticom 6,0

0,1% rastvor NaCl, pH 7,0

vestacka saliva pH 6,8

(fosfatni pufer)

* Draft Guidance on Acyclovir [96]
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1.7.2 Raspadljivost mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova

Eksperimentalni uslovi za ispitivanje raspadljivosti mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova nisu
definisani u Evropskoj farmakopeji. Nisu definisani ni uslovi za ispitivanje raspadljivosti flastera za
oralnu sluzokozu koji bi trebalo da se ne raspadnu, ali se o¢uvanje njihovog integriteta mora potvrditi
odgovarajuc¢im ispitivanjem raspadljivosti [64]. Predlozeni uslovi standardnog farmakopejskog testa [5]
za procenu dezintegracije tableta i kapsula, koji podrazumevaju veliku zapreminu medijuma (800 mL
precis¢ene vode ili odgovarajuceg rastvora pufera) i mehanic¢ku agitaciju od 29 do 32 uranjanja/min se
ne mogu smatrati odgovaraju¢im [30]. Kako bi se prevazisli nedostaci koji se odnose na primenu
standardne metode za ispitivanje raspadljivosti ¢vrstih farmaceutskih oblika lekova, mnogi istrazivaci
su razvili modifikovane metode za karakterizaciju mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova koji bolje
odslikavaju in vivo uslove, posebno u pogledu zapremine medijuma [30,97]. Predlozena je metoda Petri
Solje koja podrazumeva spustanje jednog filma u Petri Solju i dodavanje 2-3 mL vode ili odgovarajuceg
rastvora pufera. Krajnja tacka ispitivanja je potpuna dezintegracija filma [30]. Preis i saradnici su
primenili sli¢an princip za procenu raspadljivosti filmova s tim §to su, nakon dodatka medijuma, vrsili
konstantno meSanje kako bi se olakSao proces raspadanja i simulirali pokreti usne duplje [97]. Druga
predlozena metoda se zasniva na postepenom dodavanju po jedne kapi (200 pl) vode ili odgovarajuceg
puferskog rastvora na povrsinu fiksiranog filma engl. slide frame method. Ova metoda predstavlja
dobar nacin da se okarakteriSe raspadljivost filmova, narocito kada se porede filmovi razlicite debljine
ili viSeslojni filmovi [30]. Postepeno dodavanje tako male zapremine medijuma za ispitivanje
raspadljivosti je odgovarajuée I pruza stvarnu zapreminu te¢nosti za simulaciju vlaZenja sluzokoze
prekrivene salivom. Na ovaj nacin se omogucéava procena trajanja raspadljivosti filma kada se on nalazi
na sluzokozi usne duplje [30]. Kako bi se oslikali in vivo uslovi u pogledu mehanickog pritiska koji se
vr§i na preparat, razvijene su dimanicke metode ispitivanja raspadljivosti. Sakuda i saradnici su
primenili modifikovanu aparaturu za ispitivanje raspadljivosti tableta i kapsula, koja podrazumeva
pricvrsc¢ivanje filma za metalnu Sipku koja je u stanju da se spusta i podize ravnomerno, pri mehanickoj
agitaciju od 30 uranjanja po minuti [98]. Cetvrta predlozena metoda podrazumeva primenu
konvencionalnog uredaja za ispitivanje raspadljivosti tableta i kapsula koji je opremljen sa drzacem
uzorka za filmove, na koji se Sest filmova moze istovremeno pri¢vrstiti pomoc¢u integrisanog uredaja za
stezanje. Osim toga, uredaj sadrzi tegove mase 3 g koji su fiksirani na donji kraj svakog filma, sa
ciljem simulacije mehanicke sile jezika. Ispitivanje se izvodi u 900 mL precis¢ene vode zagrejane na
37 £ 0.5 °C, pri mehanickoj agitaciju od 30 uranjanja po minuti [99]. Speer i saradnici su zakljucili da
su prve dve predloZzene metode pogodne za primenu u istrazivanju i razvoju farmaceutskih preparata,
dok su druge dve predlozene metode pogodne za ispitivanja u okviru kontrole kvaliteta [99].

1.7.3  Odredivanje sadrzaja i ujednacenost sadrzaja inkorporirane lekovite
supstance

Cilj odredivanja sadrZaja je da se dokaZe da je srednja vrednost sadrzaja lekovite supstance bliska
teorijskoj vrednosti koja je oznaCena na pakovanju [100]. Maksimalno prihvatljivo odstupanje od
teorijske vrednosti koja je oznaCena na pakovanju ne sme da prelazi + 5% sadrzaja lekovite supstance
[100]. Homogenu distribuciju lekovite supstance u polimernom matriksu treba posti¢i tokom faze
izrade/proizvodnje.

Ispitivanje ujednacenosti sadrzaja lekovite supstance u MBT/MBF je najprikladnije sprovesti u
skladu sa monografijom Evropske farmakopeje “Ujednacenost sadrzaja lekovite supstance” (ispitivanje
za Cvrste farmaceutske oblike - tablete) [5]. Ispitivanje se izvodi tako §to se pogodnom analitiCkom
metodom pojedinacno odredi sadrzaj u 10 uzoraka MBT/MBF. Sadrzaj lekovite supstance se izrazava
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kao procenat (%) u odnosu na teorijsku vrednost, a potom se izra¢una prihvatljiva vrednost (engl.
acceptance value, AV) i poredi sa dozvoljenom grani¢cnom vrednos¢u u skladu sa Evropskom
farmakopejom [5]: M — X| + ks, gde je M referentna vrednost, X je srednja vrednost pojedina¢no
odredenih sadrzaja, k je konstanta prihvatljivosti koja varira u zavisnosti od broja uzoraka (2,4 za n =
10; 2,0 za n = 30), a s je standardna devijacija uzorka. Referentna vrednost M se razlikuje u zavisnosti
od ciljanog sadrzaja lekovite supstance [5]. Pojedinacni sadrzaj lekovite supstance mora biti u opsegu
(100 - L2)xM i (100 + L2)xM, pri ¢emu je Lo = 25 [5]. Farmakopejski zahtev za ujednacenost sadrzaja
je ispunjen ukoliko je prihvatljiva vrednost za 10 uzoraka MBT/MBF manja ili jednaka sa L1 (L1 = 15)
[5,100].

1.7.4 Mehanicka svojstva mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova

Mehanicka ¢vrstina MBF formulacija je kljuéni faktor ne samo tokom razvoja ili proizvodnje, vec i
u pogledu pravilnog rukovanja od strane pacijenta. Postoje razliiti faktori koji uti¢u na mehanicka
svojstva filmova: film formirajuce sredstvo, vrsta i koli¢ina plastifikatora, vrsta i koli¢ina (rezidualnih)
rastvaraca, vrsta i koli¢ina lekovite supstance, debljina filma, vrsta proizvodnog procesa i uslovi
Cuvanja preparata [55]. MBF zahtevaju odgovarajucu robusnost koja se uglavnom opisuje elasti¢nim
svojstvima i mehani¢kom ¢vrstinom kako bi se dobio visokokvalitetni proizvod. Mehani¢ka Cvrstina je
od posebnog znacaja za scale-up proizvodnjui u farmaceutskoj industriji. Naime, automatizovani
procesi proizvodnje u farmaceutskoj industriji (npr. rolne/koturi za prenosenje filmova sa susenja u
skladiStenje ili namotavanje proizvoda pre se¢enja) zahtevaju robusnost proizvedenih filmova [30].

Najcesce se tenzioni testovi (testovi istezanja) koriste kako bi se utvrdila robusnost formulacija
filmova [55,101]. Postoje standardini tenzioni testovi (DIN EN ISO 527-1 i 527-3) koji se najcesce
primenjuju za procenu mehanickih karakteristika filmova [102,103]. U toku izvodenja tenzionog testa
(Slika 1.10a) uzorak filma se fiksira izmedu dve kleme (stezaljke), a potom se pokretanjem jedne
kleme isteze do momenta preloma ili kidanja filma. Ovo ispitivanje omogucava izracunavanje nekoliko
parametara kojima se opisuju mehanicka svojstva filmova (Tabela 1.6). Oni uklju¢uju maksimalnu silu
primenjenu na uzorak filma (zatezna ¢vrstina pri kidanju), izduzenje filma tokom procesa istezanja
(izduzenje pri kidanju) i Young-ov modul, poznat kao modul elasti¢nosti, koji opisuje uticaj istezanja i
sile na deformaciju filmova [101,104]. Tenzioni test je opsti metod koji se moze primeniti na sve vrste
materijala. Medutim, postoje varijacije u eksperimentalnim postavkama (npr. oblik uzorka filma, brzina
istezanja, ambijentalni uslovi) i nedostatak definisanih granica za minimalne ili maksimalne vrednosti
[55].

Pored pomenute metode, u literaturi je opisana metoda koju su 1988. godine razvili Radebaugh i
saradnici a koja se koristi za ispitivanje mehanickih karakteristika polimernih filmova poznata, pod
nazivom test punkcije (engl. puncture test) [105]. Ispitivanje se izvodi tako Sto se uzorak filma pri¢vrsti
izmedu dve plo¢e sa cilindricnom rupom u sredini (Slika 1.10b). Sonda za probadanje se pomera
nadole ka povrsini filma definisanom brzinom. Meri se sila potrebna za pomeranje, i konacno, za
probijanje filma. Rezultati dobijeni ovim merenjima mogu se koristiti za izraCunavanje parametara
kojim se opisuju mehani¢ka svojstva filmova, prikazani u Tabeli 1.6. Normalizuju¢i rezultate na
povrsinu uzorka ili zapreminu filma, mogu se dobiti poredivi rezultati [55].
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Slika 1.10. Eksperimentalne postavke za ispitivanje mehanickih karakteristika filmova primenom testa
istezanja (a) i testa punkcije koriste¢i sonde razli¢ite geometrije (ciliondri¢na sonda A, cilindri¢na
sonda B, sferi¢na sonda C) (b); odredivanje elongacije filma do trenutka pucanja: deformacija uzorka
pre pucanja (a = polupre¢nik filma u otvoru drzaCa uzorka, poéetna duzina; a' = pocetna duzina —
polupre¢nik sonde; b = pomeraj sonde; ¢' + r = duzina nakon istezanja ; ¢' = duzina a' posle
deformacije; r = polupre¢nik sonde) (prilagodeno prema [55])

Tabela 1.6. Parametri za procenu mehanickih svojstava filmova dobijeni primenom tenzionog testa i
testa punkcije

Tenzioni test

Zatezna ¢vrstina

TS = Sila koja dovodi do pucanja filma (Fmax)

Povrsina poprec¢nog preseka filma (A)

(engl. tensile strength)

Procenat elongacije

Povecanje duzine uzorka filma pri istezanju (AL
& (%) = ’ p MEY x 100

Pocetna duzina filma (LO)

(engl. elongation at break)

_ Sila koja dovodi do istezanja filma ( Fstrain) 1
Young-ov modul E= — X —— —
Povrsina filma odgovarajuce istezanje filma
Test punkcije
Punkciona Cvrstina PS = Sila koja dovodi do probadanja filma (F) I’-- polup_r_ecnlk
" Kontaktna povrsina sonde i filma (A) filma kOjI se

(engl. puncture strength) nalazi u $upljini
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nosaca filma

a' - poCetna
duzina uzorka
filma; b -

T pomeraj sonde
'2+4b2 .
(engl. elongation to ep (%) = (% - 1) x100 (dubina

puncture) Slika 1.6¢

Procenat elongacije

prodiranja
sonde), r -
poluprecnik
sonde

A - povrSina
poprecnog
preseka filma
koji se nalazi u
cilindri¢noj
Supljini nosaca
filma

Punkciona energija po
jedinici zapremine

Povrsina ispod krive sila—deformacija (AUC)

- Zapremina filma koja se nalazi u Supljini drzaca filma (V)

Ep

Jo$ jedna dodatna metoda koja se koristi za ispitivanje mehanickih karakteristika filmova je metoda
poznata kao odredivanje izdrzljivosti na preklapanje (engl. folding endurance) [101]. Rukovanje bez
oStecenja je preduslov kako bi se obezbedilo da se filmom moze rukovati i primeniti bez pucanja [101].
Izdrzljivost na preklapanje se procenjuje visestrukim preklapanjem filma u sredisSnjem delu do pucanja
ili do unapred definisanog maksimalnog vremena savijanja. Koliko puta se film presavije bez pucanja
ili drugih vidljivih promena predstavlja vrednost izdrzljivosti na preklapanje [30,106]. U uobi¢ajenim
uslovima farmaceutski preparati u obliku filma se ne savijaju, ve¢ se primenjuju U Svojoj ravnoj formi
pa je ovo neuobicajeni stres test, ali ukazuje na krtost oralnih filmova i/ili njihovu sklonost ka pucanju.
Ne postoji preporuc¢eno minimalno vreme preklapanja koje treba da se postigne kako bi se obezbedilo
rukovanje preparata bez ostecenja. Literaturne vrednosti izdrzljivosti na preklapanje su bile u opsegu
od 100 do 500 uzastopnih preklapanja [106,107], pri ¢emu se vrednosti do 300 uzastopnih preklapanja
smatraju zadovoljavaju¢im [95,101].

Najznacajnija mehanicka svojstva MBT su zatezna ¢vrstina (engl. tensile strength), otpornost na
lomljenje (Cvrstina tableta) i otpornost na habanje (friabilnost). Zatezna ¢vrstina, odnosno mehanicka
otpornost tableta (o) se preracunava na osnovu jednacine 1.6 [108]:

o= 2XF
RXxtxn

1.6

gde je F sila koja dovodi do lomljenja tableta (N), R pre¢nik (mm) i t debljina tableta (mm).

Zatezna ¢vrstina (o), odnosno mehanicka otpornost tableta je vazna karakteristika tableta, jer tableta
mora biti dovoljno mehanicki ¢vrsta da izdrzi dalja rukovanja poput oblganja filmom, pakovanja,
transporta i krajnje upotrebe od strane pacijenta, ali i da bude dovoljno slaba kako bi se raspala nakon
primene i tako oslobodila svoj sadrzaj [109].
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Farmakopeja navodi ispitivanje otpornosti tablete na lomljnje (Cvrstina tableta), Sto se u
farmaceutskoj industriji definise kao hardness test, a predstavlja silu neophodnu da se tableta slomi
preko njenog pre¢nika [5]. Medutim, otpornost tablete na lomljenje ne uzima u obzir ni dimenzije ni
oblik tablete. Konverzija otpornosti tablete na lomljenje u zateznu ¢vrstinu, koja uzima u obzir pre¢nik
1 debljinu tablete, omogucava direktna poredenja izmedu uzoraka tableta razli¢itih veli¢ina i oblika
[109].

Friabilnost je odlika tableta koja pokazuje da li se kod neobloZenih tableta izlozenih mehani¢kom
stresu ili trenju povrsina ostecuje i pokazuje znake habanja [5]. Izrazava se kao razlika u masi tableta,
pre i posle 100 obrtaja za 4 minuta, izrazena u procentima u odnosu na pocetnu masu tableta.
Friabilnost ispod 1% ukazuje na dobru mehanic¢ku otpornost tableta [5].

1.7.5 Morfologija povrSine mukoadhezivnih bukalnih filmova i procena
kompatibilnosti lekovite supstance i ekscipijenasa

Skenirajuca elektronska mikroskopija (engl. Scanning Electron Microscopy, SEM) je korisna
tehnika za proucavanje strukture farmaceutskih oblika lekova tipa filmova [106]. SEM mikrografije
pruzaju informacije o homogenosti strukture filma, glatko¢e povrsine i debljine filma, prisustvo pora i
pukotina u strukturi filma [110,111]. Primena liofilizovacije i ekstruzijeje u porcesu pripreme dovode
do formiranja poroznijih filmova, dok filmovi dobijeni metodom izlivanja imaju neporoznu, gotovo
glatku povrsinu. Stoga se SEM mozZe Koristiti za komplementarno ispitivanje brzine rastvaranja
lekovite supstance i raspadljivosti filmova, jer porozni sistemi mogu da ubrzaju oslobadanje lekovite
supstance, ali i raspadljivost filmova. Osim toga, struktura i konekcija slojeva kod viseslojnih filmova
moze se Vizuelizovati skeniranjem poprecnog preseka viseslojnih filmova, kao i vizuelizovanjem
strukture gornje 1 donje povrSine filma. Ova vrsta mikroskopije se moZze koristiti u svrhu vizualizacije
kristala lekovite supstance, kao i radi pra¢enja promena fizickog stanja lekovite supstance tokom
Cuvanja [30].

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (engl. Fourier-transform infrared
spectroscopy, FT-IR spektroskopija) je jedna od vaznih metoda u preformulacionim ispitivanjima
lekovitih preparata kojom se ispituje prisustvo intermolekulskih interakcija izmedu lekovite supstance i
ostalih komponenata farmaceutskog oblika leka [106,112]. Osim u preformulacionim ispitivanjima,
ova metoda nalazi primenu i u fazi razvoja i kontrole kvaliteta farmaceutskih oblika lekova. FT-IR
spektroskopiju odlikuje visoka osetljivost i ta¢nost, ekoloska prihvatljivost, nedestruktivnost uzorka i
jednostavna primena [113].

1.7.6 Sadrzaj vode

1.7.6.1 Rezidualni sadrzaj vode

Filmovi dobijeni metodom izlivanja ¢esto se prave od vodenog rastvora pri ¢emu odredena koli¢ina
vode zaostaje unutar finalnog proizvoda, $to doprinosi fleksibilnosti filma i smanjenju krtosti [50].
Poznato je da molekuli vode deluju kao plastifikatori koji promovisu elongaciju filma i smanjuju
zateznu Cvrstinu [50]. Rezidualna koli¢ina vode moze se odrediti titracijom po Karl Fiseru ili
gravimetrijski primenom infracrvenog analizatora vlage [30]. Prisustvo vode u formulaciji filmova
olakSsava mikrobioloSku kontaminaciju, zbog Cega treba razmotriti uklju¢ivanje konzervansa u
formulaciju kako bi se obezbedila mikrobioloska stabilnost. 1z navedenog je jasno da je sadrzaj vode
bitan parametar koji je potrebno optimizovati kako bi se postigla odgovarajuca fleksibilnost filma sa
jedne strane i fizicka i hemijska stabilnost farmaceutskog preparata sa druge strane [30,55].
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1.7.6.2 Apsorpcija vode

Dobro je poznato da izabrani polimer igra vaznu ulogu u odredivanju trajanja produzenog
oslobadanja gde centralno mesto u oslobadanju lekovite supstance zauzimaju bubrenje i erozija
polimera. Kada se hidrofilna matriks tableta izlozi vodenom medjumu, suvi polimer pocinje da se
hidratiSe i oko suvog jezgra tablete dolazi do formiranja viskoznog gel sloja kroz koji difunduje
lekovita supstanca. Na taj nain hidratacija polimernih lanaca dovodi do formiranja gel sloja koji
usporava oslobadanje lekovite supstance iz matriks tableta. U toku rastvaranja hidrofilne matriks
tablete razlikuju se suvo stanje i sloj gela (engl. dry state and the gel layer), koji se oznacavaju kao
front bubrenja, a drugi front, front erozije, koji odvaja gel sloj i okolni medijum za oslobadanje (Slika
1.11) [114].

Front bubrenja Front difuzije

Front erozije ——> <+— Gel sloj

Slika 1.11. Zone u hidrofilnoj matriks tableti u toku procesa rastvaranja

Kapacitet apsorpcije vode mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova je u Kkorelaciji sa
raspadljivoscu, ali je takode opisan i kao kljucni faktor za svojstvo adhezije [30]. Za procenu kapaciteta
upijanja vode ili bubrenja, uobicajeno se primenjuje gravimetrijsko merenje preparata pre i posle
izlaganja definisanoj zapremini vode ili drugog pogodnog medijuma. Fosfatni pufer se moze koristiti
kao medijum za in vitro studije apsorpcije vode mukoadhezivnih bukalnih preparata. U svrhu
simulacije fizioloskih uslova, apsorpcija vode se moze ispitivati na agar ploci u inkubatoru i pri cemu
se masa nabubrelog filma, odnosno tablete odreduje u odgovaraju¢im vremenskim intervalima [30]. Na
osnovu rezultata dobijenog apsorpcionog profila moze se doneti zakljucak u vezi sa dezintegracijom
ispitivanog farmaceutskog oblika, ali i neophodnosc¢u posebnih uslova pakovanja i ¢uvanja preparata. S
obzirom da hidrofilni polimeri formiraju hidrofilni matriks, tako higroskopan film treba pakovati i
Cuvati pojedina¢no u aluminijumskim kesicama jer kontakt film preparata sa vlagom moze ugroziti
njegovu fizicku, hemijsku i mikrobiolosku stabilnost [30]. MBF i MBT se ¢uvaju na uobicajenoj
temepraturi od 25 °C, eventualno na temperaturama izmedu 15 1 30 °C [65,115].

1.7.7 Odredivanje mukoadhezije

Uprkos velikom interesovanju za mukoadhezivne sisteme tokom proteklih nekoliko decenija i
komercijalizaciji preparata ovog tipa, standardne metode ispitivanja mukoadhezije jo$ uvek nisu
razvijene. Ovo predstavlja ogranicenje u pogledu direktnog poredenja podataka dobijenih razli¢itim
metodama i instrumentima iz razli¢itih istrazivackih grupa. Uprkos tome, istrazivaci su nastavili da
razvijaju nove nacine kojima se mukoadhezivni potencijal polimernih sistema moze ispitati. Vecina
metoda za ispitivanje mukoadhezivnosti koja se navodi u literaturi su in vitro i ex vivo metode [30].
Medutim, nije lako ekstrapolirati in vitro ponaSanje mukoadhezivnog sistema na njegove in vivo
performanse. Razlog za to je §to se in vitro/ex vivo ispitivanja mukoadhezije vrSe pod kontrolisanim
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uslovima, za razliku od dinami¢kih uslova koji postoje in vivo [30]. Zbog toga je predlozeno nekoliko
in vivo metoda: gama scintigrafija [116], magnetna rezonanca [117], fluorescentna mikroskopija [118].
Metode za ispitivanje mukoadhezije se dele na direktne i indirektne. Metode koje procenjuju silu
odvajanja farmaceutskog oblika i ekscipijensa od sluzokoze, rad adhezije koji je jednak povrsini
ispod krive sila-pomeraj ili vreme zadrZavanja (engl. resdence time) farmaceutskog oblika leka u
kontaktu sa sluzokozom predstavljaju direktne metode [30,119,120]. Indirektne metode se zasnivaju na
proceni interakcija ekscipijenasa i sluzokoze [30].

U literaturi su predloZzene brojne metode i instrumenti za in vitro/ex vivo proucavanje
mukoadhezivnih svojstava farmaceutskih oblika lekova i ekscipijenasa: analizator teksture,
modifikovana vaga [121], povrsinski tenziometar [122], mikroskopija atomskih sila [123], reoloske
metode [124], elipsometrija [123], metoda merenja protoka u kanalu (engl. flow channel method)
[123,125], Biacore® metoda, poznata i kao metoda povrsinske plazmonske rezonance [126], mucin-
Cesticna metoda (engl. mucin-particle method) koja se jo§ oznafava kao metoda merenja zeta
potencijala [126], metode ¢elijskih kultura [123] i metoda rotirajuéeg cilindra [123,127].

lako monografija Evropske farmakopeje za preparate za oralnu sluzokozu obuhvata poglavlje o
mukoadhezivnim preparatima, standardna metoda za procenu mukoadhezije jo$ uvek nije navedena.
Treba ista¢i da je poredenje rezultata dobijenih primenom razli¢itih metoda tesko izvodljivo i
neprecizno zbog varijacija u eksperimentalnim postavkama. U vecini slucajeva korelacija rezultata sa
realnim uslovima koriste¢i humanu sluzokozu ili in vivo podacima nedostaju [30]. Nekoliko studija je
ispitivalo vreme zadrZavanja in vivo, pri ¢emu je pokazano da je duze vremena zadrzavanja u korelaciji
sa ve¢im silom odvajanja [30]. Poznato je da metode koje se izvode na izolovanom tkivu pokazuju
vecéu standardnu devijaciju u poredenju sa in vitro metodama [36,128].

Najrasprostranjeniji uredaj za detekciju sile mukoadhezije, tj. sile odvajanja je analizator teksture
(engl. texture analyzer), koji obezbeduje merenja sile u opsegu od njutna do milinjutna [129]. Primena
analizatora teksture omogucila je kontrolu sile kontakta i trajanje kontakta izmedu farmaceutskog
oblika leka i sluzokoze, odnosno njenog supstrata. Prvi izveStaj o upotrebi analizatora teksture
(TA.TX,® texture analyzer, Stable Micro Systems, Velika Britanija, Slika 1.12) objavljen je za merenje
mukoadhezivnih svojstava bukalnih tableta na bazi razli¢itih polimera, koriS¢enjem membrane
izolovane iz pili¢a kao bioloske membrane za koju su tablete bile adherirane [130]. Uredaj se sastoji od
drzaca za tkivo na kome mukozno tkivo moze biti pricvr§¢eno. Na vrhu drzaca tkiva ili odgovarajuceg
surogata, postoji otvor. To omogucéava da sonda moze do¢i u kontakt sa tkivom. Delovi uredaja su
smesteni u ¢asu sa medijumom za ispitivanje koji se moze zagrejati na odredenu temperaturu. Tokom
merenja medijum se meSa magnetnom mesalicom. Ispitivana formulacija se pri¢vr§¢uje na donju stranu
sonde, npr. sa dvostranom lepljivom trakom. Da bi zapocelo ispitivanje, sonda se spusta na sluzokozu
definisanom brzinom. Nakon postizanja sile okidanja (engl. trigger force), sonda sa ispitivanom
formulacijom pritiska sluzokozu odredenom silom tokom odredenog vremena. Nakon toga, sonda se
pomera na gore sve dok se adezivna veza ne raskine. Dosadasnja upotreba analizatora teksture
pokazala je da sila kontaktna, trajanje kontakta, i brzina podizanja/povlacenja sonde tokom ispitivanja
uticu na rezultate ispitivanja [128,131]. Vreme kontakta i sila kontakta simuliraju napor koji pacijent
treba da ulozi kako bi se farmaceutski oblik leka doveo u kontakt sa sluzokozom i omogucila
mukoadhezija u “fazi kontakta”. Utvrdeno je da je vreme kontakta viSe utiCe na jac¢inu mukoadhezije
nego sila kontakta [36]. U tom smlislu, primeéeno je da povecanje vremena kontakta sa 10 sekundi na
30 sekundi dovodi do znacajnog povecéanja izmerene Sile mukoadhezije, ali da povecanje sile kontakta
sa 0,05 Nna0,1 Nilisa0,5Nnal1,0 N ne uti¢e znaajno na povecanje sile odvajanja [36]. Dosadasnja
istrazivanja su pokazala da bi brzina podizanja sonde trebalo da bude niska, tako da se obi¢no bira
brzina od 0,1 mm/s.

Sila potrebna za odvajanje farmaceutskog oblika leka od sluzokoze ili supstrat sluzokoze (engl.
maximum detachment force, Fmax) predstavlja indikator mukoadhezivnih svojstava i dobija se iz krive
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zavisnosti sila-vreme (Slika 1.13) . Na osnovu izmerene sile odvajanja izra¢unava se ja¢ina vezivanja
(N/cm?) na osnovu jednacine 1.7 [132]:

Jagina vezivanja (N/cm?) = Fmax (N) / A (cm?) 1.7

gde je Fmax - maksimalna sila potrebna za odvajanje mukoadhezivne tablete od sluzokoze ili supstrata
sluzokoze (engl. maximum detachment force), A - povrSina farmaceutskog oblika leka koja je
uklju¢ena u adhezivnu interakciju.

Pored sile odvajanja, kao indikator mukoadhezivnih svojstava koristi se i parametar koji je oznac¢en
kao rad adhezije (engl. Work of adhesion, Wad), a koji predstavlja povrSinu ispod krive sila-pomeraj
[30]. Ispitivanje uzoraka bi trebalo ponoviti najmanje 4 - 5 puta da bi se osigurala ponovljivost [128].

Analizator teksture

Smer Kretanja
-

Sonda

| Sonda sa
uzorkom

Medijum za Mukozno tkive
ispitivanje ~ | hat

" Driaé za thivo
Termostatski senzor za o
Lkontrolu temperature/ — Magnetna mesalica

Mesat
O O o e

Sluzokoza

Postolje uredaja

Slika 1.12. Sematski prikaz analizatora teksture (prilagodeno prema [133])
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Slika 1.13. Tipican grafik sila-vreme iz ispitivanja mukoadhezivnosti dobijen pomocu analizatora
teksture

Pregledom literature uoceni su razli¢iti uslovi ispitivanja mukoadhezije uz upotrebu analizatora
teksture, a pregled uslova pod kojim su sprovedena ova ispitivanja su prikazana je u Tabeli 1.7.
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Tabela 1.7. Pregled eksperimentalnih uslova za izvodenje ispitivanja mukoadhezije bukalnih farmaceutskih oblika lekova upotrebom

analizatora teksture

Sila Brzina
kontakta Duzina podizanja Tempoeratur Sluzokoza/stlrogat Sonda Farmac_eutskl Referenca
(N) kontakta (s) sonde a(°C) sluzokoze oblik
(mm/s)
1 180 0,5 37,0+£0,5 bukalna sluzokoza ovce - tableta [85]
cilindri¢na
0,05 60 0,5 37,005 bukalna sluzokoza svinje sonda,10 mm film [134]
sluzokoza jednjaka cilindri¢na
0,098 45, 90, 180 - - svinje/disk mucina sonda,10 mm film [107]
1 60 - - bukalna sluzokoza zeca - film [135]
disk mucina (mucin cilindri¢na
1 60 0,1 37,0 svinjskog Zeluca, tip II) sonda,10 mm film [90]
0,5; 2; 15; 30 sublingvalna goveda cilindri¢na
0,5 minuta 0,5 37,0 sluzokoza sonda, 28 mm film [136]
Duoderm® membrana
impregnirana sa 30 mg cilindri¢na
0,3 60 0,1 - vestackog rastvora mukusa  sonda; 1,33 cm? film [137]
cilindri¢na
0,5 180 1 - pile¢a membrana sonda, 20 mm tableta [130]
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1.7.8 Permeabilnost lekovite supstance iz mukoadhezivnih bukalnih tableta i
filmova (permeability test)

Za proucavanje kinetike apsorpcije i permeacionog profila lekovitih supstanci opisane su brojne in
VIVO, ex vivo i in vitro metode odredivanja permeabilnosti [138]. In vivo metode se obi¢no sprovode
kako bi se procenila bioraspolozivost lekova koji se primenjuju preko bukalne sluzokoze, dok su ex
Vvivo 1 in vitro metode pogodne za pretklinicki skrining lekovitih supstanci, pruzajuéi uvid u mehanizme
transporta kroz bukalnu sluzokozu, kao i za procenu potencijalnih hemijskih penetracionih inhensera
koji bi poboljsali bukalni transport lekovite supstance [138].

Metode difuzionih celija, kao ex vivo metode, Siroko se koriste za odredivanje kolicine lekovite
supstance koja permeira kroz bukalnu sluzokozu, kao i za odredivanje brzine difuzije lekovite
supstance [138]. U ovu svrhu, bukalna sluzokoza odgovarajuceg zivotinjskog modela se postavlja u
razli¢ite vrste difuzionih celija: vertikalne difuzione celije (Franz-ove difuzione celije), proto¢ne
difuzione ¢elije i bo¢ne ili horizontalne difuzione ¢elije (Ussing komora i Sweetana-Grass komora).
Zajednicko za sve vrste difuzionih ¢éelija je da su sastavljene od donorske komore, akceptorske komore,
otvora za uzorkovanje i grejaca sa podeSenom temperaturom od 37 °C [138]. Prednosti i nedostaci
svake od metode difuzionih ¢éelija navedeni su u Tabeli 1.8.

Koeficijent permeabilnosti ispitivanih supstanci (Papp) se izraéunava na osnovu brzine transporta
(dQ/dt) molekula kroz segment sluzokoze i zapremine akceptorske komore (Va) podeljene sa
povrSinom segmenta sluzokoze koja je dostupna za permeaciju (A) i koncentracijom lekovite supstance
u donorskoj komori (Co) u skladu sa jednacinom 1.8 [138].

de Va

Papp:} AXCo 1.8
Tabela 1.8. Prednosti i nedostaci razli¢itih tipova difuzionih Celija [138]
Uredaj za ispitivanje . .
redaj . P . ) Model sluzokoze Prednosti Nedostaci
permeabilnosti
v jednostavna v’ stati¢na
v’ jeftina v" mogucnost susenja
. v tnost odrz ’ i odumiranja tkiva
Franz-ova difuziona bukalna sluzokoza mOguC.n Osto rz.avanja ) J
. .. eksperimentalnih uslova v velika koli¢ina
¢elija svinje tkiva

v moguce stvaranje
mehurica vazduha

v’ jeftina v kompleksni sistem
v’ zastita lekovite
supstance od isparavanja
smanjen rizik od susenja
i odumiranja tkiva
v mogucénost odrzavanja
eksperimentalnih uslova
v mala koli¢ina tkiva

Proto¢na difuziona bukalna sluzokoza
¢elija svinje
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v" Kkontinuirani protok
medijuma kroz
akceptorsku komoru
v' bez formiranja mehurica
vazduha
v" moguénost odrzavanja v' niska propusnost
eksperimentalnih uslova  v* tri vrste materijala
v mala koli¢ina tkiva u kontaku sa

Ussing komora bukalna sluzokoZa . 4rivost vitalnosti tkiva ~ medijumom koji
SVInje v dvosmerno proucavanje sadrzi lekovitu
prolaska lekovite supstancu

supstance kroz tkivo
v/ (Cisti analiti¢ki uzorci
jednostavno ¢i$c¢enje v’ zahteva odvajanje
v’ jedna vrsta materijala u rezervoara od
kontaktu sa medijumom grejnog kupatila
koji sadrzi lekovitu
supstancu
v/ smanjeno curenje

S G K bukalna sluzokoza lekovite supstance
weetana-Grass komora v prOtOk medijuma

svinje

paralelan povrsini tkiva

v’ odustvo povezanosti
odeljka za tkivo i
rezervoara lekovite
supstance

v' bez formiranja mehurica
vazduha

<\

Kulture bukalnih epitelnih ¢elija se kao in vitro metode takode koriste za proucavanje permeacije
lekovitih supstanci, kao i za rasvetljavanje mehanizama delovanja penetracionih inhensera. Celije
moraju biti kultivisane pod strogo kontrolisanim uslovima vlage i temperature, koriste¢i adekvatnu
podlogu za rast [138]. Kao in vitro model humane bukalne sluzokoze koris¢ene su TR146 kulture celija
izolovane iz skvamoznih c¢elija karcinoma bukalne sluzokoze. TR146 viseslojne celije pokazuju
barijernu funkciju sliénu humanim c¢elijama buklane sluzokoze u pogledu strukture (formiraju
viseslojni nekeratinizovani skvamozni epitel), funkcije i enzimske aktivnosti (karboksipeptidaza,
esteraza i aminopeptidaza). Ova celijska linija je koris¢ena za proucavanje dvosmernog transporta
velikog broja lekovitih supstanci kroz bukalnu sluzokozu, kao i za procenu efekta penetracionih
inhensera, kao $to su hitozan i zu¢ne soli [138]. lako su TR146 kulture celija jedna od najcesce
korisc¢enih ¢elijskih modela u proceni permeabilnosti lekovite supstance, one takode imaju i odredene
nedostatke: njihovo onkogeno svojstvo narusava barijernu permeabilnost, zbog ¢ega je permeacija u
ovom ¢elijskom modelu oko 10 puta veca nego u sluc¢aju humane bukalne sluzokoze $to je pokazano na
primeru manitola, testosterona, dekstrana i nikotina [139]. Do sada je razvijen i model ¢elijskih kultura
izolovan iz normalnih humanih bukalnih keratinocita (EpiOral™ model bukalnog tkiva, MatTek
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Corporation, Ashland, SAD) koji se koriste za proucavanje bukalne permeabilnosti. EpiOral™ model
bukalnog tkiva je jednostavan za izvodenje, relativno pristupatan i omogucava proucavanje
transportnih mehanizama lekovite supstance na ¢elijskom ili sub¢elijskom nivou [138].

Za procenu permeabilnosti lekovitih supstanci kroz bukalnu sluzokozu koriste se i biomimeticki
barijerni modeli koji se prema sastavu veStacke membrane i lipida mogu podeliti na PAMPA model
(engl. Parallel Artificial Membrane Permeation Assay), PVPA model (engl. Phospholipid Vesicle-
based Permeation Assay), AMI sistem (engl. Artificial Membrane Insert System) i Permeapad® [139].
Ovi modeli se jo$ i oznacavaju kao non-cell based modeli [139]. Zasnovani su na primeni donorske i
akceptorske plo¢e sa ve¢im brojem bazena. Navedni modeli su jednostavni za rukovanje, efikasni i
reproducibilni, laki za transport i pogodni su za ispitivanje permeabilnosti lekovitih supstanci pasivnom
difuzijom transcelularno [139]. Veruje se da je PVPA model zasnovan na lipozomima (zatvorene
vezikule fosfolipidnih dvoslojeva), bolji u predvidanju pasivnog transporta lekovitih supstanci [139].
AMI sistem je osmisljen 2017. godine i zasniva se na primeni veStacke membrane bez lipida
(fosfolipida). Naime, ovaj sistem se sastoji od celulozne membrane koja se postavlja izmedu izmedu
dva plasti¢na prstena koji predstavljaju donorski i akceptorski odeljak. Smatra se da je model vise
primenjiv za previdanje gastrointestinalne apsorpcije, a manje za bukalnu aposrpciju lekovite supstance
[139]. Permeapad® je sistem za procenu permeabilnosti lekovitih supstanci pasivnom difuzijom
zasnovan na primeni viseslojne veStacke membrane fosfolipida (fosfatidilholin S-100 iz soje) koji je
razvijen 2015. godine. Naime, grupa naucnika iz Danske, Bibi i saradnici je ispitivala korisnost
Permeapad® u predvidanju bukalne apsorpcije metoprolola kao model supstance [140]. Rezultati ove
studije pokazali su da postoji dobra korelacija sa in vitro (TR146 kulture ¢elija), ex vivo (bukalna
sluzokoza svinje) i in vivo metodom (Gottingen mini svinje).

In vivo metode permeabilnosti obuhvataju ispitivanje bioloske raspolozivosti kod ljudi i na
razli¢itim eksperimentalnim zivotinjama, kao i intestinalnu perfuziju kod ljudi.

Test bukalne apsorpcije koji su opisali Beckett i Triggs koristi se za prou¢avanje brzine i obima
penetracije/permeacije lekovite supstance u/kroz usnu duplju [141]. Ispitivanje se zasniva na meSanju
puferskog rastvora lekovite supstance poznate koncentracije u ustima zdravih dobrovoljaca i to oko 60
puta/minuti [141]. Nakon odredenog vremenskog perioda, rastvor lekovite supstance se izbacuje i
volonteri ispiraju usta poznatom zapreminom puferskog rastvora ili destilovane vode. Sakupljaju se sve
frakcije rastvora za ispiranje usta zajedno sa izbacenim rastvorom lekovite supstance kako bi se
odredila koli¢ina lekovite supstance koja je zaostala u usnoj duplji [138,141]. lako je ovaj test
neinvazivan, jednostavan sa malim inter- i intarindividualnim varijacijama, osnovna ograni¢enja su
apsorpcija lekovite supstance na nivou svih povrsina oralne sluzokoZe i gubitak dela lekovite supstance
sluajnim gutanjem [138,141].

Jo§ jedna metoda koja je opisana u literaturi za procenu aposrpcije iz usne duplje (bukalne
sluzokoze) je metoda diska koji je razvio Kaaber [142]. Ova metoda koristi diskove kao nosace
farmaceutskog oblika leka i komoru nepropustljivu za vazduh za uzorkovanje koja se sastoji od
standardizovanog diska sa poroznim membranskim materijalom. Sistem se stavlja u kontakt sa
bukalnom sluzokozom i uklanja se nakon 30 minuta. Zatim se uzimaju uzorci Krvi da bi se odredila
koli¢ina apsorbovane lekovite supstance. Za razliku od testa bukalne apsorpcije ovde se uzorci Krvi
prikupljaju tokom samog ispitavanja, pri ¢emu metoda pruza informacije o apsorbovanom delu lekovite
supstance u odredenom segmentu usne duplje [142]. Medutim, zbog Smetnje protoka salive u apsorpciji
lekovite supstance, poteskoca adhezije diska za membranu, ova metoda se ipak manje koristi [138].

Metoda perfuzionih celija je razvijena kako bi se prevazi§la ograniCenja ispitivanja bukalne
apsorpcije, posebno nespecificne apsorpcije lekovite supstance preko povrsine oralne sluzokoze [138].
Perfuzione celije se obi¢no povezuju sa bukalnom sluzokozom anesteziranog humanog dobrovoljca ili
nekog zivotinjskog modela. Rastvor lekovite supstance cirkuliSe pomocu peristalticke pumpe, a potom
se u razli¢itim vremenskim tackama rastvor lekovite supstance sakuplja da bi se odredila koli¢ina
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lekovite supstance izgubljena kroz bukalnu sluzokozu. Tokom ispitivanja odrzava se temperatura, kao i
zapremina i pH rastvora. Sakupljaju se uzorci krvi, a moguce je i odrediti koli¢inu lekovite supstance u
salivi kako bi se izvrsila ekstrapolacija na koncentraciju lekovite supstance u plazmi. Na taj nadin,
koli¢ina lekovite supstance izgubljena u usnoj duplji i koncentracija lekovite supstance u plazmi se
moze odrediti istovremeno, za razliku od testa bukalne apsorpcije [138].

Ispitivana je i korisnost aparature sa cilindrom sa povratnim kretanjem - USP aparatura 3, (Bio-Dis
Extended Release Tester, VanKel Technology Group, SAD), prikazana na Slici 1.14a, za procenu
permeacije lekovite supstance. Ovaj uredaj je razvijen za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite
supstance iz ¢vrstih formulacija sa kontrolisanim oslobadanjem lekovite supstance jer uzima u obzir
neophodnost izlaganja farmaceutskog oblika leka mehani¢kim stresu kao i raznim fizi¢ko-hemijskim
uslovima koji mogu uticati na oslobadanje lekovite supstance u GI traktu [143]. Farmaceutski oblik
leka se lako moze transportovati iz jednog reda medijuma u drugi, ¢ime se omogucava simulirana
promena pH vrednosti medijuma uz biorelevantnu brzinu meSanja i vreme zadrzavanja [143]. Sam
dizajn uredaja je zasnovan na radu uredaja za ispitivanje raspadljivosti tableta i kapsula [144]. Glavni
delovi aparature sa cilindrom sa povratnim kretanjem su (Slika 1.14b): unutrasnji cilndri, spoljasnji
cilindri, metalne Sipke za agitaciju i vodeno kupatilo. Farmaceutski oblik se pojedina¢no ubacuje u
unutrasnji cilindar, koji se sastoji od staklene cevi zatvorene na oba kraja plasti¢énim poklopcem koji
sadrzi sito, napravljeno od najlona ili nerdajuceg celika [143]. Unutrasnji cilindar je povezan sa
metalnom Sipkom koja obezbeduje pokrete uranjanja i izranjanja (povratni pokreti) definisanim
intenzitetom (dips per minute, dpm) unutar posude za rastvaranje koja se naziva spoljasnji cilindar
[143]. Posuda za rastvaranje se razlikuje od posuda koje se koriste kod aparature sa lopaticom i
korpicom jer pored svog karakteristi¢nog cilindri¢nog oblika i ravnog dna, ima kapacitet od samo 300
mL. Pored ove standardne posude u zapremini od 300 mL, postoje i posude za specifiéne namene koje
su dostupne u zapremini od 100 mL i 1000 mL. Na otvor posude je postavljen sistem protiv isparavanja
kako bi se izbegle promene u zapremini medijuma za rastvaranje tokom ispitivanja, kao Sto je
ilustrovano na Slici 1.14c [143]. Vodeno kupatilo sadrzi cilindri¢éne posude koje se rasporeduju u
redove, dok se temperatura medijuma odrzava na 37 °C [143].

(a) (b) | (©)

i
Gornji poklopac
Povratno =
kretanje Metalna Sipka
A_ntievaporacioni
Unutrasnji cilindar sistem
Spoljasnji cilindar
(cilindri¢na posuda)
¥ e’ Ea h R <3 —Unutrasnji cilindar
& 1
diq/m A l—l-_wmq \v\w
Doniji poklopac L.

Slika 1.14. Aparatura sa cilindrom sa povratnim kretanjem (a): Unutra$nji cilindar sa donjim i gornjim
poklopcem (b); Unutrasnji cilindar povezan sa metalnom Sipkom unutar spoljasnjeg cilindra (C)
(prilagodeno prema [143]).
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1.8 Hipertenzija i animalni modeli hipertenzije

1.8.1 Etiologija hipertenzije

Prema preporukama Evropskog udruZenja za hipertenziju (European Society of Hypertension, ESH)
i Evropskog kardioloskog drustva (European Society of Cardiology, ESC) iz 2018. godine izvrsena je
klasifikacija stadijuma hipertenzije na osnovu prosec¢ne vrednosti krvnog pritiska merenog u ordinaciji
u dve ili viSe poseta lekaru Tabeli 1.9:

Tabela 1.9. Klasifikacija krvnog pritiska merenog u ordinaciji i definicija stepena hipertenzije [145]

Kategoriia Sistolni krvni Dijastolni krvni
gorl) pritisak (mmHQ) pritisak (mmHg)
Optimalan krvni pritisak <120 i <80
Normalan krvni pritisak 120 - 129 i/ili 80 - 84
Visok normalan krvni
pritisak 130 - 139 i/ili 85 -89
Hipertenzija 1. stepena 140 - 159 i/ili 90-99
Hipertenzija 2. stepena 160 - 179 i/ili 100 -109
Hipertenzija 3. stepena > 180 i/ili >110
Izolovana sistolna
hipertenzija > 140 i <90

Navedena Klasifikacija krvnog pritiska i definicija hipertnezije su nepromenjene u odnosu na
prethodne ESH/ESC preporuke iz 2013. godine [145]. Hipertenzija se definiSe kao vrednosti sistolnog
krvnog pritiska >140 mmHg i/ili vrednosti dijastolnog krvnog pritiska > 90mmHg, na osnovu dokaza iz
randomizovanih klini¢kih studija po kojima prednosti leenja pacijenata sa ovim vrednostima krvnog
pritiska (bilo uz intervencije promene nacina zivota i primene lekova) nedvosmisleno nadmasuju rizike
le¢enja [145]. Ukoliko na osnovu vrednosti sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska postoji razlika u
kategoriji, tezinu hipertenzije odreduje ona koja je visa. Ova klasifikacija se primenjuje kod ispitanika
svih zivotnih doba [145].

Arterijska hipertenzija se prema etilogiji klasifikuje na [146]:

e Esencijalnu (primarnu, idiopatsku) hipertenziju koja se odnosi na hipertenziju ¢iji je uzrok
nepoznat, odnosno ne moze se povezati sa oboljenjem/stanjem za koje je poznato da uzrokuje
hipertenziju.

e Sekundarnu hipertenziju pod kojim se podrazumeva hipertenzija koja je udruZena sa
oboljenjem/poremecajem za koje je poznato da uzrokuje hipertenziju.

Vecina sluéajeva hipertenzije (oko 95%) predstavljaju slu¢ajeve nepoznatog uzroka pa se svrstavaju

u esencijalnu hipertenziju [146,147]. Naziv esencijalna hipertenzija je danas primenjiv delimi¢no, jer
su poznati mnogi faktori koji doprinose nastanku hipertenzije koja zbog toga predstavlja heterogeni
poremecaj [146]. Smatra se da u patogenezi esencijalne hipertenzije ucestvuju razliciti faktori poput:
pojacane aktivnosti simpatikusa, sa izrazenom beta-adrenergickom osetljivo$¢u; pojacana aktivnost
sistema renin-angiotenzin-aldosteron i porast cirkuliSu¢ih mineralokortikoida; retencija soli i vode koje
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mogu biti posledica rezistencije na so, §to moze biti povezano sa redukovanom masom nefrona
uzrokovanom genetskim faktorima, poremecéajem intrauterinog razvoja (hipoksija, lekovi, nepravilna
ishrana) ili postnatalnim okolnostima (malnutricija, infekcije); naslede jer je poznato da je hipertenzija
dvostruko ¢es¢a kod osoba koji imaju jednog ili oba roditelja sa dijagnostikovanom hipertenzijom
[146].

Sa druge strane, sekundarna hipertenzija je posledica postojanja odredene, primarne bolesti kada se
javlja kao simptom izazvan hemodinamskim poremec¢ajima i ovaj oblik hipertenzije obuhvata samo od
5% do 10% slucajeva [146]. NajceS¢i uzroci sekundarne hipertenzije su: bubrezna oboljenja
(parenhimske bolesti bubrega - renalna hipertenzija, vaskularne bolesti bubrega - stenoza renalne/ih
arterije/a); tumori (feohromocitom; primarni aldosteronizam - Konov sindrom, karcinom korteksa
nadbubrega); endokrina oboljenja (KuSingov sindrom; hiper- ili hipotiroidizam; hiperparatiroidizam,
dijabetes); sleep apnea sindrom; koarktacija aorte; primena odredenih lekova - jatrogena hipertenzija
(oralni kontraceptivi, nesteroidni antireumatici, antidepresivi, kortikosteroidi) [146]. Poseban oblik
sekundarne hipertenzije je gestaciona hipertenzija koja se srece tokom trudnoce i javlja se u 6 do 8%
svih trudnoca, ¢eS¢e u viseplodnim trudno¢ama znacajno doprinose¢i mertvorodenosti i neonatalnom
morbiditetu i mortalitetu [148].

1.8.2 Prevalenca hipertenzije

Na osnovu vrednosti krvnog pritiska merenog u ordinaciji, u 2015. godini globalna prevalenca
hipertenzije procenjena je na 1,13 milijardi, dok je prevalenca u centralnoj i isto¢noj Evropi oko 150
miliona [145]. Prema podacima iz iste godine, procenat obolelih od hipertenzije u odrasloj populaciji je
30-45% sa globalnom starosnom standardizovanom prevalencom od 24% kod muskaraca i 20% kod
zena [145]. Ova visoka prevalenca hipertenzije je konzistentna Sirom sveta, odnosno nema razlike
izmedu zemalja sa nizim, srednjim i1 viSim Stepenom razvoja [145]. Prevalenca hipertenzije se
povecava sa starenjem i iznosi preko 60% kod ljudi starijih od 60 godina [145]. Starenjem, ljudi
usvajaju sedentarni nacin Zivota Koji pogoduje razvoju hipertenzije, ¢ime i njena prevalenca Sirom
sveta nastavlja da raste, pa se procenjuje da ¢e se broj ljudi sa hipertenzijom povecati za 15-20% do
2025. godine i dosti¢i blizu 1,5 milijardi [145].

Prema istrazivanju prevalence i faktora rizika od prehipertenzije i hipertenzije kod odrasle
populacije u Republici Srbiji iz 2013. godine, koja je obuhvatila reprezentativni uzorak od 14 422
ispitanika, 17,7% odraslih osoba uzrasta preko 15 godina bilo je normotenzivno, svaka tre¢a (33,1%)
osoba imala je prehipertenziju, a svaka druga (49,3%) hipertenziju [149]. Standardizovana prevalencija
prehipertenzije bila je 40,6%, hipertenzije 34,5%, a 57,8% hipertenzivnih osoba bilo je na
antihipertenzivnoj terapiji [149]. Medu ispitanicima koji su bili na antihipertenzivnoj terapiji, 35,2%
(36,4% muskaraca i 33,2% zena) odrzavalo je Krvni pritisak unutar normalnih vrednosti. Osim toga,
analiza je pokazala da najznacajnije faktore rizika za nastanak hipertenzije predstavljaju Zivotno doba
(starost preko 50 godina), prekomerna telesna teZina, gojaznost, umereno veliki i veliki obim struka
[149].

1.8.3 Faktori rizika povezani sa hipertenzijom i njene komplikacije

Mnogobrojni faktori rizika uticu na vrednost krvnog pritiska. Istrazivanja su pokazala da je
vrednost krvnog pritiska povezana sa razli¢itim personalnim, drustvenim i sredinskim faktorima [150].
To su pre svega genetski faktori, uzrast, pol, rasna i etni¢ka pripradnost, socijalno-ekonomski status,
obrazovaje i zanimanje, telesna masa i telesna visina, nepravilna ishrana (ishrana bogata nezasi¢enim
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masnim kiselinama 1 solju, konzumacija duvana, prekomerna upotreba alkohola, fizicka aktivnost,
druga oboljenja, stres itd.) [150]. Pored toga, postoji nekoliko metabolickih faktora koji povecavaju
rizik od sréanih oboljenja, mozdanog udara, bolesti bubrega i drugih komplikacija hipertenzije i oni
ukljucuju dijabetes, visok nivo holesterola u krvi i gojaznost [150].

Postoji jasna povezanost izmedu hipertenzije, dijabetesa, gojaznosti i dislipidemija [151].
Dislipidemija je Cesta kod pacijenata sa hipertenzijom, dijabetesom i metaboli¢kim sindromom [151].
Epidemioloske studije su pokazale jaku korelaciju izmedu nivoa lipida u serumu i rizika od
ateroskleroti¢nih kardiovaskularnih bolesti [151]. Multifaktorske strategije koje imaju za cilj kontrolu
krvnog pritiska, lipidnog statusa i glukoze u krvi istovremeno postizu maksimalno smanjenje
kardiovaskularnog rizika [151]. Pokazano je da hipertenzija, dijabetes i dislipidemija imaju aditivan
efekat kada su u pitanju infarkt miokarda i mozdani udar [152].

Svetska zdravstvena organizacija je u svom dokumentu ”A global brief on hypertension” iz 2013.
godine slikovito prikazala faktore koji utu¢u na nastanak hipertenzije i kardiovaskularnih bolesti (Slika
1.15) [150].

Bihevioralni fakton rizika Kardiovaskulame bolesti

Globalizacija Nezdrava ishrana Visok krvni pritisak Infarkt miokarda
Urbanizacija Upotreba duvana Gojaznost Mozdani udar (3log)
Starenje Fizi¢ka neaktivnost Dijabetes Sréana insuficijencija
Prihodi Prekomema upotreba Povisen lipidi u krvi
- alkohola

Edukacija y

. Bolesti bubrega
Mesto stanovanja

Metabolicki fakton nzika

Drustvene odrednice i
pokretaci

Slika 1.15. Glavni faktori koji doprinose razvoju hipertenzije i njegovih komplikacija
(prilagodeno prema [150])

1.8.4 Ciljevi leCenja hipertenzije

Osnovni cilj leCenja hipertenzije je maksimalno dugoro¢no smanjenje ukupnog kardiovaskularnog
rizika, $to podrazumeva smanjenje vrednosti krvnog pritiska, ali 1 kontrolu svih pridruZenih
promenljivih faktora rizika [145]. Prema revidiranim preporukama Evropskog kardioloskog drustva i
Evropskog udruzenja za hipertenziju iz 2018. godine, prva ciljna vrednost kojoj se tezi za krvni pritisak
je <140/90 mmHg kod svih pacijenata, a ukoliko dobro podnose leCenje, ciljne vrednosti krvnog
pritiska treba da budu do 130/80 mmHg ili niZze kod vecine pacijenata [145]. Sli¢na je i preporuka
svetske zdravstvene organizacije iz 2021. godine koja kaze da ciljna vrednost krvnog pritiska kod svih
osoba sa hipertenzijom bez komorbiditeta treba da bude <140/90 mmHg [145]. Kod pacijenata mladih
od 65 godina preporucuje se da SKP bude snizen na vrednost od 120 do 129 mmHg [145]. Kod starijih
pacijenata (65-80 godina), preporucuje se da ciljni SKP bude u opsegu 130-139 mmHg [145]. Isti
opseg ciljnih vrednosti SKP (130-139 mmHg) se preporucuje i za osobe starije od 80 godina, ukoliko
njihov organizam dobro podnosi le¢enje [145]. Ciljna vrednost DKP (<80 mmHg) treba da se razmotri
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za sve hipertenzivne pacijente, nezavisno od stepena rizika i komorbiditeta [145]. Kod osoba sa
hipertenzijom i1 poznatom kardiovaskularnom boles¢u ciljna vrednost sistolnog krvnog pritiska je <130
mmHg; kao i kod osoba sa hipertenzijom i visokim kardivaskularnim rizikom, dijabetes melitusom i
hroni¢nom bubreznom bolesc¢u [153].

Za postizanje navedenih ciljnih vrednosti krvnog pritiska preporucuje se antihipertenzivna terapija
koja se sastoji od dva ili tri leka (fiksne kombinacije lekova). lzuzeci su krhke starije osobe i one sa
niskim rizikom i hipertenzijom | stepena (pogotovo ako je SKP <150 mmHg) [153]. U Tabeli 1.10 dat
je prikaz ciljnih vrednosti krvnog pritiska kod osoba obolelih od hipertenzije sa/bez pridruzenim
komorbiditetima [153].

1.8.5 pB-blokatori i njihov mehanizam dejstva

B-blokatori smanjuju aktivnost simpatickog nervnog sistema kroz blokadu B1, B2 1 Bz-adrenergickih
receptora [1]. Klasifikacija B-blokatora prikazana je na Slici 1.16. Bi-adrenergicki receptori se nalaze
prvenstveno u srcu i bubreznom jukstaglomerularnom aparatu i imaju manji uticaj na vaskularne misice
[1]. Blokada ovog podtipa B-receptora dovodi do bradikardije i povecanog vremena dijastolnog
koronarnog punjenja, §to smanjuje potrebu srca za kiseonikom [1]. Ovi efekti su narocito korisni u
slucajevima sréane insuficijencije i ishemije miokarda [1]. B2-adrenergicki receptori se nalaze u glatkim
blokatorima dovodi do blage vazokonstrikcije [1]. Bz-adrenergicki receptori su lokalizovani u srcu i
adipocitima, njihova blokada neselektivnim B-blokatorima dovodi do povecéanja telesne tezine i drugih
metabolic¢kih efekata, kao §to je hiperglikemija [1]. Neki B-blokatori, kada se vezu za beta-adrenergicki
receptor, delimi¢no aktiviraju receptor dok spre¢avaju vezivanje noradrenalina za receptor [1]. Ovi
delimi¢ni agonisti stoga obezbeduju neku ,,pozadinu® simpaticke aktivnosti dok sprecavaju normalnu 1
pojacanu aktivnost simpatikusa [1]. Parcijalna agonisticka aktivnost nekih B-blokatora naziva se jo$
intrinzi¢na simpatomimetic¢ka aktivnost [1].

Prva generacija -blokatora, razvijena ranih 60-tih godina, je po prirodi neselektivna, §to znaci da
su u stanju da blokiraju i Bz i f2-adrenergicke receptore [1]. Nesto kasnije razvijeni B-blokatori druge
generacije su kardioselektivniji $to se ogleda u njihovom relativno vecem afinitetu ka [i-
adrenoreceptorima [1]. Ipak, ova relativna selektivnost moze se izgubiti pri ve¢im dozama leka [1].
Bisoprolol i nebivolol su B-blokatori koji poseduju najveci stepen Bi-selektivnosti ref. B-blokatori trece
generacije su lekovi koji poseduju i1 vazodilatatorno dejstvo blokiranjem vaskularnih a-adrenergickih
receptora [1].

| ADRENERGICKI BLOKATORI |

ADRENERGICKI BETA-BLOKATORI

ADRENERGICKI ALFA-BLOKATORI

NESELEKTIVNI P1 SELEKTIVNI
(Prva generacija) (Druga generacija)

NESELEKTIVNI
(Treca generacija)

B1 SELEKTIVNI
(Treca generacija)

= propranolol = acebutolol = karvedilol® = betaksolol
= nadolol = atenolol = |abetalol* = celiprolol
= penbutolol = bisoprolol = karteolol = nebivolol
= pindolol = esmolol = bucindolol

= timolol = metoprolol

Slika 1.16. Klasifikacija adrenergickih blokatora (*blokatori i as-receptora) [1]
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Table 1.10. Ciljne vrednosti krvnog pritiska merenog u ordinaciji [145]

Uzrast
pacijenta

(godina)

Ciljna vrednost SKP (mmHQg)

Hipertenzija

+ Dijabetes

+ Hroni¢na
bolest bubrega

+ Koronarna
arterijska bolest

+ Mozdani
udar/Tranzitorni
ishemijski udar

Ciljna vrednost
DKP (mmHg)

18 - 65

Do 130 ili manje
ukoliko se tolerise

ne manje od 120

Do 130 ili manje
ukoliko se tolerise

ne manje od 120

130 - 140 ukoliko
se toleriSe

Do 130 ili manje
ukoliko se tolerise

ne manje od 120

Do 130 ili manje
ukoliko se toleriSe

ne manje od 120

70-79

65-79

130 - 140 ukoliko
se toleriSe

130 - 140 ukoliko
se toleriSe

130 - 140 ukoliko
se toleriSe

130 - 140 ukoliko
se toleriSe

130 - 140 ukoliko
se toleriSe

70-79

130 - 140 ukoliko
se toleriSe

130 - 140 ukoliko
se toleriSe

130 - 140 ukoliko
se toleriSe

130 - 140 ukoliko
se toleriSe

130 - 140 ukoliko
se toleriSe

70-79
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1.8.5.1 Uticaj p-blokatora na srce

U srcu, pB-blokatori se vezuju za [-adrenergicke receptore u tkivu sinoatrijalnog i
atrioventrikularnog ¢vora, Hisovom snopu i kardiomiocitima [154]. Srce poseduje i 1 i B2 adrenergicke
receptore, ali je preovladujuci tip receptora B1 (Slika 1.17) [154]. Ovi receptori prvenstveno vezuju
noradrenalin koji se oslobada iz simpatickih adrenergickih nerava. Pored toga, oni vezuju noradrenalin
i adrenalin koji cirkuliSu u krvi. B-blokatori spre¢avaju da se normalni ligand (noradrenalin ili
adrenalin) veze za -adrenergicke receptore takmicuéi se za isto mesto vezivanja [154].

Simpati€ki nerv ¥ Epi ¥
NE X NE ’

NE _ 5 Cirkuli$uci

1/.‘ Epi \' kateholamini

B'l | Gs ‘32
AC
Miocit  ATP "AMP
srca - \+
’ ' e Y
Ca ¥\ SR A PK-A
\ ‘n.

Kontrakcija ‘ ,'

Skracenice: SR - sarkoplazmati¢ni retikulum;
NE - norepinefrin;
Epi - epinefrin;
Gs - G stimulativni protein;
AC - adenilil ciklaza:
PK-A - cAMP-zavisna protein kinaza

Slika 1.17. Aktivacija kardiomiocita srca (prilagodeno prema [154])

B-adrenergicki receptori su vezani za Gs-proteine (Slika 1.17), koji aktiviraju adenilil ciklazu da
formira CAMP iz ATP-a [154]. Pove¢an cAMP aktivira CAMP-zavisnu protein kinazu (PK-A) koja
fosforilise kalcijumove kanale L-tipa, ¢ime se povecava intracelularna koncentracija kalcijuma (Ca?*) i
time dolazi do brze depolarizacije celije pa samim tim i do povecanja inotropije, tj. kontraktilnosti
[154].

1.8.5.2 Uticaj p-blokatora na krvne sudove

Glatkomoisi¢ne ¢elije krvnih sudova imaju P2 adrenergicke receptore koji se pre svega aktiviraju
vezivanjem cirkuliSuceg epinefrina (Slika 1.18) [154]. Ovi receptori, poput onih u srcu, povezani su sa
Gs-proteinom koji stimulise formiranje cAMP u glatkomisi¢nim ¢elijama krvnih sudova §to dovodi do
vazorelaksacije [154]. U ovim ¢elijama, za razliku od kardiomiocita, CAMP inhibira kinazu lakog lanca
miozina (MLCK) koja fosforilise miozin glatkomisi¢nih Celija [154]. Stoga, povecéanje intracelularnog
CAMP izazvano f-agonistima inhibira MLCK $§to rezultuje manjom kontraktilnom silom (tj.
podstic¢uci relaksaciju) [154]. U poredenju sa njihovim efektima na srce, f-blokatori imaju relativno
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mali direktan vaskularni efekat jer B2 adrenergicki receptori imaju samo malu modulacionu ulogu na
bazalni vaskularni tonus [154]. Blokada B2 adrenergickih receptora je povezana sa malom koli¢inom
vazokonstrikcije u mnogim vaskularnim sistemima [154]. Ovo se deSava zato §to B-blokatori neutraliSu
mali vazodilatatorni uticaj B2 adrenergickih receptora (npr. koji poti¢e od cirkulisuéeg adrenalina) koji
se normalno suprotstavlja dominantnijem vazokonstriktivnom uticaju posredovanom a-adrenergic¢nih
receptora koji poticu od simpatickog tonusa [154].

ca'* Kalcjumov kanal
\ L tipa
O

@ Gs
& Ikahm‘i“lm ATP
o ca** Kalmodulin

cAMP

Skracenice: SR - sarkoplazmati¢ni retikulum;
Gs - Gs-protein;
MLC - Miozin lakog lanca
MLCK - Miozin kinala lakih lanaca
Pi - fosforilisani miozin

Slika 1.18. Aktiviranje gatkog miSi¢a krvnog suda (prilagodeno prema [154])

1.8.6 Terapijske indikacije p-blokatora

Beta-blokatori se koriste za leenje hipertenzije, angine pektoris, infarkta miokarda, aritmija i
sréane insuficijencije, glaukoma,hipertireoze i migrene [146]. Medu svim antihipertenzivnim lekovima,
ACE-inhibitori, blokatori angiotenzin 11 receptora, -blokatori, blokatori kalcijumovih kanala i diuretici
(tiazidi i tiazidima sli¢ni diuretici), pokazali su efikasnost u redukciji krvnog pritiska i
kardiovaskularnih dogadaja u randomizovanim klini¢kim studija pa su indikovani kao osnova strategije
lecenja hipertenzije [145]. Preporucuje se da za vecinu hipertenzivnih pacijenata pocetna terapija bude
kombinacija dva leka [145]. Prednost se daje kombinaciji ACE inhibitora/blokatori angiotenzin 1l
receptora sa blokatorima kalcijumovih kanala ili diuretikom [145]. Preporucuje se da se B-blokatori
kombinuju sa bilo kojim drugim velikim klasama lekova ukoliko postoje specificne klincke situacije za
njihovu primenu kao npr. angina, stanje posle infarkta miokarda, sr¢ana insuficijencija, atrijalna
fibrilacija ili kada je pacijent mlada Zzena koja je trudna ili planira trudnocu [145].

1.8.6.1 Hipertenzija

B-blokatori smanjuju krvni pritisak smanjenjem minutnog volumena srca [154]. Stoga, smanjenje
minutnog volumena srca koris¢enjem B-blokatora moze biti efikasan tretman za hipertenziju, posebno
kada se B-blokatori koriste u kombinaciji sa diuretikom [154]. Akutni tretman p-blokatorom nije veoma
efikasan u smanjenju arterijskog pritiska zbog kompenzatornog povecanja sistemskog vaskularnog
otpora izazvanog baroreceptorskim refleksom [154]. Baroreceptori detektuju visinu krvnog pritiska u
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luku aorte i u ra¢vi karotidnih arterija, a rade po principu negativne povratne sprege [154]. Pad
arterijskog krvnog pritiska izazvace povecanje tonusa simpatikusa i/ili inhibiciju vagusa i posledi¢no
vazokonstrikciju i povecaée sréanu frekvencu [154]. Kada krvni pritisak raste, tada barorefleks
smanjuje tonus simpatikusa i/ili povecavaju tonus vagusa [154]. Hroni¢ni tretman B-blokatorima
snizava arterijski pritisak vise nego u slucaju akutnog, verovatno zbog smanjenog oslobadanja renina u
bubrezima (Cije je oslobadanje delimi¢no regulisano [i-adrenoreceptorima u bubrezima) [154].
Smanjenje koncentracije renina u plazmi dovodi do smanjenja angiotenzina II i aldosterona, sto dovodi
do povecanja gubitka natrijuma i vode preko bubrega i posledi¢nog smanjenja arterijskog krvnog
pritiska [154]. Hipertenzija je kod nekih pacijenata uzrokovana psiholoskim stresom koji izaziva
pojacanu aktivnost simpatikusa, a f-blokatori su veoma efikasni i kod ovih pacijenata [154]. Takode, B-
blokatori se koriste u preoperativnom lecenju hipertenzije uzrokovane feohromocitomom, $to rezultira
povisenim cirkuliSu¢im kateholaminima [154]. Kada se koristi za ovo stanje, krvni pritisak se prvo
kontroliSe koris¢enjem a-blokatora kao $to je fenoksibenzamin, a zatim se moze pazljivo primeniti -
blokator da bi se smanjila prekomerna sréana stimulacija kateholaminima [154]. Vazno je da se -
blokator primenjuje tek nakon blokade vaskularnih a-adrenergickih receptora kako ne bi dosSlo do
hipertenzivne krize zbog neometane stimulacije a-adrenoceptora [154].

Prema preporukama Svetske zdravstvene organizacije iz 2021. godine, B-blokatori su lekovi prve
linije kod odraslih osoba sa hipertenzijom, pored blokatora kalcijumovih kanala, diuretika, ACE
inhibitora i blokatora angiotenzin Il receptora [153].

1.8.6.2 Angina pektoris i infarkt miokard

Antianginalni efekti B-blokatora se pripisuju njihovom kardiodepresivnom i hipotenzivnom
delovanju [154]. Smanjenjem sréane frekvence, inotropije i arterijskog pritiska, B-blokatori smanjuju
rad srca i potrebu srca za kiseonikom [154]. Smanjenje potrebe srca za kiseonikom poboljsava odnos
snabdevanja i potro$nje kiseonika, §to moze umanjiti bol kod pacijenta sa boles¢u koronarne arterije
[154]. Osim toga, B-blokatori su veoma vazni u leCenju infarkta miokarda jer se pokazalo da njihova
rana upotreba smanjuje smrtnost [155]. Njihovi blagotvorni efekti proizilaze ne samo iz pobolj$anja
odnosa snabdevanja i potro$nje kiseonika u srcu i smanjenja aritmija, vec i iz njihove sposobnosti da
inhibiraju remodelovanje srca nakon infarkta miokarda [154,156].

1.8.6.3 Aritmije

Antiaritmicka svojstva -blokatora (antiaritmika II klase) povezana su sa njihovom sposobnos§¢u da
inhibiraju simpati¢ke uticaje na elektri¢nu aktivnost srca [157]. Aktivacija simpatikusa takode
povecava brzinu provodljivosti (naro€ito u atrioventrikularnom ¢voru) 1 stimuliSe aberantnu aktivnost
pejsmejkera [157]. Ovi simpati¢ki uticaji su posredovani prvenstveno preko 1 adrenergickih receptora.
Zbog toga B-blokatori mogu umanjiti ove simpaticke efekte 1 smanjiti brzinu sinusa, smanjiti brzinu
provodenja (Sto moze blokirati mehanizme ponovnog ulaska) i inhibirati aberantnu aktivnost
pejsmejkera [157]. B-blokatori takode uti¢u na akcione potencijale bez pejsmejkera tako Sto povecavaju
trajanje akcionog potencijala i efektivni refraktorni period. Ovaj efekat moze igrati glavnu ulogu u
blokiranju aritmija izazvanih kruZznim mehanizmom (engl. reentry) [154]. Ipak, B-blokatori imaju
slabiju antiaritmicku aktivnost u poredenju sa antiaritmicima klase | (blokatori natrijumovih kanala) i
antiaritmicima klase Il (blokatori kalijumovih kanala) [157]. B-blokatori mogu biti od pomoci za
prevenciju atrijalne fibrilacije kod pacijenata sa adrenergicki posredovanom atrijalnom fibrilacijom,
povezanom sa stresom ili anksiozno$¢u, i kod pacijenata posle kardiotorakalne hirurgije, sa verovatno
poviSenim postoperativnim tonusom simpatikusa [157]. Dalje, pokazalo se da B-blokatori sprecavaju
pojavu atrijalne fibrilacije kod pacijenata sa sistolnom hipertenzijom [157].
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1.8.6.4 Srcana insuficijencija

Sréana insuficjincija je bolest koja je povezana sa dugotrajnom hipertenzijom [158]. Studije su
pokazale da ¢ak u 70-90% slucajeva sr¢anoj insuficijenciji prethodi hipertenzija [158]. Kod pacijenata
sa dugotrajnom hipertenzijom, strukturne i funkcionalne promene u srcu mogu dovesti do razvoja
sr¢ane insuficijencije, pa je stoga kontrola krvnog pritiska veoma vazna [154]. Vecina pacijenata sa
sr¢anom insuficijencijom ima oblik koji se zove sistolna disfunkcija, kod koje su smanjena kontraktilna
funkcija srca (smanjenje inotropije) i1 ejekciona frakcija [154]. lako se ¢ini kontraindikovanim da se
kardioinhibitorni lekovi kao sto su B-blokatori koriste u slu¢ajevima sistolne disfunkcije, klinicke
studije su pokazale da neki specificni B-blokatori poboljSavaju sréanu funkciju i smanjuju smrtnost
[154]. Pored toga, oni smanjuju Stetno remodelovanje srca koje se javlja kod hronine sréane
insuficijencije [159]. lako tacan mehanizam po kome B-blokatori ostvaruju ovu korist kod pacijenata sa
sr¢anom insuficijencijom nije poznat, smatra se da je povezan sa blokadom prekomerne, hroni¢ne
simpaticke stimulacije srca, za koju se zna da je Stetna za oslabljeno srce [160]. Klinickim studijama je
pokazano da primena p-blokatora kod pacijenata sa sréanom insuficijencijom smanjuje stopu
mortaliteta i morbiditeta [161].

1.8.7 Nezeljeni efekti p-blokatora i kontraindikacije

Mnogi nezeljeni efekti B-blokatora su povezani sa njithovim sr€anim mehanizmima i1 ukljucuju
bradikardiju, smanjen kapacitet vezbanja, sréanu insuficijenciju, hipotenziju i blok u atrioventrikularnoj
(AV) provodljivosti [145]. PB-blokatori su stoga kontraindikovani kod pacijenata sa sinusnom
bradikardijom (sréana frekvenca < 60 otkucaja u minuti) i delimi¢cnim AV blokom. Gore navedeni
nezeljeni efekti su rezultat prekomerne blokade normalne simpaticke regulacije srca. Potreban je veliki
oprez ako se B-blokator daje sa selektivnim blokatorom kalcijumovih kanala (npr. verapamil) zbog
njihovog aditivnog efekta u stvaranju elektriéne i mehanicke depresije [145].

Kod terapije sa B-blokatorima moze do¢i i do bronhokonstrikcije, posebno kada se pacijentima sa
astmom daju neselektivni B-blokatori [154]. Zbog toga su neselektivni B-blokatori kontraindikovani
kod pacijenata sa astmom ili hroni¢nom opstruktivnom boles¢u plué¢a. Bronhokonstrikcija se javlja
zbog toga Sto simpaticki nervi koji inervisu bronhiole aktiviraju B2 adrenergicke receptore i tako
dovode do bronhodilatacije [154]. Terapija p-blokatorima takode moze maskirati tahikardiju koja
predstavlja znak upozorenja za postojanje insulinom-indukovane hipoglikemije kod pacijenata sa
dijabetesom [154]. Medutim, B-blokatori se posebno preporucuju kod dijabeticara sa akutnim ili
prelezanim infarktom miokarda jer je pokazanao da smanjuju stopu hospitalizacije i mortalitet [162].
Takode, potreban je oprez kod sportista i fizicki aktivnih osoba [154].

1.8.8 Animalni modeli hipertenzije

U velikom broju bolesti kod ljudi, ukljucujuci i hipertenziju, zivotinjski modeli su korisni za
razumevanje patogeneze ovih bolesti, pre svega omogucéavaju¢i sprovodenje adekvatnih
eksperimentalnih strategija koje nije moguce sprovesti u studijama na ljudima [163]. Kod hipertenzije,
koriS¢enje zZivotinjskih modela za razumevanje patogeneze, prevencije 1 le€enja hipertenzije 1 njenih
komorbiditeta zavisi od njihove validnosti kao modela humane hipertenzije [163]. Na Slici 1.19
prikazani su razli¢iti animalni modeli primarne 1 sekundarne hipertenzije koji se srecu u
eksperimentalnim istrazivanjima [163].

Male zivotinje, kao §to je pacov, imaju nekoliko prednosti u odnosu na vece poput zeca, psa,
macke, svinje i ovce jer su lakse za rukovanje i za obezbedenje smestaja, imaju krace vreme gestacije i
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manje troSkove odrzavanja [164]. Pored toga, dostupnost transgenih i knockout sojeva i male poteskoce
u stvaranju novih genetskih modifikacija ¢ine male animalne modele atraktivnim za istrazivanje [164].
Medutim, pouzdano merenje krvnog pritiska je izazovno kod malih Zivotinja, hirurSke procedure su
tehnicki teze, a koli¢ina raspolozivog bioloskog uzorka, posebno plazme i urina, moze biti
ograni¢avajuca, ali nedavni napredak u imidzingu i hirur§kim intervencijama re$io je neka od ovih

.....

u poredenju sa pacovima [165].
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Slika 1.19. Animalni modeli primarne i sekundarne hipertenzije u eksperimentalnim istrazivanjima.
(1K1C - jedan bubreg jedan klip, 2K1C — dva bubrega jedan klip, 2K2C — dva bubrega dva klipa,
ATla receptor — receptor angiotenzina Il tipa 1a, ACE — angiotenzin konvertuju¢i enzim, SHR —
spontano hipertenzivni pacov, SHR-SP — spontano hipertenzivni pacov sklon mozdanom udaru,
TGR(MREN2)27 — pacovi koji prekomerno eksprimiraju misji Ren2 gen) (prilagodeno prema [163].

Prvobitni zivotinjski modeli hipertenzije koji su razvijeni 1934. godine ukljucivali su suzavanje
bubreznih arterija kod pasa (Goldblatt bubreg, po istrazivacu Harry Goldblatt-u) ili bubreznog
parenhima (Page bubreg, po istrazivacu Irvin Page-u), takode kod pasa, ¢ije su patofiziologije blisko
oponasale analogne humane oblike hipertenzije [165]. Medutim, oboleli od renovaskularne hipertenzije
ili hipertenzije izazvane kompresijom bubreznog parenhima predstavljaju mali procenat obolelih od
sekundarne hipertenzije, a poznato je da se sekundarna hipertenzija kod ljudi javlja kod 10 do 15%
obolelih od hipertenzije, dok preostali procenat ¢ine oboleli od esencijalne hipertenzije [165]. Stoga,
postojala je velika potreba za zivotinjskim modelima esencijalne hipertenzije, u kojoj su genetski
elementi prvenstveno odgovorni za njen nastanak [165].
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Prema konvencionalnoj definiciji, svaki zivotinjski model hipertenzije validan je donekle jer
pokazuje primarnu dijagnosticku odliku, tj. povecanje krvnog pritiska (>150 mmHg) [166]. Medutim,
neki modeli su validniji u odnosu na druge sa stanovista fenotipskih aspekata hipertenzije, kao $to su
starost, vremenski tok bolesti i povezani komorbiditeti [165]. Imajuci u vidu klinicki znacaj ostec¢enja
ciljnog organa kao posledice hipertenzije, treba napomenuti da su dostupni i modeli koji pokazuju
validnost u pogledu rizika od poremecaja povezanih sa hipertenzijom, kao $to su hipertrofija leve
komore, metabolicke abnormalnosti, sréana insuficijencija, oSte¢enje bubrega i mozdani udar
(spontano hipertenzivni pacovi, Dahl pacovi osetljivi na so) [165]. lako svi standardni Zivotinjski
modeli hipertenzije pokazuju povecéan krvni pritisak, oni se znacajno razlikuju po tome koliko verno
oslikavaju kljuéne karakteristike humane hipertenzije kao Sto su genetski faktori, faktori sredine ili
patofizioloski mehanizmi [165]. Ne postoji idealan zivotinjski model humane hipertenzije jer svi imaju
inherentna ogranicenja u pogledu validnosti jer postoje velike razlike izmedu ljudi i zivotinja u pogledu
faktora koji uti¢u na krvni pritisak, kao $to su genetika, fiziologija, anatomija, ponasanje, uslovi zivotne
sredine [165].

SloZena priroda hipertenzivnih fenotipova u kombinaciji sa poligenskim na¢inom nasledivanja
zahteva odgovaraju¢e animalne modele hipertenzije [165]. Sojevi pacova koji ispoljavaju genetsku
hipertenziju ukljucuju: spontano hipertenzivne pacove (engl. Spontaneously hypertensive rats, SHR),
Dahl pacove osetljivi na so (engl. Dahl salt-sensitive rats, DSS), fawn-hooded hipertenzivne pacove
(engl. Fawn-hooded hypertensive rats- FHH), Milan hipertenzivne (MH) pacove, Lyon hipertenzivne
(LH) pacove, Sabra hipertenzivne pacove, genetski hipertenzivne pacove i nasledni model arterijske
hipertenzije pacova izazvane stresom [165]. Od navedenih, najces¢i koris¢eni soj pacova je SHR,
potom DSS pacovi, dok su ostali sojevi rede koriséeni [165].

1.8.8.1 Spontano hipertenzivni pacovi

SHR soj potice iz Kjota (Japan), ukrStanjem nesrodnickog para koji se sastoji od muzjaka pacova
soja Wistar, koji je pokazivao spontano povisen krvni pritisak, i zenke iStog soja sa blago povisenim
krvnim pritiskom [165]. Naknadno uparivanje brace i sestara vrSeno je selekcijom Zivotinja iz okota
koje su imale sistolni krvni pritisak visi od 150 mmHg [165]. Potomci ovakvih pacova su imali
znacajno vise vrednosti krvnog pritiska od svojih roditelja, a sa pove¢anjem broja generacija vrednost
krvnog pritiska je rasla [165]. Razvoj hipertenzije kod SHR se moze podeliti u Cetiri glavne faze:
prehipertenzivna faza (0-4 nedelja starosti), zatim sledi labilna faza (5-10 nedelja starosti) u kojoj
dolazi do brzog porasta krvnog pritiska kada se dostizu vrednosti od 180-200 mmHg, faza utvrdenja
(preko 3-4 meseca starosti) pracena daljim sporim porastom pritiska, koji se ¢esto zavrSava malignom
fazom u poodmaklom uzrastu (10 - 21 mesec zivota) [167]. SHR razvijaju mnoge karakteristike
hipertenzivnog ostecenja krajnjeg organa: sréana hipertrofija, sréana insuficijencija (najéesc¢e u periodu
od 18-24 meseca) i bubrezna disfunkcija (proteinurija, smanjenje klirensa kreatinina [168]. Medutim,
oni ne pokazuju ozbiljne vaskularne probleme i nemaju tendenciju razvoja mozdanog udara, a takode
ne razvijaju ni makroskopsku aterosklerozu ili vaskularnu trombozu [168]. SHR se Siroko koriste u
razli¢itim studijama kao modeli humane esencijalne hipertenzije [165]. Efekti sledec¢ih B-blokatora
ispitivani su do sad na SHR: propranolol, pindolol, oksprenolol, atenolol i labetalol [169]; bisoprolol
[170]; metoprolol [171]; tertatol i propranolol [172]; atenolol, metoprolol, nadolol [173]; propranolol
[174-177]; karvedilol, nebivolol i atenolol [178]; nebivolol [179]. Krvni pritisak kod SHR se efikasno
snizava inhibicijom renin-angiotenzin-aldosteron sistema, blokatorima kalcijumovih kanala i direktnim
vazodilatatorima (hidralazin), dok su diuretici i antagonisti endotelina manje efikasni [165]. Ovaj soj,
kao i podsoj SHR skloni mozdanom udaru, pokazali su se korisnim u studijama mozdanog udara,
vaskularne funkcije, autonomne regulacije, funkcije bubrega, terapijskih intervencija i esencijalne
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hipertenzije [165]. SHR kao animalni model jako je zastupljen u studijama esencijalne hipertenzije i
skriningu antihipertenzivnih lekova [165,167,168,180].

1.8.8.2 Patogeneza esencijalne hipertenzije kod SHR pacova

Patogeneza esencijalne hipertenzije nije u potpunosti razjasnjena ali se smatra da u njoj ucestvuju
razli¢iti faktori (Slika 1.20) [167]. Nema sumnje da neurogeni uticaji doprinose hipertenziji kod SHR
bar u pocetnim fazama. Ova neurogena, simpatoadrenalna abnormalnost izgleda da je centralnog, a ne
perifernog porekla [167]. Medutim, postoje dokazi koji ukazuju da neurohormonski mehanizam
doprinosi razvoju hipertenzije kod SHR [167]. Zapremina Kkrvi i plazme je normalna kod mladih SHR,
kao i sadrzaj natrijuma, iako postoji tendencija ka smanjenju kalijuma u plazmi [167]. Kod mladih
SHR uoceno je umereno povecanje aktivnosti Sistema renin-angiotenzin-aldosteron, sto je posledica
pojacane aktivnosti simpatikusa koji dovodi do povecanog oslobadanja renina, dok je kod odraslih
uocena normalna aktivnost renina u plazmi [167]. Sekundarne promene na nivou bubrega i vaskularnog
sistema SHR razvijaju se postepeno i verovatno doprinose kasnijim fazama hipertenzije [167]. Drugi
mogu¢i uzro¢nik hipertenzije kod SHR moze biti promena glatkih misica krvnih sudova
kardiovaskularnog sistema, posebno onih prekapilarnih sudova [167]. Ova strukturna adaptacija moze
se smatrati normalnim adaptivnim odgovorom na povecano opterecenje izazvano visokim krvnim
pritiskom [167]. Poveéanje ukupnog perifernog vaskularnog otpora je primeceno ¢ak i tokom
kompletne relaksacije glatkih miSi¢a kod SHR u poredenju sa normotenzivnim pacovima §to ukazuje
na smanjen unutra$nji pre¢nik prekapilarnih sudova, koji su najodgovorniji na promenu perifernog
vaskularnog otpora [167]. Ove hemodinamske karakteristike ukazuju na povecanje debljine zida,
uglavhom zbog medijalne hipertrofije (povecana glatko-misi¢na komponenta doprinosi vecoj
maksimalnoj kontraktilnoj jacini) koja ulazi u vaskularni lumen tokom maksimalne vazodilatacije
(povecan vaskularni otpor) krvnih sudova kod SHR [167].
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Slika 1.20. Interakcija izmedu nervnih, hormonalnih i strukturnih uticaja koji postepeno dovode do
hroni¢ne hipertenzije kod spontano hipertenzivnih pacova (prilagodeno prema [167])

1.8.8.3 Merenje krvnog pritiska kod eksperimentalnih Zivotinja

Prilikom izvodenja ispitivanja antihipertenzivnih lekova na zivotinjama, moguce je dobiti podatke o
hemodinamskim i farmakokinetickim parametrima lekovite supstance [181]. Vecina fizioloskih i
farmakoloskih saznanja o krvnom pritisku, njegovoj regulaciji i uticaju lekova na kardiovaskularni
sistem izvedena je na eksperimentima sa anesteziranim ili imobilisanim laboratorijskim Zzivotinjama
[181]. Najcesce koriscena mesta merenja krvnog pritiska su karotidna arterija ili femoralna arterija
[181]. lako je korisna ova informacija o vrednostima krvnog pritiska, ona moze biti prikrivena
direktnim efektima anestezije i hirurSke intervencije [181]. Opsta anestezija, na primer, moze imati
znacajan uticaj na osnovni protok krvi 1 funkciju miokarda, pa je u ovakvim studijama neophodno
obezbediti odgovaraju¢u koncentraciju anestetika koja nece uticati na hemodinamske parametre [181].
Hirurska intervencija moze, izmedu ostalog, da uvede lokalnu vazomociju, spontano vremenski zavisnu
kontrakciju i relaksaciju mikro-arterija, ¢ime se mogu poremetiti normalni hemodinamski parametri
[181,182].

Dve najcesce koriscene metode za merenje krvnog pritiska kod malih laboratorijskih zivotinja kao
Sto su misevi i pacovi su indirektna merenje repnom manzetnom i direktno merenje kateterima
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povezanim sa transdjuserom [181]. Osnovni nedostatak indirektnog merenja krvnog pritiska ogleda se
u tome Sto vrednosti izmerenih hemodinamskih parametara mogu biti nepouzdane i netacne ukoliko se
zivotinja se krece ili je izloZena glasnoj buci ili drugim stresorima [182]. Sa druge strane, prednost ove
tehnike je to $to je neinvazivna i §to omogucava merenje krvnog pritiska kod svesnih laboratorijskih
zivotinja [182]. Direktno merenje krvnog pritiska kateterom ukljucuje postavljanje katetera Koji je
ispunjen fizioloSkim rastvorom sa heparinom u arteriju i njegovo povezivanje preko elektromehanickog
pretvaraca (engl. transducer) sa uredajem koji registruje dobijene vrednosti hemodinamskih parametara
[182]. Najznacajniji ogranicavajuéi faktor ove metode je prohodnost (sposobnost unosenja te¢nosti i
uzimanja uzorci krvi) vaskularnih katetera, posebno onih koji se koriste za vadenje krvi ili merenje
pritiska [182]. Pored ove dve najc¢es¢e koris¢ene metode za merenje krvnog pritiska, u literaturi se
sre¢e upotreba novih radiotelemetrijskih sistema za merenje krvnog pritiska zasnovanih na kori$¢enju
implantabilnih uredaja [182]. Prednost ovakve metode je direktno merenje krvnog pritiska tokom
duzeg perioda kod svesnih laboratorijskih zivotinja. Navedenim metodama moguce je dobiti vrednosti
sistolnog krvnog pritiska, dijastolnog krvnog pritiska, srednjeg arterijskog pritiska i frekvence sréanih
kontrakcija [181,182].

Bez obzira na metod koji se koristi za merenje krvnog pritiska, vazno je da se ima na umu da
mnostvo faktora sredine moze uticati na vrednosti krvnog pritiska: temperatura sredine, ciklus svetlosti
I tame, nivoi buke, trajanje ljudskog kontakta, broj zivotinja po jedinici kaveza, blizina drugih Zivotinja
koje su podvrgnute eksperimentalnoj proceduri, veli¢ina i dizajn kaveza kao i pristup dodatnim
predmetima kao Sto su igracke, trake za tréanje i skrovista unutar kaveza [182].
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1.9 FiziolosSki zasnovani farmakokineti¢ki modeli

Primena fizioloski zasnovanih farmakokinetickih (PBPK) modela apsorpcije kao in silico alata za
predvidanje apsorpcije lekovitih supstanci, privla¢i veliko interesovanje farmaceutskih kompanija i
brojnih istrazivackih grupa [183]. In silico PBPK modelovanje pokazalo se posebno korisnim u razvoju
farmaceutskih oblika lekova za razli¢ite puteve primene (peroralni, (intra)oralni, parenteralni,
inhalacioni, okularni, dermalni itd), mada se najveci broj primera iz literature odnosi na modelovanje
bioperformansi peroralno primenjenih lekova [184]. Apsorpcija lekovite supstance je veoma sloZzen
proces, koji zavisi od biofarmaceutskih karakteristika lekovite supstance, karakteristika formulacije i
specifi¢nih fizioloskih faktora organizma. Sve to zajedno odreduje brzinu i stepen apsorpcije lekovite
supstance [184]. Razvijeni mehanisticki modeli uzimaju u obzir sve navedene faktore prilikom
modelovanja apsorpcije lekovite supstance. Pod uslovom da se koriste dobro definisani ulazni podaci,
fizioloski zasnovani modeli apsorpcije imaju potencijal za interpretaciju faktora koji ograni¢avaju
apsorpciju lekovite supstance i da omoguce ta¢na predvidanja brzine i obima apsorpcije lekovite
supstance kod ljudi i kod odredenih eksperimentalnih Zivotinja [184]. Danas je dostupno nekoliko
komercijalnih softverskih paketa za predvidanje apsorpcije lekovitih supstanci. Dva najéescée koris¢ena
komercijalna softverska paketa su GastroPlus™, koji se zasniva na unapredenom prostornom modelu
apsorpcije i tranzita (ACAT™) lekovite supstance kroz Gl trakt i Simcyp™, koji je zasnovan na
unapredenom modelu rastvaranja, apsorpcije i metabolizma lekovite supstance kroz Gl trakt
(ADAM™) [177].

Vodeca regulatorna agencija FDA je prepoznala mogucnosti i perspektivu in silico modelovanja i
simulacija (engl. modeling and simulation - M&S) pa je 2016. godine odobrila formiranje radne grupe
za modelovanje i simulaciju (engl. Modeling and Simulation Working Group - ModSimWG) ¢&iji je
primarni cilj podizanje svesti 0 koristima i moguc¢nostima upotrebe M&S prilikom procesa dobijanja
dozvole za stavljanje leka u promet. U novembru 2022. godine radna grupa za modelovanje i
simulaciju je objavila novi izvestaj “Successes and Opportunities in Modeling & Simulation for FDA”,
u kom se, izmedu ostalog, objasnjava kako i gde se M&S moze koristiti, kao i vrstu i svrhu koris¢enja
M&S [185]. Takode, radna grupa za alternativne metode (engl. Alternative Methods Working Group) je
u junu 2023. godine objavila izvestaj “Advancing Alternative Methods at FDA”, koji postavlja temelj
za integraciju alternativnih pristupa u regulatorne programe FDA sa ciljem zamene, smanjenja i
poboljsanja ispitivanja na zivotinjama - 3R princip (engl. Replace, Reduce, and Refine animal testing) i
implementiranja novih tehnologija za poboljsanje prediktivnosti predklini¢kih studija. Vodeci
regulatorni organi su prepoznali vrednost in silico M&S, pa su tokom proteklih godina ulozili veliki
napor da pripreme relevantne smernice kako bi se olakSalo koris¢enje in silico M&S u regulatornim
podnescima [184]:

1. “The use of physiologically based pharmacokinetic analyses - biopharmaceutics applications for
oral drug product development, manufacturing changes and controls”, radna verzija izdata u oktobru
2020. godine od strane FDA.

2. “Guideline on the reporting of physiologically based pharmacokinetic (PBPK) modelling and
simulation”, izdato u decembru 2018. godine od strane EMA, na snazi od jula 2019.godine.

3. “Physiologically based pharmacokinetic analyses - format and content guidance for industry”,
izdato u avgustu 2018. godine od strane FDA.

Nedostatak smernica “Dobre simulacione prakse” (engl. Good Simulation Practices) moze biti
jedan od ograni¢avajucih faktora za Siru upotrebu i prihvatanje M&S u regulatornim podnescima.
[185].
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1.9.1 Prostorni model apsorpcije i transporta lekovite supstance kroz usnu
duplju

Prostorni model apsorpcije i transporta kroz usnu duplju (engl. Oral Cavity Compartmental
Absorption and Transit Model, OCCAT™) je forma fizioloski zasnovanog farmakokineti¢kog modela
koji je dizajniran da simulira apsorpciju lekovite supstance preko sluzokoze usne duplje. Ovaj model
karakteriSe usnu duplju kroz 6 fizioloSkih odeljaka: bukalna sluzokoza, nepce, vrh jezika, koren jezika,
desni i dno usne duplje (sublingvalni odeljak) koji su povezani protokom krvi i salive, §to je Sematski
prikazano na Slici 1.21a. Model uzima u obzir fizioloske karakteristike svih 6 fizioloskih odeljaka:
protok krvi, povrsina, debljina epitela, debljina lamine proprie i pH vrednost salive [186]. Zbog
pretpostavke da se tokom bukalne/sublingvalne primene lekova, neki deo primenjene doze lekovite
supstance proguta, OCCAT™ je model povezan sa unapredenim prostornim modelom apsorpcije i
transporta kroz Gl trakt (engl. Advanced Compartmental Absorption and Transit, ACAT™) kako bi se
predvidela apsorpcija dela lekovite supstance koja se proguta. Oralna sluzokoza se sastoji od
visestrukih slojeva ¢elija, ali kako bi se sto bolje simulirali fizioloski uslovi i na¢in apsorpcije lekovite
supstance, OCCAT™ model je epitel i laminu propriu podelio na 6 hipoteti¢kih slojeva [186].
Struktura OCCAT™ model prikazana je na Slici 1.21a. OCCAT™ model ima moguénost simulacije
rastvaranja i precipitacije lekovite supstance u salivi, apsorpcije i difuzije kroz oralnu sluzokozu,
koli¢ine lekovite supstance koja se vezuje za tkivo, kao i gutanje neapsorbovanog dela lekovite
supstance (rastvorenog ili nerastvorenog) (Slika 1.21b). Model uzima u obzir stvaranje salive u
bukalnom regionu (brzinom od 0,04 mL/min koja prolazi kroz region obraza i desni, sve do dna usne
duplje) i sublingvalne regije gde se iz sublingvalnih pljuvaénih Zlezdi stvara saliva brzinom protoka od
0,32 mL/min [186]. Saliva se nakuplja na dnu usne duplje i sublingvalnog regiona dok se bazalni
volumen ne udvostruéi da bi se aktivirao proces gutanja. Brzina protoka salive moze se podesiti kako bi
se ispravno simulirao proces apsoprcije lekovite supstance preko sluzokoze usne duplje. Odredeno je
da bazalna zapremina salive kod ljudi iznosi 0,9 mL [186].
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Slika 1.21. Sematski prikaz dizajna fizioloski zasnovanog modela usne duplje (OCCAT™ model).
Pravougaonici predstavljaju pojedinacne odeljke usne duplje, sive strelice simbolizuju razmenu
lekovite supstance izmedu permeabilnih slojeva pojedina¢nih odeljaka i sistemske cirkulacije, crne
strelice oznacavaju protok salive u usnoj duplji, a crne isprekidane strelice predstavljaju prenos lekovite
supstance pri gutanju (a); Sematski prikaz procesa koji definisu preraspodelu lekovite supstance
izmedu salive i slojeva sluzokoze usne duplje (b) (prilagodeno prema [186]).
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Apsorpcija lekovite supstance preko sluzokoze usne duplje obuhvata konstantnu preraspodelu
izmedu salive i gornjih slojeva epitela. Nakon S$to lekovita supstanca ude u prvi podsloj epitela,
nastavlja da difunduje kroz ostale slojeve epitelnog tkiva sve do lamine proprie. Brzina difuzije kroz
epitelne subslojeve i lamine proprie zavisi od difuziteta lekovite supstance, povrsine odredenog odeljka
usne duplje i debljine epitelnog sloja [186].

U fazi razvoja modela koji simulira apsorpciju lekovite supstance preko sluzokoze usne duplje
neophodno je definisati model prolaska lekovite supstance kroz usnu duplju (engl. oral transit model).
U tom smilslu, OCCAT™ model nudi 5 modela: model normalnog gutanja (engl. normal swallowing
model); model zadrzavanja i gutanja (engl. hold and swallow model), model zadrzavanja, ispiranja i
gutanja (engl. hold, rinse and swallow model), model zadrzavanja i ispljuvavanja (engl. hold and
expectorate model) i model zadrzavanja, ispiranja i ispljuvavanja (engl. hold, rinse and expectorate
model) [187]. Model normalnog gutanja podrazumeva da je subjektima dozvoljeno normalno gutanje,
pri ¢emu sa svakim gutanjem jedan deo lekovite supstance (nerastvorna ili rastvorena) prelazi iz usne
duplje u zeludac [187]. Model zadrzavanja i gutanja podrazumeva da se subjektima daju uputstva da
drze lekoviti preparat u usnoj duplji odredeno vreme bez gutanja [187]. Nakon odredenog vremena
zadrZzavanja, subjektima je dozvoljeno da progutaju preparat, ali se ne daje dodatna voda da se ne bi
koli¢ina lekovite supstance koja je zaostala u salivi “isprala“ do Zeluca [187]. Model zadrzavanja,
ispiranja i gutanja oznacava da se subjektima daju uputstva da drze lekoviti preparat u usnoj duplji
odredeno vreme bez gutanja. Nakon odredenog vremena zadrzavanja, subjektima je dozvoljeno da
progutaju preparat, pri ¢emu se daje dodatna voda kako bi se lekovita supstanca ,,isprala® do zeluca
tako da nema rastvorenog dela lekovite supstance u preostaloj salivi [187]. Model zadrzavanja i
ispljuvavanja oznacava da se subjektima daju uputstva da drze lekoviti preparat u usnoj duplji odredeno
vreme bez gutanja, a zatim ispljuvavaju preostali neapsorbovani deo lekovite supstance bez dodatnog
ispiranja usta. Deo lekovite supstance koji je rastvoren u preostaloj zapremini salive dalje moze biti
apsorbovan ili progutan [187]. Model zadrzavanja, ispiranja i ispljuvavanja oznacava da se subjektima
daju uputstva da drze lekoviti preparat u usnoj duplji tokom odredenog vremenskog perioda bez
gutanja, a zatim ispljuvavaju preostali neapsorbovani deo lekovite supstance uz dodatno ispiranje usta
tako da nema ostatka rastvorene lekovite supstance u zaostaloj salivi [187].

OCCAT™ model moze da simulira apsorpciju lekovite supstance preko sluzokoze usne duplje za
razli¢ite farmaceutske oblike koji se primenjuju u usnoj duplji. U poslednjoj verziji OCCAT™ (verzija
9.8.3, 2022. godina) modela, na raspolaganju su farmaceutski oblici sa trenutnim oslobadanjem
(sublingvalni rastvor, sublingvalne tablete, lingvalni sprej, lingvalne tablete, intraoralni rastvor,
intraoralne tablete) ili farmaceutski oblici sa kontrolisanim oslobadanjem lekovite supstance (bukalni
filmovi) [187]. Bukalni film predstavlja farmaceutski oblik sa kontrolisanim oslobadanjem lekovite
supstance u usnoj duplji kod kog se neoslobodeni deo lekovite supstnace zadrzava u usnoj duplji, dok
se oslobodena lekovita supstanca moze apsorbovati direktno iz usne duplje ili progutati sa salivom 1
polako preci u zeludac odakle nastavlja svoj prolaz duz intestinalnog trakta [187].

S obzirom na sve veéi znacaj primene fizioloski zasnovanih farmakokinetickih modela Koji
povezuju in vitro karakteristike farmaceutskog oblika leka sa performansama u organizmu, ovo polje
predstavlja veliki interes za istrazivace. Do sada je OCCAT™ model kori$¢en za procenu apsorpcije
lekovite supstance na nivou oralne sluzokoze iz sublingvalnih tableta, bukalnih tableta i oralno-
disperzibilnih tableta i filmova [186,188,189].
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1.9.2 Unapreden prostorni model apsorpcije i transporta lekovite supstance
kroz gastrointestinalni trakt

Peroralna apsorpcija lekovite supstance je slozen proces koji se sastoji od viSe koraka koji
ukljucuju: dezintegraciju farmaceutskog oblika leka i rastvaranje lekovite supstance, praznjenje zeluca,
transport lekovite supstance kroz intestinum, intestinalnu permeaciju i transport, metabolizam u
crevima i jetri [190]. Faktori koji mogu uticati na brzinu i obim apsorpcije lekovite supstance su
farmaceutski oblik, fizicko-hemijske i farmakokineticke karakteristike lekovite supstance i fizioloSke
karakteristike GI trakta [190]. Znanje o tome kako navedeni koraci i faktori uti¢u na apsorpciju lekovite
supstance podstakli su razvoj in silico modela peroralne apsorpcije lekovite supstance. Trenutno su
modelovanja i simulacije peroralne apsorpcije lekovitih supstanci jako zastupljene u razvoju
farmaceutskih preparata, a koriste se i u regulatorne svrhe [191]. Ovakva vrsta modelovanja
omogucava da se predvide brzina i obim peroralne apsorpcije lekovite supstance in vivo, uspostavi
strategija razvoja formulacije i podrzi razvoj regulatorne politike kako bi modelovanja i simulacije bili
deo dokumentacije u postupku dobijanja dozvole za lek [190,191].

Primeri prostornih modela GI apsorpcije su: prostorni model apsorpcije i transporta lekovite
supstance kroz Gl trakt (engl. Compartmental Absorption and Transit model, CAT); Grass model;
model apsorpcije i transporta lekovite supstance kroz Gl trakt (engl. Gastrointestinal Transit
Absorption model, GITA); unapreden prostorni model apsorpcije i transporta lekovite supstance kroz
Gl trakt (engl. Advanced Compartmental Absorption and Transit model, ACAT) i unapreden model
rastvaranja, apsorpcije i metabolizma lekovite supstance kroz Gl trakt (engl. Advanced Dissolution,
Bbsorption, and Metabolism model, ADAM) [190].

ACAT™ model je razvijen na osnovu CAT modela i dodatno uklju¢uje metabolizam prvog prolaza
i apsorpciju na nivou kolona [191]. Ovaj model ukljuc¢uje linearnu kinetiku prolaska, nelinearni
metabolizam/kinetiku transporta, Sest stanja lekovite supstance u svakom odeljku (neoslobodena,
nerastvorena, rastvorena, degradirana, metabolisana i apsorbovana), devet odeljaka koji odgovaraju
razli¢itim segmentima GI trakta (Zeludac, sedam prostora tankog creva i kolon) ukljucujuéi i 9 odeljaka
enterocita i tri stanja izluCene lekovite supstance (neoslobodena, nerastvorena i rastvorena) [191].
Sematski prikaz ACAT™ modela dat je na Slici 1.22. Simulacija GI apsorpcije pomoéu ACAT™
modela uzima u obzir i fizicko-hemijske (pKa, rastvorljivost, veli¢ina Cestica, gustina Cestica i
permeabilnost), fizioloske (praZnjenje Zeluca, brzina prolaska kroz razliCite segmente GI trakta,
metabolizam prvog prolaza i luminalni transport) i faktore formulacije (farmaceutski oblik i doza)
[190].
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Slika 1.22. Sematski prikaz unapredenog prostornog model apsorpcije i tranzita lekovite supstance
kroz Gl trakt (ACAT™ model) (prilagodeno prema [191])

Na biolosku raspolozivost lekova, primarno na obim apsorpcije, u velikoj meri utice fenomen
poznat kao efekat prvog prolaza i presistemski metabolizam [22]. Zbog njihovog doprinosa smanjenju
bioloske raspolozivosti lekovite supstance, poznavanje efekta prvog prolaza i presistemskog
metabolizma je od sustinskog znacaja za procenu optimalne doze i intervala doziranja [191].
Metabolizam lekovitih supstanci pre stizanja u sistemsku cirkulaciju moze da se odigra u lumenu creva,
u zidu creva i/ili u jetri [191]. U enterocitima su prisutni brojni enzimi koji uc¢estvuju u metabolizmu
odredene lekovite supstance i transporteri koji zajedno imaju kompleksan uticaj na apsorpciju
peroralno primenjenih lekovovitih supstanci. Peroralno primenjena lekovita supstanca ulazi u portalnu
venu iz Gl trakta i transportuje se do jetre koja predstavlja najvazniji organ za metabolizam lekovitih
supstanci. Metabolizam se odvija u hepatocitima i obi¢no je posledica enzimskih reakcija gde familija
enzima citohroma P-450 ¢ini najvazniju porodicu enzima koji vrse oksidaciju lekovitih supstanci u
jetri. Brzina eliminacije lekovite supstance u jetri zavisi od brzine protoka krvi kroz jetru, metabolickog
kapaciteta enzima i vezivanja lekovite supstance za proteine plazme [22,190,191].

U kombinaciji sa podacima o biorelevantnoj rastvorljivosti, moze se predvideti stepen efekta hrane
na gastrointestinalnu apsorpciju lekovite supstance u uslovima uzimanja farmaceutskog preparata na
prazan stomak, kao i nakon obroka. Takode, na osnovu eksperimentalnih in vitro podataka o brzini
rastvaranja lekovite supstance iz farmaceutskog preparata, omogucava se simulacija apsorpcije lekovite
supstance in vivo, kao i uspostavljanje in vitro - in vivo korelacije [191].

Tokom protekle dve decenije naucnici su razvili i unapredili mehanisticke apsorpcione modele koji
simuliraju brzinu i obim apsorpcije peroralno primenjenih lekova [191]. U poredenju sa ranijim in
silico modelima, nedavno razvijeni ili unapredeni modeli imaju bolju predvidivost uzimajuéi u obzir
vise faktora kao Sto su rastvaranje, degradacija, gastricno praznjenje, crevni transport i efekat prvog
prolaza. Medutim, treba znati da ne postoji “savrSen” model koji u potpunosti obuhvata slozenost
procesa apsorpcije peroralno primenjenih lekovitih supstaci [191].
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2.1 Cilj istrazivanja

Osnovni cilj istrazivanja ove disertacije obuhvata razvoj mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova
sa modifikovanim (produzenim) oslobadanjem propranolol-hidrohlorida primenom QbD pristupa kroz
sveobuhvatnu farmaceutsko-tehnolosku, kao i biofarmaceutsku karakterizaciju na bazi in vivo
ispitivanja obima i brzine apsorpcije propranolola i hemodinamskih efekata kod spontano
hipertenzivnih pacova i in silico predvidanja profila koncentracije propranolola u funkciji vremena u
plazmi kod ljudi nakon primene mukoadhezivnih bukalnih farmaceutskih oblika lekova.

Specificni ciljevi disertacije su realizovani kroz Cetiri faze istrazivanja koji obuhvataju:

Odabir odgovaraju¢ih mukoadhezivnih polimera 1 procena mogucénosti razvoja formulacija i
postupaka izrade bukalnih tableta i filmova;

Farmaceutsko-tehnoloska i funkcionalna ispitivanja izradenih mukoadhezivnih bukalnih
tableta i filmova uz procenu uticaja faktora formulacije na mukoadhezivnost, brzinu
rastvaranja i permeacije propranolol-hidrohlorida iz bukalnih formulacija;

Ispitivanje hemodinamskih efekata (sistolni krvni pritisak, dijastolni krvni pritisak,
frekvenca sréanih kontrakcija) i farmakokinetike propranolola iz odabranih formulacija
mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova u modelu esencijalne hipertenzije na spontano
hipertenzivnim pacovima, kao i uporedna analiza podataka sa peroranom primenom tableta
sa trenutnim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida u istoj dozi.

Razvoj, validacija i primena in silico modela za procenu/predvidanje apsorpcije i bioloske
raspolozivosti propranolola kod ljudi nakon intraoralne (bukalne) primene mukoadhezivnih
bukalnih tableta i filmova primenom fizioloski zasnovanog farmakokinetickog modela
apsorpcije i transporta lekovite supstance kroz usnu duplju (OCCAT™) i unapredenog
prostornog modela apsorpcije i transporta kroz Gl trakt (ACAT™), kao i uporedna analiza

podataka sa peroranom primenom tableta sa trenutnim oslobadanjem propranolol-
hidrohlorida.
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3.1 Materijali

Za izradu dvoslojnih mukoadhezivnih bukalnih tableta koris¢eni su slede¢i hidrofilni polimeri:
polietilenoksidni polimer - PEO (Polyox® WSR 301 Leo NF, molekulska masa 4x10° g/mol, Colorcon
Ltd., Velika Britanija), karbomer - CB (Carbopol® 934P, BF Goodrich, SAD), polivinilalkohol - PVA
(Polyvinyl alcohol®, molekulska masa 67x10% g/mol, stepen polimerizacije ~ 1400, estarski broj 130-
150, Reanal, Madarska). Etilceluloza (Ethocel®, Fluka Chemie AG, Nemacka) je koriséena za izradu
barijernog sloja nerastvornog u vodi.

Za izradu mukoadhezivnih bukalnih tableta koriéen je polietilenoksidni polimer - PEO (Polyox®
WSR 301 Leo NF, molekulska masa 4x108 g/mol, Colorcon Ltd., Velika Britanija), manitol (Parteck®
200, MilliporeSigma, Velika Britanija), koloidni silicijum-dioksid (Aerosil® 200 Pharma, Degussa AG,
Nemacka), magnezijum-stearat (Calmags GmbH, Nemacka).

Za izradu mukoadhezivnih bukalnih filmova koriséeni su slede¢i hidrofilni polimeri:
hidroksipropilmetilceluloza - HPMC (Metolose® 60SH-4000, Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japan),
polietilen oksidni polimer - PEO (Polyox® WSR 205, molekulska masa 6x10° g/mol, Dow Chemical
Company, SAD) i polivinilalkohol - PVA (Mowiol® 18-88, molekulska masa 13x10* g/mol, Sigma-
Aldrich Chemistry, Nemacka). Propilenglikol (Propylene glycol®, Fagron Hellas, Gréka) je koriséen
kao plastifikator. PreciS¢ena voda je koriS¢ena kao rastvarac.

Kvalitet svih ekscipijenasa odgovara zahtevima Ph. Eur. 11.0. Propranolol-hidrohlorid (doniran od
Galenika a.d., Srbija) kori$c¢en je u razvoju mukoadhezivnih bukalnih formulacija.

Komercijalno dostupan mucin iz svinjskog Zeluca, tip II (Mucin from porcine stomach, type 11®,
Sigma-Aldrich Co., Misuri) je koris¢en za pripremu diskova mucina i disperzije mucina prilikom
ispitivanja mukoadhezivnih svojstava bukalnih farmaceutskih oblika lekova, kao i za ispitivanje
permeacije lekovite supstance.

Ispitivanje brzine rastvaranja i permeacije propranolol-hidrohlorida vrseno je u vestackoj salivi.
Kalijum-dihidrogenfosfat (1 g), dikalijum-hidrogenfosfat (2 g), natrijum-hlorid (8,5 g) i precis¢ena
voda (do 1000 mL) su koris$éeni za pripremu vestacke salive [192]. pH vrednost je podeSena na pH 6,8
dodavanjem 0,1 M hlorovodoni¢ne kiseline.

3.2 Metode prve faze eksperimentalnog rada

3.2.1  Primena D-optimalnog eksperimentalnog dizajna smese za generisanje eksperimentalnog
plana

Tehnika eksperimentalnog dizajna - dizajn smese, kori$¢ena je za razvoj formulacije kako bi se
identifikovao i procenio efekat odabranih hidrofilnih polimera na jacinu mukoadhezije, kao i brzinu
rastvaranja i permeacije propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih tableta. Primena dizajna
smeSe omogucava interpretaciju potencijalnih interakcija izmedu polimera, kako bi se definisali
optimalni parametri formulacije obezbeduju¢i dvoslojne bukalne mukoadhezivne tablete sa zeljenim
svojstvima [66]. Dizajn smeSe omogucava ispitivanje efekta jednog polimera, kao i interakcije
polimera, sa konstantnim ukupnim zbirom njihovog sadrzaja u formulaciji [66].

Generisanje eksperimentalnog plana i obrada dobijenih rezultata primenom analize varijanse
(ANOVA) sprovedeno je pomoc¢u kompjuterskog programa Design Expert® (verzija 7.0.0; Stat-Ease
Inc., Mineapolis, SAD). Primenom D-optimalnog eksperimenalnog dizajna smese, ispitivan je efekat
koncentracije polimera: PEO (A), PVA (B) i CB (C), kao i efekat njihovih interakcija, na svojstva
dvoslojnih mukoadhezivnih bukalnih tableta. Linearni matemati¢ki model je koriséen za objasnjenje
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odnosa izmedu zavisnih promenljivih (tabletnih svojstava) i nezavisnih promenljivih (A, B i C) kao $to
je naznacéeno u jednacini 3.1 [66,70]:

Yi=p1A + 2B + B3C + BsAB + BsAC + BsBC 3.1

gde je Y; ispitivana zavisna varijabla (koli¢ina rastvorene i permeirane lekovite supstance ili jacina
mukoadhezije); Bi, B2 1 Ps linearni koeficijenti koji pokazuju uticaj odgovarajucih nezavisno
promenljivih (A, B, C); B4, Bs i Ps koeficijenti interakcije koji pokazuju uticaj odgovarajucih interakcija
ispitivanih faktora (AB, AC, BC).

Znacajnost svakog ispitivanog faktora u modelu procenjivana je ANOVA statistickim testom, pri
¢emu su iz modela isklju¢eni parametri koji nisu imali statisticku znacajnost. Faktori i interakcije su
smatrani statisticki znac¢ajnim ukoliko je p vrednost manja od 0,05. Prilikom odabira pogodnog
matemati¢kog modela koji najbolje opisuje vezu izmedu zavisnih i nezavisnih varijabli, razmatrani su
slede¢i parametri: p vrednost, koeficijent determinacije (R?), prilagoden Kkoeficijent determinacije
(prilagodeni R?) i predvideni koeficijent determinacije (pred R?, kao mera koliko dobro model predvida
vrednost odgovora. Primenom eksperimentalnog dizajna smese, izraden je eksperimentalni plan
(Tabela 3.1), koji se sastoji od 14 formulacija MBT. Takode, u Tabeli 3.2 prikazan je eksperimentalni
plan za izradu 21 formulacije MBF.

Tabela 3.1. Sastav mukoadhezivnih bukalnih tableta dobijen primenom dizajna smese

Formulacija Sastav (mg)

PROP PEO PVA CB EC
F1 30 / 42 28 100
F2 30 26 23 21 100
F3 30 22 42 6 100
F4 30 13 15 42 100
F5 30 42 / 28 100
F6 30 42 28 / 100
F7 30 42 14 14 100
F8 30 28 / 42 100
F9 30 11 29 30 100
F10 30 12 40 18 100
F11 30 / 28 42 100
F12 30 70 / / 100
F13 30 / 70 / 100
F14 30 / / 70 100

PROP - propranolol-hidrohlorid; PEO - polietilenoksid;
PVA - polivinilalkohol; CB - karbomer; EC - etilceluloza

Tabela 3.2. Sastav pripremljenih vodenih disperzija za izradu mukoadhezivnih bukalnih filmova

Formulacija SaslVIE0)
HPMC PEO PVA PG
F1 15 0,5 0,5 2
F2 0,5 15 0,5 2
F3 0,5 0,5 15 2
F4 1 1 0,5 2
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F5 1 0,5 1 2
F6 0,5 1 1 2
F7 0,83 0,83 0,83 2
F8 1,2 0,65 0,65 2
F9 0,65 1,2 0,65 2
F10 0,65 0,65 1,2 2
F11 1,5 0,5 1 2
F12 0,5 1,5 1,5 2
F13 0,5 2 1,5 2
F14 0,5 2 2 2
F15 0,5 3 1,5 2
F16 0,5 3,5 1,5 2
F17 1,5 0,5 1,5 2
F18 2 0,5 1,5 2
F19 1,5 1 1,5 2
F20 1 2 1,5 2
F21 1,5 2 1,5 2

HPMC - hidroksipropilmetilceluloza; PEO - polietilenoksid; PVA - polivinilalkohol

3.2.2 Izrada mukoadhezivnih bukalnih tableta

Tablete su izradene metodom direktne kompresije u dve faze na ekscenter tablet masini (Korsch
EKO, Korsch, Nemacka) koriste¢i klipove ravne povrSine precnika 10 mm. U cilju sprecavanja
oslobadanja propranolol-hidrohlorida u usnu Supljinu i njegovo naknadno gutanje, izradene su
dvoslojne tablete sa barijernim slojem koji je sastavljen od etilceluloze, inertnog hidrofobnog polimera
nerastvorljivog u vodi [193,194]. Mesanje polimera i propranolol-hidrohlorida je izvr§eno na uredaju
za meSanje praSkova (Powder mixer, Farmalabor Tech, Italija) u trajanju od 15 minuta. Masa praska
koja odgovara jedinicnoj dozi odgovarajuc¢e formulacije je odmeravana na analiti¢koj vagi i ru¢no
postavljena u matricu tablet masine. Hidrofobni barijerni sloj je bio izraden odmeravanjem 100 mg
praska etilceluloze Kkoji je zatim blago komprimovan. Nakon toga, matrica je napunjena sa 100 mg
smese praskova, koja je sadrzala odabrane polimere i propranolol-hidrohlorid u dozi od 30 mg, tako da
je ukupna masa MBT iznosila 200 mg.

3.2.3  lzrada placebo formulacija mukoadhezivnih bukalnih filmova

U ovoj preliminarnoj fazi su pripremljeni placebo MBF metodom izlivanja iz rastvora i
uparavanjem rastvaraca (engl. solvent casting method). Prvo je u hemijskoj casi dispergovan PVA u
pre¢iséenoj vodi zagrejanoj na 90 °C uz konstatno mesanje na 400 rpm (IKA® RCT standard, Staufen,
Nemacka), a potom je dobijena disperzija ohladena na sobnu temperaturu. Potom je usledilo
dispergovanje HPMC i PEO polimera na sobnoj temperaturi i na kraju je dispergovan propilenglikol
kao plastifikator. Disperzija je ostavljena da se konstatno mesa tokom 24 h. Nakon dodatka ovih
hidrohilnih polimera uzorci su mesani pri manjoj brzini kako bi se sprecilo inkorporiranje vazduha.
Diseprezije kod kojih je nakon jednodnevnog mesanja uoceno prisustvo mehuri¢a, homogenzovane su
na ultrazvuénom kupatilu Bandelin Sonoex RK 102H (Sonorex-Bandelin, Nemacka) tokom 15 minuta.
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Pripremljene disperzije su izlivane u Petri Solje i ostavljene da se suSe oko 48 h pri ambijentalnim
uslovima. Nakon susSenja, filmovi su seceni na odgovarajuc¢u veli¢inu (1x1 cm), pakovani u
aluminijumsku foliju i ¢uvani u eksikatoru. Pre pakovanja je vizuelno okarakterisan izgled izradenih
filmova.

3.24  Procena organoleptickih svojstava vodenih disperzija i placebo formulacija
mukoadhezivnih bukalnih filmova

Organolepticka svojstva vodenih disperzija i placebo formulacija mukoadhezivnih bukalnih filmova
procenjena su vizuelno. Vizuelna svojstva vodenih disperzija, deskriptivho su procenjena kao
transparentna (gotovo bezbojna disperzija), disperzija koji nija potpuno transparentna ili je pak
belicaste boje. Vizuelna svojstva izradenih filmova nakon susenja na sobnoj temperaturi, deskriptivno
su procenjena kao transparentni (gotovo nevidljivi film), film koji nije potpuno transparentan, kao i
netransparentan film belicaste boje. Homogenost vodenih disperzija i izradenih filmova procenjena su
kao dobra (nije uoceno prisustvo mehuri¢a i nerastvornih cestica) i loSa (uo€eno prisustvo mehurica i
nerastvornih Cestica). Vadenje filma iz Petri Solje, kao i seCenje filma makazama procenjena su kao
laka (nije uoceno lepljenje za Petri Solju i vidljiva oSte¢enja prilikom vadenja) i teSka (uocena vidljiva
ostecenja usled lepljenja za Petri Solju). Fleksibilnost i krtost izradenih filmova procenjena su tehnikom
izdrzljivosti na preklapanje (engl. folding endurance) na gumenoj podlozi u obliku trake kao dobra
(broj preklapanja ve¢i od 100 bez vidljivih promena filma na gumenom podlozi) i losa (broj
preklapanja manji od 100 sa vidljivim promenama filma na gumenom podlozi).

3.25 Procena kompatibilnosti lekovite supstance i ekscipijenasa kod mukoadhezivnih
bukalnih tableta

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR) je koris¢ena kako bi se
procenila kompatibilnost, odnosno prisustvo hemijskih interakcija izmedu propranolol-hidrohlorida i
ekscipijenasa. FT-IR spektroskopska analiza sprovedena je na Nicolet iS10 spektrofotometru (Thermo
Fisher Scientific Inc., SAD). FT-IR spektri pojedina¢nih komponenti, kao i uzorka mukoadhezivnih
bukalnih tableta snimani su u intervalu talasnih duZina izmedu 4000 i 400 cm™, sa rezolucijom od 2
cm?! [106].

3.2.6  Ispitivanje variranja mase mukoadhezivnih bukalnih tableta

Ispitivanje je sprovedeno merenjem pojedinacnih masa 20 slu¢ajno odabranih MBT na analitickoj
vagi BP201 D (Sartorius AG, Nemacka). Nakon merenja izraCunate su srednje vrednosti i standardne
devijacije za svaku tabletnu formulaciju. Ispitivanje je vrseno prema propisu Ph. Eur. 11.0 za
neoblozene tablete prose¢ne mase imedu 80 1 250 mg, gde se kao zahtev navodi da najvise dve tablete
smeju da odstupaju vise od 7,5% srednje vrednosti mase, a nijedna tableta ne sme da odstupa vise od
15% srednje vrednosti mase [5].

3.2.7  Ispitivanje ujednacenosti sadriaja lekovite supstance u mukoadhezivnim bukalnim
tabletama

Ispitivanje je sprovedeno tako $to je odreden sadrzaj propranolol-hidrohlorida kod 5 slu¢ajno
odabranih tableta. Nakon odredenog sadrzaja izracunate su srednje vrednosti i standardne devijacije za
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svaku tabletnu formulaciju. Ispitivanje je vrSeno prema propisu Ph. Eur. 11.0 za tablete, gde se kao
zahtev navodi da svaki pojedinacni sadrzaj mora biti izmedu 85% 1 115% od izracunatog prosecnog
sadrzaja [5].

Sadrzaj propranolol-hidrohlorida u izradenim mukoadhezivnim bukalnim tabletama je odreden tako
Sto se tableta smrvi u tarioniku pomocu pistila, a potom prenese u normalni sud od 50 mL. Potom se
doda 1 mL 0,1M hlorovodoni¢ne kiseline, normalni sud dopuni metanolom do 2/3 zapremine i postavi
u ultrazvucno kupatilo (Bandelin Sonorex RK102H, Bandelin, Nemacka) kako bi doSlo do kompletnog
rastvaranja propranolol-hidrohlorida tokom 15 minuta. Nakon toga, normalni sud se dopuni do 50 mL
metanolom. Uzorci su filtrirani kroz filter veli¢ine pora 0,45 um, razblazeni i apsorbancija propranolol-
hidrohlorida odredena UV spektrofotometrijski spektrofotometru Evolution 300 (Thermo Fisher
Scientific, Velika Britanija). Sadrzaj oslobodenog propranolol-hidrohlorida (mg/mL) je odreden na
osnovu kalibracione jednacine 3.2 sa visokom vrednos¢u koeficijenta korelacije R?= 0,9991:

A =C x 19,289 + 0,0293 3.2

gde je A izmerena apsorbancija (meri se na radnoj talasnoj duzini 290 nm), a C koncentracija
rastvorenog propranolol-hidrohlorida (mg/mL).

3.2.8  Ispitivanje friabilnosti mukoadhezivnih bukalnih tableta

Ispitivanje friabilnosti (F) je sprovedeno na aparaturi za ispitivanje friabilnosti AR 400 (Erweka
GmbH, Nemacka) tako S§to je u bubanj aparata stavljeno 20 izradenih MBT. Rotor se okretao brzinom
od 25 obrtaja/minuti tokom 4 minuta. Nakon toga, tablete su izvadene iz bubnja, otpraSene i izmerena
im je ukupna masa. Potom je izracunata vrednost F, izraZzena u procentima, prema jednacini 3.3:

F (%) = (M1-Ms) / My x 100 3.3

gde je My ukupna masa tableta pre, a M2 ukupna masa tableta posle rotiranja u bubnju.

Tendencija dvoslojnih tableta ka raslojavanju (delaminaciji) je takode prac¢ena prilikom ovog
ispitivanja, budu¢i da je kod viseslojnih tableta veoma vazno ocuvati slojevitu strukturu [195].

3.2.9 Ispitivanje zatezne évrstine i debljine tableta

Zatezna Cvrstina, dijametar i debljina tableta odredeni/mereni su 24 h nakon izrade. Otpornost
tableta na lomljenje (¢vrstina tableta) i dijametar tableta mereni su na aparaturi za merenje ¢vrstine
tableta Tablet Hardness Taster TBH 125 (Erweka GmbH, Nemacka), dok je debljina tableta merena
digitalnim nonijusom. Na osnovu izmerenih vrednosti i primenom jednacine 3.4 [104], odredena je
zatezna cvrstina pripremljenih tableta. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost sa standardnom
devojacijom za deset uzoraka tableta.

o=—2F 34

TTXRXt

gde je F sila koja dovodi do lomljenja tablete, R prec¢nik, a t debljina tablete.
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3.2.10 Ispitivanje stepena apsorpcije medijuma od strane mukoadhezivnih bukalnih tableta

Ispitivanje stepena apsorpcije medijuma sprovedeno je u Orbital Sejker-inkubatoru ES-20 (Biosan,
Letonija) na 37 £ 1 "C (Slika 3.1). Kao medijum kori$¢ena je vestacka saliva. Na pocetku ispitivanja
svaka tableta je pojedina¢no izmerena (Mj). Potom su tablete odvojeno postavljene u prethodno
izmerenu korpicu od nerdajuceg celika, koja je zatim stavljena u Petrijevu Solju sa 25 mL vestacke
salive. Posle 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180 minuta ispitivanja visak povrSinske vode je uklonjen pomocu
filtera papira. Ispitivanje je izvedeno u triplikatu. Nabubrele bukalne tablete su ponovo izmerene (M>),
a stepen apsorpcije medijuma je izracunat na 0snovu jednacine 3.5 [88]:

Stepen apsorpcije medijuma (%) = (M2- M) / M1 x 100 3.5

gde je M1 pocetna masa tablete, a M2 masa tablete nakon bubrenja.

Slika 3.1. Aparatura za ispitivanje stepena apsorpcije medijuma

3.2.11 Ispitivanje mukoadhezivnih svojstva tableta

Odredivanje sile potrebne za razdavajanje farmaceutskog oblika leka od sluzokoze ili supstrata
sluzokoze smatra se korisnim za predvidanje mukoadhezivnih svojstava farmaceutskog oblika leka.
TA.XTplus analizator teksture (Stable Micro Systems, Velika Britanija), sa ¢elijom opterecenja od 5 kg
i cilindri¢cnom aluminijumskom sondom od 10 mm (Slika 3.2a), korisc¢en je za merenje maksimalne sile
odvajanja [128]. Svaka tableta, svojim barijernim slojem, zalepljena je na sondu pomocu dvostrane
lepljive trake. Disk mucina je koris¢en kao supstrat sluzokoze prilikom procene mukoadhezivnih
svojstava, a pripremljen je kompresijom komercijalno dostupnog sirovog svinjskog mucina na
ekscenter tablet masSini Kkoriste¢i klipove ravne povrsine, pre¢nika 13 mm (Slika 3.2d) [196]. Masa
izradenog diska mucina je iznosila oko 250 mg, a ¢vrstina dobijenog diska bila je u opsegu 12-16 N
[197]. Pripremljeni disk mucina je pri¢vrséen za povrsSinu platforme pomocu cijanoakrilatnog lepka. U
Supljinu platforme je zatim izliveno 3 mL vestacke salive zagrejane na 37 °C tokom 30 s kako bi se
standardizovala hidratacija pre testranja (Slika 3.2b,c). Na tabletu je potom primenjena sila od 0,5 N u
trajanju od 60 s kako bi se obezbedio blizak kontakt izmedu tablete i diska mucina. Opsta podesavanja
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ovog testa su ukljucivala rad u rezimu istezanja, brzina kretanja sonde pre kontakta 1 mm/s, brzina
kretanja sonde u toku kontakta 0,5 mm/s i brzina kretanja sonde nakon kontakta 0,5 mm/s. Navedeni
uslovi ispitivanja izabrani su nakon pregleda i analize literaturnih podataka [131,136,198,199].
Ekstrakcija podataka vrSena je pomocu inkorporiranog softvera Exponent verzija 6.1.6.0. 1z dobijene
krive sila-vreme, odredena je maksimalna sila potrebna za odvajanje mukoadhezivne tablete od diska
mucina (engl. maximum detachment force; Fmax), kao indikator mukoadhezivnih svojstava. Jac¢ina
vezivanja (N/cm?) je izra¢unata na osnovu jednacine 1.7 [126]. Ispitivanje je izvedeno u 5 ponavljanja
za svaku formulaciju MBT. Za statisti¢ku obradu podataka koris¢en je ANOVA test pracen Bonferroni
post hoc testom. Vrednost p < 0,05 ukazuje na statisticku znacajnost dobijenih rezultata.

Slika 3.2. Fotografija aparature kori§¢ene za ispitivanje mukoadhezivnih bukalnih tableta - TA. XTplus
analizator teksture (a) 1-cilindricna aluminijumska sonda, 2-mukoadhezivna bukalna tableta, 3-disk
mucina; nosa¢ diska, 4-Casa sa vodom zagrejanom na 37 ‘C; nosa¢ diska mucina boc¢ni prikaz (b) i
prikaz 0dozgo (c) i izradeni diskovi mucina (d)

3.2.12 Ispitivanje brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih
tableta

In vitro ispitivanje brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz MBT izvrSeno je u aparaturi sa
cilindrom sa povratnim kretanjem (Bio-Dis Extended Release Tester, VanKel Technology Group,
SAD) uz koris¢enje 200 mL vestacke salive pH vrednosti 6,8 zagrejane do 37 £ 0,5 °C, pri brzini
uranjanja cilindra od 5 dpm, jer je utvrdeno da se u aparaturi sa cilindrom sa povratnim kretanjem pri 5
dpm postizu hidrodinamicki uslovi ekvivalentni aparaturi sa rotiraju¢om loptaicom pri 50 rpm [200]. U
definisanim vremenskim intervalima (15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300 i 360 minuta)
uzorkovano je 4 mL medijuma, koji je zatim filtriran (membranski filter dijametra pora 0,45 pm, MF-
Millipore®, Millipore Corporation, Bedford, SAD) i ukoliko je bilo potrebno razblazen. Nakon svakog
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uzorkovanja je vrSena nadoknada zagrejanim medijumom kako bi se odrzala konstantna zapremina
medijuma i ,,Sink uslovi”, to predstvalja prvi faktor korekcije. Koncentracija rastvorenog proprnolol-
hidrohlorida merena je UV spektrofotometrijskom metodom na spektrofotometru Evolution 300
(Thermo Fisher Scientific, Velika Britanija). Zbog male zapremine medijuma za rastvaranje i veceg
broja vremenskih tacaka za uzorkovanje, primenjen je i drugi faktor korekcije [201]. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost i standardna devijacija za tri merenja za svaku formulaciju MBT.
Koli¢ina oslobodenog propranolol-hidrohlorida (mg/mL) je odredena na osnovu kalibracione jednacine
3.6 sa visokom vrednoséu koeficijenta korelacije R?= 0,9991:

A=Cx20,078 + 0,0068 3.6

gde je A izmerena apsorbancija (meri se na radnoj talasnoj duzini od 289 nm), a C koncentracija
rastvorenog propranolol-hidrohlorida (mg/mL).

3.2.13 Poredenje profila brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih
bukalnih tableta model - nezavisnom i model - zavisnom analizom

Dobijeni profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz MBT su medusobno poredeni
primenom model-nezavisnog matemati¢kog pristupa koriste¢i faktor sli¢nosti (f2), koji se izraCinava
prema jednacini 3.7 [202]:

—0.5
X 100}
3.7

gde je n broj uzorkovanja, R procenat lekovite supstance oslobodene nakon vremena t u referentnom
preparatu, Tt procenat lekovite supstance oslobodene nakon vremena t u ispitivanom preparatu.

Vrednost f2 izmedu 50 i 100 ukazuje da su dva profila brzine rastvaranja medusobno sli¢na [202].
IzraCunavanje faktora sli¢nosti f> predstavlja jednostavan i Cesto koriséen pristup za poredenje in vitro
profila brzine rastvaranja. Upotreba ovog pristupa ne zahteva duboko znanje iz oblasti statistike niti
poseban softver. IzraCunavanje faktora izvrSeno je pomocu DDSolver dodatnog programa za
modelovanje i poredenje profila brzine rastvaranja lekovite supstance u okviru Microsoft Excel-a
[203].

Profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida analizirani su i model-zavisnim pristupom.
Dobijeni profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida su modelovani pomocu razli¢itih
matematickih modela (Tabela 3.3) u cilju boljeg razumevanja mehanizama oslobadanja ove lekovite
supstance [204]. Pri odabiru pogodnog matematickog modela koji najbolje objasnjava mehanizam
oslobadanja lekovite supstance, razmatrani su vrednosti koeficijenta korelacije (R?) i Akaikeovog
informacionog kriterijuma (AIC). Izabraéemo onaj model za koji statisticka analiza pokaze najveéu R?
vrednost i najmanju AIC vrednost [205,206].

1]
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Tabela 3.3. Primenjeni matemati¢ki modeli za opisivanje kinetike oslobadanja propranolol-
hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih tableta [204]

Model Jednacina Parametri
Q = ky x Vi Q-koli¢ina (%) oslobodene lekovite supstance nakon vremena
Higuchi t; ku-konstanta brzine oslobadanja Higuchi kinetikom

Q-koli¢ina (%) oslobodene lekovite supstance nakon

vremena t; Kkke-konstanta brzine oslobadanja Korsmeyer-
Peppas kinetikom koja uzima u obzir strukturna i geometrijska
svojstva farmaceutskog oblika; n-difuzioni eksponent
oslobadanja koji ukazuje na mehanizam oslobadanja lekovite
supstance u vremenu t

Korsmeyer- Q = kpp X 1"
Peppas

Q-koli¢ina (%) oslobodene lekovite supstance nakon vremena
t; ke i kr - konstante brzine oslobadanja za proces Fick-ove

Q=kext"+kr x '™ gifuzije i tip Il transporta, respektivno; m-difuzioni eksponent
za farmaceutski oblik bilo koje geometrije koji pokazuje
kontrolisano oslobadanje lekovite supstance

Peppas—Sahlin

3.2.14 lIspitivanje brzine permeacije propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivni bukalnih
tableta

In vitro ispitivanje brzine permeacije propranolol-hidrohlorida iz MBT sprovedeno je u
modifikovanoj aparaturi sa cilindrom sa povratnim kretanjem (Bio-Dis Extended Release Tester,
VanKel Technology Group, SAD) (Slika 3.3). Hidrofobna membrana veli¢ine pora 0,1 um (Whatman®
Nuclepore membrane track-etched membranes, Cytiva, SAD), koja se ranije pokazala kao dostupna,
stabilna i jednostavna za upotrebu [207], koris¢ena je za simulaciju barijerne funkcije bukalne
sluzokoze, kao i pasivnog transporta visoko lipofilne lekovite supstance poput propranolola kroz
bioloske membrane [6]. Ispitivanje je sprovedeno tako $to je membrana postavljena na donjem kraju
unutrasnjeg cilindra tako $to je pri¢vrséena donjim poklopcem. Membrana je prvo impregnirana 10%
disperzijom mucina, a potom je uzorak tablete postavljen na disperziju mucina. Kako bi se obezbedio
odgovarajuc¢i uniforman kontakt izmedu tablete i disperzije mucina, na tabletu je postavljen teg mase
10 g tezine tokom 60 sekundi. Unutrasnji cilindar (donorski odeljak) je sadrzao 20 mL vestacke salive
pH 6,8; dok je spoljasnji cilindar (akceptorski odeljak) sadrzao 100 mL fosfatnog pufera pH 7,4.
Najveca promena u rastvorljivost se javlja pri pH u opsegu + 2 pH jedinice pKa lekovite supstance.
Stoga se u slu¢aju propranolol-hidrohlorida ocekuje najveca rastvorljivost u oblasti izmedu dve pH
jedinice ispod svoje pKa i pKa vrednosti propranolol-hidrohlorida. Temperatura medijuma u oba
cilindra je odrzavana na 37 £ 0,5 °C. Po 3 mL medijuma je uzorkovano iz spoljasnjeg cilindra u
odredenim vremenskim intervalima: 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300 i 360 minuta, uz
nadoknadu medijuma nakon svakog uzorkovanja. Koncentracija permeiranog propranolol-hidrohlorida
odredivana je UV spektrofotometrijskom metodom na spektrofotometru Evolution 300 (Thermo Fisher
Scientific, Velika Britanija) na 289 nm prema jednacini 3.6. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
I standardna devijacija za tri ponovljena ispitivanja za svaku formulaciju tableta.
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a) b) 1

| - Unutras$nji cilindar sa vestackom
o A* 2 i “—— salivom pH 6,8

-Tableta adherirana na sloj disperzije mucina

. SS9 Spoljasnii cilindar sa fosfatnim
ﬁ /2 1\\_/ | J_ puferom pH 7.4

Slika 3.3. Sematski prikaz modifikovane aparature sa cilindrom sa povratnim kretanjem: (a) pogled sa
strane; (b) pogled odozgo na dvoslojnu tabletu adheriranu na disperziju mucina (1 — hidrofobna
membrana, 2 — disperzija mucina, 3 — dvoslojna mukadhezivna bukalna tableta); (c) prikaz postavki
uredaja za ispitivanje brzine permeacije lekovite supstance

3.2.15 Definisanje ciljanog profila kvaliteta proizvoda i identifikovanje kriticnih atributa
kvaliteta mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova

U Tabeli 3.4 predstavljen je ciljani profil kvaliteta MBT sa produzenim oslobadanjem propranolol-
hidrohlorida na osnovu farmakopejskih i regulatornih zahteva, potreba pacijenata i iskustva iz prakse.
U cilju postizanja ciljanog profila kvaliteta izvrSena je identifikacija kriticnih atributa kvaliteta
mukoadhezivnih bukalnih tableta sa produzenim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida. Tabela 3.5
daje prikaz kriti¢nih atributa materijala i kriti¢nih procesnih parametara u izradi/proizvodnji MBT.

U Tabeli 3.6 predstavljen je ciljani profil kvaliteta MBF sa produzenim oslobadanjem propranolol-
hidrohlorida na osnovu farmakopejskih i regulatornih zahteva, potreba pacijenata i iskustva iz prakse.,
dok Tabela 3.7 daje prikaz kriticnih atributima materijala i kriti¢nih procesnih parametara
izradi/proizvodnji MBF.
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Tabela 3.4. Ciljani profil kvaliteta (engl. Quality Target Product Profile, QTPP) i kriti¢ni atributi kvaliteta (engl. Critical Quality
Attributes, CQA) mukoadhezivnih bukalnih tableta sa produzenim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida

Ciljani profil kvaliteta (QTPP)

Farmaceutski oblik
Put primene
Ucdestalost doziranja

Lokalno/sistemsko dejstvo

Doza(e)

Brzina rastvaranja lekovite
supstance

SadrzZaj lekovite supstance

Mikrobioloski kvalitet

Mukoadhezivne bukalne tablete sa produzenim oslobadanjem
Intraoralni - bukalni

Jednom dnevnom

Sistemsko dejstvo

30 mg

10 mg
Produzeno rastvaranje lekovite supstance

85-115% od deklarisanog

U skladu sa zahtevima Ph.Eur. 11.0-5.1.4

Stabilnost 4 godine na temperaturi do 25 °C
. Unutra$nje pakovanje je blister od PVC/PVDC//ALl folijje, spoljasnje pakovanje je sloziva kartonska
Pakovanje .
kutija
Kriti¢ni atributi kvaliteta (CQA) / opis uticaja
Fizicke 1zgled Neadekvatan izgled, oblik i veli¢ina tablete mogu biti neprihvatljivi za pcijenta §to moze dovesti

karakteristike Oblik i boja

do lose komplijanse.
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Veli¢ina

Uniformnost
mase

Friabilnost

Cvrstina

SadrzZaj lekovite supstance

Brzina rastvaranja lekovite
supstance

Mukoadhezivna svojstava - ja¢ina
adhezije

Kompatibilnost lekovite supstance i
ekscipijenasa

Mikrobioloski kvalitet

Varijabilna masa tablete moze dovesti do varijacija u sadrzaju lekovite supatnce $to se moze
odraziti na efekat leka.

Neadkekvatna otpornost na habanje i otpornost na lomljenje moze uticati na raspadljivost tableta
Sto indirektno uti¢e na brzinu oslobadanja lekovite supstance. Takode, moze do¢i do krunjenja
tableta i nemogucnosti rukovanja i primene preparata.

Uticaj na efikasnost i bezbednost farmaceutskog preparata jer se odgovaraju¢om dozom lekovite
supstance postize odgovarajuci terapijski efekat sa prihvatljivim nezeljenim efektima. Visoka
doza lekovite supstance moze dovesti do nezeljenih efekata, a niska moze dovesti do izostanka
terapijskog dejstva.

Neispunjavanje specifikacije kada je rastvaranje lekovite supstance u pitanju moze uticati na
biolosku raspolozivost lekovite supstance, jer neadekvatna brzina rastvaranja lekovite supstance
moze imati uticaj i na bezbednost i na efikasnost.

Neadekvatna mukoadhezija tablete moze dovesti do kratkog vremena zadrzavanja farmaceutskog
preparata na bukalnoj sluzokozi §to moze uticati na efikasnost farmaceutskog preparata.

Prisustvo inkopatibilije (hemijske interakcije) izmedu lekovite supstance i ekscipijensa moze
dovesti do degradacije lekovite supstance, ¢ime se smanjuje koli¢ina raspoloZiva za terapeutski
efekat; a proizvodi reakcije takode mogu ugroziti bezbednost pacijenta.

Moze imati uticaj na bezbednost pacijenta. Kod ¢vrstih lekovitih oblika nizak je rizik za
mikrobiolosku kontaminaciju uz primenu GMP.

79




Tabela 3.5. Kriti¢ni atributi materijala (engl. Critical Material Attributes, CMA) i kriti¢ni procesni parametri (engl. Critial Process
Parameters, CPP) u izradi/proizvodnji mukoadhezivnih bukalnih tableta

Kriti¢ni atributi materijala (CMA)
Kriti¢ni procesni parametri (CPP)
lekovita supstanca i pomo¢ne supstance

Identifikacija Vrsta uredaja za meSanje

Sadrzaj Redosled dodavanja supstanci

Cisto¢a Mesanje Kapacitet punjenja uredaja za meSanje
Koli¢ina i vrsta pomo¢nih supstanci (sredstva za dopunjavanje, Brzina meSanja (broj obrtaja u minuti)
sredstva koja obezbeduju kontrolisano oslobadanje i mukoadheziju,

korigensi ukusa) Vreme meSanja

Distribucija veli¢ine Cestica 1 oblik
Sila kompresije

Povrsina Cestica

Tapkana/nasipna gustina Brzina kompresije
Fizicke osobine Komprimovanje
Sadrzaj vlage PodeSavanje tezine i debljine tablete
Kristalno ili amorfno stanje Dubina punjenja
Mehanicke osobine Vrsta i oblik klipova
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Tabela 3.6. Ciljani profil kvaliteta (engl. Quality Target Product Profile, QTPP) i kriti¢ni atributi kvaliteta (engl. Critical Quality
Attributes, CQA) mukoadhezivnih bukalnih filmova sa produzenim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida

Ciljani profil kvaliteta (QTPP)

Farmaceutski oblik

Mukoadhezivni bukalni filmovi sa produzenim oslobadanjem

Put primene

Intraoralni - bukalni

Ucdestalost doziranja

Jednom dnevnom

Lokalno/sistemsko dejstvo

Sistemsko dejstvo

Doza(e)

10 mg

Brzina rastvaranja lekovite supstance

Produzeno rastvaranje lekovite supstance

SadrzZaj lekovite supstance

85-115% od deklarisanog

Mikrobioloski kvalitet

U skladu sa zahtevima Ph.Eur. 11.0-5.1.4

Stabilnost 3 godine na temperaturi do 25 °C
Pakovanje Unutrasnje pakovanje je Al folija, spoljasnje pakovanje je sloziva kartonska kutija
Kriti¢ni atributi kvaliteta (CQA) / opis uticaja
Izgled
Oblik i boia Neadekvatan izgled, oblik i veli¢ina filma mogu biti neprihvatljivi za pcijenta §to moze dovesti
Fizicke J do loSe komplijanse.
karakteristike Veli¢ina

Uniformnost
mase

Varijabilna masa filma moze dovesti do varijacija u sadrzaju lekovite supatnce Sto se moze

odraziti na efekat leka.
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Zatezna ¢vrstina

IzduZenje pri
kidanju

Young-ov modul

Neadkekvatna mehanic¢ka svojstva mogu uticati na raspadljivost filmova §to indirektno uti¢e na
brzinu oslobadanja lekovite supstance. Takode, moze do¢i do pucanja i lomljenja filmova §to
onemogucava rukovanja i primenu preparata.

Sadrzaj lekovite supstance

Uticaj na efikasnost i bezbednost filma jer se odgovaraju¢om dozom lekovite supstance postize
odgovaraju¢i terapijski efekat sa prihvatljivim neZeljenim efektima. Visoka doza lekovite
supstance moze dovesti do nezeljenih efekata, a niska moze dovesti do izostanka terapijskog
dejstva.

Brzina rastvaranja lekovite
supstance

Neispunjavanje specifikacije kada je rastvaranje lekovite supstance u pitanju moze uticati na
njenu biolosku raspolozivost. Neadekvatna brzina rastvaranja lekovite supstance moze imati
uticaj i na bezbednost i na efikasnost.

Mukoadhezivna svojstava - jacina
adhezije

Neadekvatna mukoadhezija filma moze dovesti do kratkog vremena zadrzavanja farmaceutskog
preparata na bukalnoj sluzokozi §to moze uticati na efikasnost farmaceutskog preparata.

Sadrzaj vlage

Uti¢e na mehanicka 1 mukoadhezivna svojstva filmova, kao i na njihovu stabilnost.

Kompatibilnost lekovite supstance i
ekscipijenasa

Prisustvo inkopatibilije (hemijske interakcije) izmedu lekovite supstance i ekscipijensa moze
dovesti do degradacije lekovite supstance, ¢cime se smanjuje koli¢ina raspoloziva za terapeutski
efekat; a proizvodi reakcije takode mogu ugroziti bezbednost pacijenta.

Mikrobioloski kvalitet

MozZe imati uticaj na bezbednost pacijenta. Zbog prisustva odredene koli¢ine vlage imaju veci
rizik za mikrobiolosku kontaminaciju od mukoadhezivnih bukalnih tableta.
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Tabela 3.7. Kriti¢ni atributi materijala (engl. Critical Material Attributes, CMA) i kriti¢ni procesni parametri (engl. Critial Process
Parameters, CPP) u izradi/proizvodnji mukoadhezivnih bukalnih filmova

Kriti¢ni atributi materijala (CMA)
Kriti¢ni procesni parametri (CPP)

lekovita supstanca i pomo¢ne supstance

Identifikacija Vrsta i veli¢ina posude za meSanje
Sadrzaj Redosled dodavanja supstanci
Cisto¢a Mesanje Temperatura mesanja

Koli¢ina i vrsta pomo¢nih supstanci (film formiraju¢i polimeri, Brzina mesanja (broj obrtaja u minuti)

plastifikatori, korigensi ukusa, permeacioni inhenseri) Vreme mesanja
Rastvorljivost Koli¢ina disperzije za izlivanje
Molekulska masa Izlivanje Veli¢ina kalupa za izlivanje
Fizicko-hemijske pH Materijal kalupa za izlivanje
osobine Sadrzaj vlage Nacin suSenja: ambijentalno susenje ili u susnici
Kristalno ili amorfno stanje Susenje Vreme susenja
Terostabilnost/Termolabilnost Temperatura susenja
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3.3 Metode druge faze eksperimentalnog rada

3.31 Izrada mukoadhezivnih bukalnih tableta

Prilikom izrade MBT potrebne koli¢ine propranolol-hidrohlorida, polietilenoksida i manitola su
izmeSani U uredaju za meSanje praSkova (Farmalabor Tech, Italija) tokom 10 min, a zatim su dodati
magnezijum-stearat i koloidni silicijum-dioksid, nakon ¢ega se nastavilo sa meSanjem jo§ 2 minuta.
MBT su pripremljene direktnom kompresijom izradene smese praskova koriste¢i simulator kompresije
Gamlen D-serije (Gamlen Tableting Ltd., Notingem, Velika Britanija). Kompresija tableta je izvedena
pri pritisku kompresije od 100 kg, koriste¢i ravan okrugli klip pre¢nika 3 mm kako bi se formirale
tablete mase 25 mg. Sastav izradivanih MBT prikazan je u Tabeli 3.8. Udeo propranolol-hidrohloria,
koloidnog silicijum-dioksida i magnezijum-stearata je konstantan u sve tri formulacije, dok je udeo
PEO polimera variran na tri nivoa.

Tabela 3.8. Sastav ispitivanih mukoadhezivnih bukalnih tableta

Sastav formulacije (mg/tableta) F1 F2 F3
Propranolol-hidrohlorid 10,00 10,00 10,00
Polietilenoksidni polimer 3,75 6,25 8,75
Manitol 10,50 8,00 5,50

Koloidni silicijum-dioksid 0,25 0,25 0,25
Magnezijum-stearat 0,50 0,50 0,50
Ukupno 25,00 25,00 25,00

3.3.2 Izrada mukoadhezivnih bukalnih filmova

MBF su pripremljeni metodom izlivanja iz rastvora i uparavanjem rastvaraca (engl. solvent casting
method). Prvo je u hemijskoj ¢asi dispergovan PVA u precis¢enoj vodi zagrejanoj na 90 °C uz
konstatno mesanje na 400 rpm (IKA® RCT standard, Staufen, Nemacka), a potom je dobijena
disperzija ohladena na sobnu temperaturu. Potom je usledilo dispergovanje HPMC i PEO polimera na
sobnoj temperaturi i na kraju je dispergovan propilenglikol kao plastifikator. Disperzija je ostavljena da
se konstatno mesa tokom 24 h. Nakon dodatka ovih hidrohilnih polimera uzori su mesani pri manjoj
brzini (300 rpm) kako bi se spreéilo inkorporiranje vazduha. U drugoj hemijskoj ¢asi pripremljena je
disperzija propranolol-hidrohlorida u smesi prec¢iséene vode i propilenglikola uz konstatno meSanje na
magnetnoj mesalici (300 rpm) na sobnoj temperaturi. Pripremljena disperzija propranolol-hidrohlorida
je potom dodata u polimernu disperziju i ostavljena da se homogeno izmesa tokom 24 h. Diseprezije
kod kojih je nakon jednodnevnog meSanja uoceno prisustvo mehuri¢a, homogenzovane su na
ultrazvuc¢nom kupatilu Bandelin Sonoex RK 102H (Sonorex-Bandelin, Nemacka) tokom 15 minuta.
Pripremljene disperzije su izlivane u Petri Solje i ostavljene da se osuSe u ambijentalnim uslovima (oko
48 h). Filmovi su dobijeni razlivanjem iste mase polimerne (filmogene) smese u Petri Solje. Nakon
susenja, filmovi su seCeni na odgovaraju¢u veli¢inu (1x1 cm), pakovani u aluminijumsku foliju i
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Cuvani u eksikatoru do ispitivanja. Sastav pripremljenih vodenih disperzija za izlivanje prikazan je u
Tabeli 3.9 sa napomenom da formulacije F1, F2 i F3 odgovaraju sastavu formulacija filmova F15, F16
i F21 iz Tabele 3.2. Pored formulacija sa propranolol-hidrohloridom, pripremljene su i placebo
formulacije.

Tabela 3.9. Sastav pripremljenih vodenih disperzija za izlivanje
Sastav formulacije (%) F1 F2 F3

Hidroksipropilmetilceluloza 0,5 0,5 1,5

Polietilenoksid 3,0 3,5 2,0
Polivinilalkohol 15 15 15
Propilenglikol 3,0 3,0 3,0

Propranolol-hidrohlorid 2,0 2,0 2,0

Predi$éena voda do 100,0

3.3.3  Fizi¢ko-hemijska i farmaceutsko-tehnoloska karakterizacija mukoadhezivnih bukalnih
tableta i filmova

3.3.3.1 Procena kompatibilnosti lekovite supstance i ekscipijenasa kod mukoadhezivnih
bukalnih tableta i filmova

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR) je koris¢ena kako bi se
procenila kompatibilnost, odnosno prisustvo hemijskih interakcija izmedu propranolol-hidrohlorida i
ostalih komponenata formulacije mukoadhezivnih bukalnih farmaceutskih oblika lekova. Ispitivanje je
sprovedeno na nacin koji je opisan u poglavlju 3.2.4.

3.3.3.2 Morfologija povrSine mukoadhezivnih bukalnih filmova

Morfologija povrSine 1 popre€nog preseka MBF ispitana je primenom skenirajuce elektronske
mikroskopije (SEM) na uredaju JOEL JSM-6390LV (Joel Ltd., Japan) pri radnom naponu od 20 kV.
Secirani uzorci filmova su pre mikroskopiranja fiksirani na nosa¢ pomocu dvostrano lepljive adhezivne
trake, a potom podvrgnuti procesu naparavanja zlatom u uredaju za naparavanje Bal-Tec SCD-005
(BalTec AG, Svajcarska), pri struji naparavanja od 30 mA na 100 s, kako bi se formirao ultratanak
premaz elektro-provodnog materijala. Mikrografije su snimane pri uve¢anjima od 1000 i 3000x.

IzvrSena su i opti¢ka ispitivanja pomocu polarizacionog mikroskopa Olympus BX53 (Olympus,
Japan). Mikrografije su snimane pri uvecanjima od 4x i 10x. Pomocu polarizacionog mikroskopa
moguce je ispitati fizicko stanje (kristalno ili amorfno) propranolol-hidrohlorida u disperziji, kao i u
izradenim MBF.
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3.3.3.3 Ispitivanje variranja mase mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova

Ispitivanje ujednacenosti mase MBT i MBF sprovedeno je prema zahtevu Evropske farmakopeje,
poglavlje 2.9.5, za tablete (neobloZene i obloZene filmom) prosecne mase 80 mg ili manje, gde se kao
zahtev navodi da najvise dve tablete, odnosno filma, smeju da odstupaju vise od 10% srednje vrednosti
mase, a nijedna tableta/film ne sme da odstupa vise od 20% srednje vrednosti mase [5]. Ispitivanje
variranja mase MBF je sprovedeno na nacin koji je opisan u poglavlju 3.2.5. [5] poSto ne postoji
posebna oficinalna monografija namenjena za ispitivanje variranja mase oralnih filmova.

3.3.3.4 Ispitivanje ujednacenosti sadriaja lekovite supstance u mukoadhezivnim bukalnim
tabletama i filmovima

Ispitivanje ujednacenosti sadrzaja propranolol-hidrohlorida je sprovedeno u skladu sa postupkom
koji je opisan u poglavlju 3.2.6 Evropske farmakopeje [5]. Ispitivanje je vrSeno prema propisu za
tablete, gde se kao zahtev navodi da svaki pojedina¢ni sadrzaj mora biti izmedu 85% i 115% od
izraCunatog prose¢nog sadrzaja [5].

3.3.3.5 Ispitivanje friabilnosti i zatezne ¢évrstine mukoadhezivnih bukalnih tableta

Ispitivanje friabilnosti i otpornosti tableta na lomljnje (Cvrstina tableta) MBT je izvedeno u skladu sa
farmakopejskim postupkom koji je opisan u poglavlju 3.2.7 [5]. Na osnovu izmerene vrednosti sile
potrebne da se polomi tableta i debljine tablete izraCunata je zatezna Cvrstina prema jednacini 3.4 [104].

3.3.3.6 Ispitivanje mehanickih svojstava mukoadhezivnih bukalnih filmova

Mehanicka svojstva MBF (zatezna Cvrstina, izduzenje pri kidanju 1 Young-ov modul elasti¢nosti)
odredena su na analizatoru teksture Shimadzu EZ-LX (Shimadzu Corporation, Japan) sa mernom
¢elijom od 5 kg. Tom prilikom je koris¢en test istezanja uzorka kako bi se procenila mehanicka
svojstava mukoadhezivnih bukalnih filmova [208]. Uzorci filma se¢eni su u pravougaone trake duzine
70 mm i $irine 10 mm. Pocetni razmak izmedu klema podesen je na 50 mm. Tokom ispitivanja, MBF
je bio fiksiran na oba kraja sa dve kleme, pri ¢emu je donja klema stati¢na, a gornja klema se kretala
brzinom od 0,1 mm/s; odnosno 6 mm/min; sve do momenta pucanja filma (Slika 3.4).

Mehanicka otpornost filmova je procenjena odredivanjem tri parametra: zatezna ¢vrstina, procenat
izduzenja pri kidanju i Young-ov modul [104]. Ovi parametri su izraunati na osnovu krive odnosa
napon-deformacija (engl. stress-strein) direktno dobijeni korisé¢enjem softvera Trapezium X (Shimadzu
Corporation, Japan). Mehanicka svojstva filmova su ispitivana za mukoadhezivne bukalne filmove sa
propranolol-hidrohloridom i placebo formulacije filmova. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost i
standardna devijacija za tri ponovljena ispitivanja.
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Slika 3.4. Uzorci filma iseCeni na pravougaone trake postavljeni izmedu klema (levo) i izgled filma
tokom testa istezanja (desno)

3.3.3.7 Ispitivanje stepena apsorpcije medijuma mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova

Ispitivanje stepena apsorpcije medijuma sprovedeno je u Orbital Sejker-inkubatoru ES-20 (Biosan,
Letonija) na 37 + 1 °C prema metodi koja je opisana u poglavlju 3.2.8 [88]. Na pocetku ispitivanja
svaka MBT/MBF je pojedina¢no izmerena. Potom su MBT/MBF odvojeno postavljene u prethodno
izmerenu korpicu od nerdajuceg celika, koja je zatim stavljena u Petri Solju sa 25 mL vestacke salive.
Posle 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180 minuta ispitivanja visak povrSinske vode je uklonjen pomocu filtera
papira. Ispitivanje je izvedeno u triplikatu. Nabubrele tablete, odnosno filmovi su ponovo izmerene, a
stepen apsorpcije medijuma se racuna na osnovu jednacine 3.5 [88].

3.3.3.8 Ispitivanje mukoadhezivnog svojstva tableta i filmova

Mukoadhezivna svojstva bukalnih tableta su odredena koris¢enjem analizatora teksture Shimadzu
EZ-LX (Shimadzu Corporation, Japan) sa mernom ¢elijom od 5 kg, koriste¢i aluminijumsku cilindri¢nu
sondu od 6 mm. Tom prilikom je kori$¢en test cikli¢ne kompresije (engl. single compression cycle test)
uzorka kako bi se procenila mukoadhezivna svojstava izradenih mukoadhezivnih bukalnih tableta.
Koris¢ena je termostatirana (37 £ 1 °C) mukoadhezivna oprema i disk mucina kao supstrat mukoze
(Slika 3.5a) [196]. Diskovi mucina su pripremljeni prema postupku koji je opisan u poglavlju 3.2.10.

Mukoadhezivna svojstva bukalnih filmova su odredena koris¢enjem analizatora teksture Shimadzu
EZ-LX (Shimadzu Corporation, Japan) sa mernom c¢elijom od 5 kg, koriste¢i aluminijumsku sondu
oblika kvadra Cija je osnova oblika kvadrata duzine stranica 1 cm. Korisc¢en test ciklicne kompresije
(engl. single compression cycle test) uzorka kako bi se procenila mukoadhezivna svojstva izradenih
mukoadhezivnih bukalnih filmova. Mukoadhezivna svojstva filmova su procenjena odredivanjem Fmax.
Ispitivani uzorci filmova dimenzija 1x1 cm su postavljeni na ravnu povrSinu aluminijumske sonde
pomoc¢u dvostrane samolepljive trake (Slika 3.5). Kao supstrat sluzokoze, odnosno “sloj mucina”,
koris¢ena je 10% disperzija mucina pripremljena dispergovanjem komercijalno dostupnog praska
svinjskog mucina zeluca u prec¢is¢enoj vodi (Slika 3.5¢) [128]. Nakon 90 s kontakta uzorka filma i
disperzije mucina pri primenjenoj sili od 2 N (kako bi se obezbedio bliski kontakt izmedu uzorka filma
i disperzije mucina, Slika 3.5b), sonda se podizala brzinom od 1 mm/s do potpunog odvajanja uzorka
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filma od disperzije mucina i tom prilikom merena je maksimalna sila odvajanja (Fmax) koja je potrebna
za odvajanje uzorka filma od disperzije mucina koris¢enjem softvera Trapezium X (Shimadzu
Corporation, Japan). Na osnovu izmerene sile adhezije i povrsine farmaceutskog oblika leka izra¢unata
je jafina vezivanja koriste¢i jednacinu 1.7. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost i standardna
devijacija za pet ponovljenih ispitivanja.

Wihe

Slika 3.5. Fotografija aparature kori$¢ene za ispitivanje mukoadhezivnih bukalnih filmova-Shimadzu
EZ-LX analizator teksture, 1-aluminijumska sonda oblika kvadra, 2-mukoadhezivni bukalni film, 3-
disperzija mucina; 4-nosa¢ diska (a), kontakt mukoadhezivnog bukalnog filma i disperzije mucina (b) i
10% disperzija mucina (c)

3.3.3.9 Ispitivanje brzine rastvaranja i permeacije propranolol-hidrohlorida iz
mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova

In vitro ispitivanja brzine rastvaranja i permeacije propranolol-hidrohlorida iz MBT i MBF
sprovedena su postupcima koji su detaljno opisani u odeljcima 3.2.11. i 3.2.13.
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3.4 Metode trece faze eksperimentalnog rada

3.4.1  Farmakokineticka i farmakodinamska studija primene MBT i MBF sa propranolol-
hidrohloridom na soju pacova sa urodenom hipertenzijom

3.4.1.1 Eksperimentalni protokol

Ispitivanje efekata primene propranolol-hidrohlorida u razli¢itim farmaceutskim oblicima lekova
sprovedeno je na pacovima u skladu sa eksperimentalnim protokolom koji je odobren od strane Etickog
komiteta Instituta za medicinska istrazivanja Univerziteta u Beogradu, kao i Uprave za veterinu
Ministarstva poljoprivrede i zastite zivotne sredine Republike Srbije (reSenje o odobrenju sprovodenja
ogleda na zivotinjama broj 323-07-02324/2020-05 i 323-07-13051/2020-05). Protokol navedenog
ispitivanja je u skladu sa sa Direktivom 2010/63/EU o zastiti zivotinja koje se koriste u nau¢ne svrhe
(Direktiva Evropskog parlamenta i Saveta, 2010.).

Ova studija je izvedena na 96 muzjaka spontano hipertenzivnih pacova (engl. spontaneously
hypertensive rats, SHR) Okamoto-Aoki soja, telesne mase oko 300 g. Zivotinje su odgajane u
vivarijumu Instituta za medicinska istrazivanja u Beogradu, u grupama od Cetiri pacova po kavezu na
sobnoj temperaturi od 22 + 2 °C, dnevno/no¢nom ciklusu od 12 h sa pristupom vodi i hrani ad libitum.
Za potrebe eksperimenta, pacovi su bili podeljeni u Cetiri eksperimentalne grupe:

e Grupa 1 - kontrolna grupa pacova koja je primala vodu (0,5 mL; intragastricnom sondom;
n =24),

e Grupa 2 - grupa pacova koja je primila komercijalno dostupne tablete propranolol-
hidrohlorida (10 mg) sa trenutnim oslobadanjem (% Propranolol® tablete od 40 mg
dispergovane u 0,5 mL vode; intragastri¢cnom sondom; n = 24),

e Grupa 3 - grupa pacova koja je primila 0,5 mL vode intragastricnom sondom, a odmah
zatim je u donji dzep usne bila postavljena mukoadhezivna bukalna tableta sa produzenim
oslobadanjem 10 mg propranolol-hidrohlorid - formulacija F2 (n = 24),

e Grupa 4 - grupa pacova koja je primila 0,5 mL vode intragastricnom sondom, a odmah
zatim je na obe strane buklane sluznice bio postavljen mukoadhezivni bukalni film sa 10
mg propranolol-hidrohlorida - jedan film formulacije F2 podeljen na dva dela (n =24).

Kako bi se obezbedila normalna vlazna sredina usne duplje i simulirala vlaZzna povrSine oralne
sluzokoze, zivotinje su dobile 0,15 mL rastvora vestacke salive svakih 30 min na mestu primene
mukadhezivne bukalne tablete sto odgovara brzini protoka salive od 5 pL/min. Da se ne bi prekoracio
preporuc¢eni maksimalni volumen krvi prilikom viSestrukog uzorkovanje kod pacova [209], svaka
eksperimentalna grupa je podeljena u 4 podgrupe (6 zivotinja po podgrupi) u zavisnosti od vremenske
tacke zrtvovanja, tako da je u okviru svake podrupe svaki pacov prosao kroz cetiri registracije
hemodinamskih parametara (sistolnog, dijastolnog krvnog pritiska i frekvence sréanih kontrakcija) i tri
uzorkovanja krvi kao $to je predstavljeno na Slici 3.6.
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Slika 3.6. Sematski prikaz eksperimentalne studije na spontano hipertenzivnim pacovima
(kreirano pomo¢u BioRender.com)



3.4.1.2 Merenja hemodinamskih parametara

Merenja sistolnog krvnog pritiska (SKP), dijastolnog krvnog pritiska (DKP) i frekvence src¢anih
kontrakcija (FS) su vrSena na anesteziranim pacovima primenom intraperitonealne injekcije natrijum-
pentobarbitala (35 mg/kg telesne mase, Nembutal®, Serva, Heidelberg, Nemacka), koji su drzani pod
anestezijom u trajanju od 6 h kako bi se sprecilo da zivotinje uklone tabletu/film Zzvakanjem i/ili
gutanjem. Zivotinje su hirurski operisane na levoj femoralnoj arteriji kako bi se postavio kateter (PE-50
kateter, Clay-Adams Parsippany, SAD) ispunjen fizioloskim rastvorom sa heparinom. Povezivanjem
katetera preko elektromehanickog pretvarata sa Cardiomax III-TCR wuredajem (9800TCR
Thermodilution Cradiac Output for mice, rats and large subjects, Columbus Instruments, Columbus,
SAD) vrseno je direktno merenje SKP, DKP i FS u unapred definisanim vremenskim tackama: 0 min,
10 min, 15 min, 30 min, 45 min, 1 h,2h,3h,4h, 6 h,8h, 12 hi 24 h (Slika 3.6).

Odmah nakon merenja hemodinamskih parametara, uzorkovana je krv (700 uL) u heparinizovane
tube. Nakon uzimanja uzoraka krvi izdvojena je plazma centrifugiranjem na 4000 rpm tokom 20 min
na 4 °C (Heraeus Megafuge 8R, Thermo Scientific, Masac¢usets, SAD). Uzorci plazme su ¢uvani na -
20 °C do dalje analize. Na kraju ispitivanja pacovi su eutanazirani prekomernom dozom anestetika
(Slika 3.7).

3.4.1.3 Statisticka analiza

Statisticka obrada podataka izvrSena je u softveru za statistiCku analizu IBM SPSS® Statistics 23.0
(Systat Software Inc., San Jose, Kalifornija, SAD). Za poredenje hemodinamskih parametara u
razli¢itim vremenskim tackama u okviru pojedina¢nih eksperimentalnih grupa, primenjena je
jednofaktorska analiza varijanse za ponovljena merenja (engl. One way repeated measures analysis of
variance) sa Bonferroni post hoc testom ukoliko su podaci imali normalnu raspodelu, ili Friedman-ov
test, ukoliko podaci nisu imali normalnu raspodelu sa Wilcoxon Signed-Ranks ukoliko Friedman-ov test
pokaze statisticku znacajnost. Za procenu normalnosti raspodele podataka koris¢en je Shapiro-Wilk-ov
test, koji je pogodan za testiranje normalnosti kad je broj uzoraka manji od 50. Pri tome, ukoliko je p
vrednost testa bila manja od definisanog praga znacajnosti od 0,05, smatrano je da podaci nemaju
normalnu raspodelu, 1 suprotno, ukoliko je p vrednost testa bila veca od 0,05 smatrano je da podaci
imaju normalnu raspodelu. Dvofaktorska meSovita analiza varijanse za ponovljena merenja (engl. Two-
way mixed repeated measures analysis of variance) sa Bonferoni post hoc testom je koriS¢ena za
istovremeno ispitivanje efekata dva faktora (vreme i tretman) na izmerene hemodinamske parametre
kod sve Cetiri eksperimentalne grupe pacova. U sluCaju znacajne interakcije faktora koriscen je test
jednostavnih efekata u dvofaktorskoj meSovitoj analizi varijanse.
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PIK;...; CL/F; 1,2 GastroPlus™softveru
Slika 3.7. Sematski prikaz farmakodinamske i farmakokineti¢ke analize na spontano hipertenzivnim
pacovima (kreirano pomocu BioRender.com)

3.4.1.4  Odredivanje sadriaja propranolola u uzorcima plazme primenom LC-MS/MS
metode

Koncentracija propranolola u plazmi je odredena primenom te¢ne hromatografije spregnute sa
masenom spektrometrijom (LC-MS/MS). Hromatografska analiza je obavljena na te¢nom
hromatografu (ACELLA, Thermo Fisher Scientific Inc., Madison, VI, SAD) u sprezi sa trostrukim
kvadrupolnim masenim detektorom (TSK Quantum Access MAX, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Medison, VI, SAD). Mobilna faza je bila smesa acetonitrila i 10 mM amonijum-formata pripremljena u
0,1% (v/v) mravljoj kiselini (80:20, v/v). Koris¢ena je hromatografska kolona InfinitiLab Poroshell 120
EC-C18, 4,6 x 100 mm; 2,7 mm (Agilent, Santa Klara, Kalifornija, SAD). Temperatura kolone je
podesena na 35 °C, a temperatura autosamplera na 10 °C. Brzina protoka mobilne faze bila je 300
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uL/min, a injekciona zapremina 10 pL. Bisoprolol-fumarat je koris¢en kao interni standard. Analiza je
trajala 4,5 min.

Identifikacija i kvantifikacija propranolol-hidrohlorida i internog standarda je izvedena u rezimu
pozitivnih jona (ESI+). Sledeci prelazi su praceni u rezimu rada sa pracenjem viSestruke reakcije (engl.
Multiple Reaction Monitoring, MRM): m/z (odnos masa/naelektrisanje) 260,2 > 116,2 za propranolol i
m/z 326,2 > 116,1 za bisoprolol. Tokom procesa optimizacije MRM metode dobijeni su sledeci
parametri: napon rasprSivanja 4500 V, temperatura isparivaca 100 °C, omotaC pritisak gasa 40
proizvoljnih jedinica, pritisak gasa za ¢is¢enje jona 0,0 proizvoljnih jedinica, pritisak pomo¢nog gasa
35 proizvoljnih jedinica, temperatura kapilare 350 °C, kapilarni ofset 35 proizvoljnih jedinica, ofset
cevnog sociva 88 proizvoljnih jedinica. Kontrola sistema i prikupljanje podataka vrSeni su pomocu
softvera TSQ Tune i XCalibur.

3.4.15 In vivo ispitivanje farmakokinetike propranolola iz izradenih mukoadhezivnih
farmaceutskih oblika lekova na soju pacova sa urodenom hipertenzijom

Farmakokineti¢ki parametri su izrac¢unati iz pojedina¢nih grafika zavisnosti koncentracije
propranolola u funkciji vremena u plazmi primenom PKPlus™ modula implementiranog u
GastroPlus™ programski paket (verzija 9.8.2 SimulationsPlus Inc., Lancaster, Kalifornija, SAD).
Primenom neprostorne farmakokineti¢ke analize izracunati su slede¢i farmakokineticki parametri
propranolola: maksimalna koncentracija propranolola u plazmi (Cmax), Vreme potrebno za postizanje
maksimalne koncentracije propranolola u plazmi (tmax), povrSine ispod krive koncentracije
propranolola u plazmi (AUCo—: i AUCy-..), ukupni klirens (CI/F) i poluvreme eliminacije propranolola
(ti2). Statistika analiza farmakokineti¢kih parametara je izvrSena primenom programa SPSS® Statistics
23.0 (Systat Software Inc., San Jose, Kalifornija, SAD). Za poredenje farmakokinetickih parametara
propranolola nakon primene intraoralnih i peroralnih formulacija kori$¢en je Studentov t-test za nezavisne
uzorke za parametre ¢ije vrednosti su imale normalnu raspodelu i Mann-Whitney U test, za parametre kod
kojih raspodela nije bila normalna. Razlike su se smatrale statisticki zna¢ajnim ako je p vrednost manja od
0,05.
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3.5 Metode Cetvrte faze eksperimentalnog rada

3.5.1  Razvoj, validacija i primena in silico fizioloSki zasnovanog modela za predvidanje
apsorpcije i dispozicije propranolola iz mukoadhezivnih bukalnih farmaceutskih oblika

Za in silico modelovanje i simulaciju apsorpcije propranolola i procenu uticaja karakteristika
formulacije i vrste farmaceutskog oblika leka na biolosku raspolozivost propranolola nakon intraoralne
i peroralne primene koris¢en je GastroPlus™ programski paket (verzija 9.7.0007, SimulationsPlus Inc.,
SAD). GastroPlus™ programski paket predstavlja kolekciju matemati¢kih modela i korelacija koje se
koriste sa ciljem predvidanja/simulacije apsorpcije lekovitih supstanci primenjenih razli¢itim putevima,
ukljucujuci peroralnu i intraoralnu primenu. U tom pogledu su za in silico modelovanje i simulaciju
apsorpcije propranolola nakon intraoralne i peroralne primene kori$¢eni prostorni model apsorpcije i
tranzita kroz usnu duplju (OCCAT™) i unapreden prostorni model apsorpcije i tranzita (ACAT™)
kroz regione GI trakta.

Primenjeni pristup in silico modelovanja se sastojao iz tri faze. Prva faza je obuhvatila razvoj
propranolol-specifi¢nog fizioloski-zasnovanog modela apsorpcije i dispozicije, druga faza validaciju
tog modela, a trec¢a faza primenu generisanog validiranog modela za predvidanje/simulaciju apsorpcije
propranolola. Ulazni parametri koji su koris¢eni za izgradnju modela propranolola za predvidanje
bioperformansi farmaceutskog oblika leka kod ljudi prikazani su u Tabeli 3.10. Navedeni parametri
obuhvataju biofarmaceutske i farmakokineticke podatke o propranololu koju su preuzeti iz literature ili
in silico odredeni, kao i podaci koji se odnose na farmaceutski oblik leka. Farmakokineti¢ki podaci
propranolola odgovaraju jednoprostornom modelu i preraunati su na osnovu in vivo profila
koncentracije lekovite supstance nakon primene intravenske infuzije [210,211]. Eksperimentalno
odredeni profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz izradenih mukoadhezivnih bukalnih
farmaceutskih oblika lekova korisc¢eni su kao ulazni parametri koji opisuju in vivo rastvaranje lekovite
supstance . Parametri OCCAT™ i ACAT™ modela koji opisuju humanu fiziologiju u uslovima “na
gladno”, podeseni su na podrazumevane (engl. default) vrednosti, izuzev brzine protoka salive.
Podrazumevana vrednost brzine protoka salive prema GastroPlus™ programu je 0,04 mL/min, sto
odgovara uobic¢ajenom protoku u uslovima “mirovanja”, tj. prazne usne duplje. Brzina protoka salive je
optimizovana na vrednost od 0,6 mL/min, §to odgovara stimulisanom protoku salive koji izaziva
prisustvo “stranog tela”, tj. farmaceutskog oblika leka u ustima.

Ulazni podaci specifi¢ni za formulaciju koji opisuju mukoadhezivne bukalne formulacije ukljucuju:
dozu (10 mg i 30 mg), vrstu formulacije - bukalni film (engl. buccal patch), povrSinu odabrane
formulacije, eksperimentalno odredene profile brzine rastvaranja lekovite supstance 1 model oralnog
trazita (“Hold, Rinse & Swallow”). Treba napomenuti da je bukalni film trenutno jedina softverska
opcija koja omogucava unos eksperimentalno odredenog profila brzine rastvaranja lekovite supstance
za farmaceutske oblike lekova koji se apsorbuju u/kroz usnu duplju, te je stoga ova opcija odabrana u
cilju procene in vivo bioperformansi MBT i MBF. Primenom bukalnog filma neoslobodena koli¢ina
lekovite supstance se zadrzava u usnoj duplji, dok se oslobodena/rastvorena koli¢ina lekovite supstance
apsorbuje iz usne duplje ili se proguta i apsorbuje iz Gl trakta. Kao model oralnog tranzita odabran je
“Hold, Rinse & Swallow” model koji podrazumeva zadrzavanje primenjenog farmaceutskog oblika
leka u usnoj duplji odredeni vremenski period bez gutanja, nakon ¢ega se saliva proguta sa odredenom
zapreminom vode. Vreme zadrZavanja salive 1 zapremina vode za ispiranje podeSeni su u skladu sa
prethodno publikovanim podacima koji se odnose na primenu sublingvalnih tableta: 15 minuta vreme
zadrzavanja i 240 mL vode (Tabela 3.11).

PKPIus™ modul, integrisan u okviru programskog paketa GastroPlus™, Kkoris¢en je za
izracunavanje farmakokinetickih parametara, na osnovu in vivo profila koncentracije lekovite supstance
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u plazmi. WebPlotDigitizer (verzija 4.2, [212]) koris¢en je za ocitavanje numerickih podataka sa
grafickih prikaza in vivo profila koncentracije propranolola u plazmi dostupnih u literaturi.

Tabela 3.10. Ulazni parametri za in silico predvidanje apsorpcije i dispozicije propranolola kod ljudi u
GastroPlus™ programu

Parametar Vrednost Referenca
Molekulska masa (baza) 259,34 g/mol [19]

logP 3,22 [213]

pKa (baza) 9,09 [6]

225 mg/mL (pH 1,2; 37 °C)
Rastvorljivost [214]
130 mg/mL (pH 6,8; 37 °C)

GastroPlus™ procenjena vrednost
Difuzioni koeficijent 0,8304 x 10° cm?/s
(na osnovu molekulske mase)

Permeabilnost kroz

-4

humani jejunum, Pet 2,7 x10™ cm/s [215]
Srednje vreme ™

T 900s GastroPlus™" vrednost
precipitacije
Poluprecnik Cestice leka 25 pum GastroPlus™ vrednost
Odnos koncentracije
lekovite supstance u 0,78 [24]
krvi/plazmi
Slobodna frakcija
lekovite supstance u 10% [24]
plazmi
Metabollzma_prvog 62.89% [216]
prolaza kroz jetru
Klirens, CL 0,7 L/h/kg Optimizovana vrednost

Izracunato iz in vivo podataka [211]

Volumen distribucije, Vd 0,493 L/kg Koristeci PKPIus™ modul

Konstanta brzine 11.40 Lih Izracunato iz in vivo podataka [211]
distribucije, k12 ' koriste¢i PKPlus™ modul
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Konstanta brzine 191 L/h Izracunato iz in vivo podataka [211]
distribucije, ko1 ’ koriste¢i PKPIus™ modul
L Izracunato iz in vivo podataka [211]
Poluvreme elimin 71h
olvreme eliminacye 3 koriste¢i PKPlus™ modul
Dodatni parametri za OCCAT ™ model
Primenjeno za sublingvalne tablete
10 mg
[216]
Primenjen ispitivan
30 mg je gza ispitivane
Doza Iekovite supstance mukodhezivne bukaln tablete
Primenjeno za ispitivane
10 mg mukoadhezivne
bukalne tablete i filmove
Zapremina vode za
~aprem 240 m [216]
ispiranje
Brzina protoka salive 0,6 ml/min Optimizovana vrednost
Primenjeno za ispitivane
0.785 cm? mukoadhezivne
bukalne tablete jacine 30 mg
Primenjeno za ispitivane
PovrSina farmaceutskog 0.071 cm? mukoadhezivne
oblika ’
bukalne tablete jacine 10 mg
Primenjeno za ispitivane
1 cm? mukoadhezivne
bukalne filmove

Validacija izgradenog modela je izvrSena poredenjem rezultata simulacija sa farmakokinetickim
podacima iz publikovanih klinickih studija nakon primene porpranolol-hidrohlorida u vidu i.v. infuzije
[210], tableta sa trenutnim oslobadanjem [217] i sublingvalnih tableta [216], a podaci koris¢eni za
validaciju prikazani su u Tabeli 3.11. Navedeni podaci su se odnosili na farmaceutski oblik leka (doza,
trajanje infuzije, koli¢ina vode sa kojom se farmaceutski oblik leka primenjuje), dok su fizioloski
parametri podeSeni na uobicajene vrednosti za populaciju na kojoj je ispitivanje sprovedeno.
Prihvatljivost modela procenjena je izraCunavanjem greSke predvidanja u procentima (engl. percent
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prediction error, PE) izmedu simuliranih i in vivo srednjih vrednosti farmakokinetickih parametara
primenom jednacine 3.8:

PE (%) = (in vivo srednja vrednost - simulirana vrednost) x 100 / in vivo srednja vrednost 3.8

Nakon faze validacije, model za intraoralnu i peroralnu primenu je koriSéen za predvidanje
apsorpcije i dispozicije propranolola nakon primene MBT i MBF, kao i tableta sa trenutnim
oslobadanjem propranolol-hidrohlorida. Kao mukoadhezivni bukalni preparati razmatrani su razliciti
prethodno pripremljeni i ispitani uzorci MBT (Tabele 3.1, 3.8) i uzorci MBF (Tabela 3.9), sa ciljem
procene uticaja sastava formulacije i vrste farmaceutskog oblika leka na stepen i brzinu apsorpcije
propranolola. Svi fiziolosi parametri su podeSeni na uobicajene vrednosti za odraslu osobu telesne mase
70 kg u uslovima “na gladno.

Tabela 3.11. Podaci iz klini¢kih studija koris¢eni za validaciju propranolol-specificnog modela

Farmaceutski oblik  Doza Drugi podaci Referenca

Trajanje infuzije 20 min, prosecna telesna masa [210]

i.v. infuzija 22mg YT
ispitanika 66 kg

Prosec¢na telesna masa ispitanika 64 kg, 18
80mg ispitanika, uzeto sa 150 mL vode, stanje ,na [217]
gladno”

Tabelete sa trenutnim
oslobadanjem

Uzeto sa 240 mL vode 15 minuta nakon
Sublingvalne tablete 10 mg  postavljanja tablete u usta, 20 ispitanika uzrasta [216]
od 18 do 60 godina

Analiza glavnih komponenata (PCA analiza), kao osnovna i najjednostavnija multivarijantna
analiza, je sprovedena kako bi se viSe parametara: udeo rastvorenog i permeiranog propranolol-
hidrohlorida u 30-om, 60-om, 180-om i 360-om minutu, koncentracija PEO, PVA i KB, kao i jaCina
adhezije dovelo u medusobnu korelaciju sa in silico predvidenim vrednostima Cmax | tmax Nakon
primene mukoadhezivnih bukalnih tableta. Takode, PCA analiza je primenjena i kako bi se parametri:
udeo rastvorenog i permeiranog propranolol-hidrohlorida u 30-om, 60-om i 120-om minutu, udeo
HPMC i PEO, zatezna ¢vrstina (TS), procenat izduzenja pri kidanju (EB) i Young-ov modul (YM)
doveli u medusobnu korelaciju sa in silico predvidenim vrednostima Cmax I tmax Nakon primene
mukoadhezivnih bukalnih filmova. Tacnije, cilj PCA analize je bio da se odrede parametri koji imaju
najveéi uticaj na Cmax i tmax. PCA analiza je sprovedena pomocu softvera JMP® (probna verzija 8, SAS
Institute Inc., Keri, Severna Karolina, SAD).
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4.1 Rezultati i diskusija prve faze istraZivanja

411 Fizicko-hemijska i farmaceutsko-tehnoloska karakterizacija mukoadhezivnih
bukalnih tableta i filmova

4.1.1.1 Procena kompatibilnosti lekovite supstance i ekscipijenasa

U cilju procene potencijalnih interakcija izmedu propranolol-hidrohlorida i ostalih komponenti
formulacije dvoslojnih mukoadhezivnih bukalnih tableta izvrsena je FT-IR analiza mukoadhezivne
bukalne tablete formulacije F2 (prisustvo svih polimera u podjednakom udelu) i svih komponenti
formulacije, a dobijeni spektri prikazani su na Slici 4.1. Na FT-IR spektru propranolol-hidrohlorida,
prisutne su sledece karakteristiéne apsorpcione trake koje poti¢u od funkcionalnih grupa prisutnih u
strukturi njegovih molekula: O-H istezanje na 3281 cm™; N-H istezanje na 2968 cm?; C-O-C
istezanje na 1106 cm™; aromaticno C=C istezanje na 1587 cm™; C-O istezanje na 1242 cm™;
simetriéno i asimetri¢no CHs istezanje na 2968 cm™ i 2844 cm, respektivno; simetri¢no i asimetri¢no
CHj istezanje na 1402 cm™ i 1453 cm™, respektivno i apsorpciona traka na 797 cm™ zbog supstituisane
naftalinske grupe [218-220].

Sve karakteristi¢ne trake koje poti¢u od propranolol-hidrohlorida zadrzavaju svoju poziciju u FT-IR
spektru dvoslojne mukoadhezivne bukalne tablete sa propranolol-hidrohloridom. Odsustvo Sirenja i
pomeranja karakteristi¢nih traka propranolol-hidrohlorida u spektru mukoadhezivne bukalne tablete je
potvrda da u formulaciji nije doslo do interakcije usled inkorporiranja lekovite supstance (Slika 4.1).

FT-IR spektri MBT sa propranolol-hidrohloridom, kao i spektri ekscipijenasa koji ¢ine sastav
tableta prikazani su na Slici 4.2. Na FT-IR spektru PEO polimera prikazanom na Slici 4.2 prisutne su
karakteristi¢ne apsorpcione trake na: 3433 cm™ usled O-H istezanja; 1286 cm™ C-O—C asimetri¢no
istezanje i 1094 cm™ C-O-C simetri¢no istezanje; i 2889 cm istezanje alifatske C—H veze [221,222].
FT-IR spektar manitola pokazuje istaknute apsorpcione trake na 3387 cm™ zbog O-H istezanja, 2970
cm? C—H istezanja, i 1076 cm™ C-O istezanja [223]. Karakteristicne apsorpcione trake u FT-IR
spektru silicijum dioksida, koloidnog, se pojavljuje na 470 cm, 800 cm™i 1109 cm™ koji poti¢u od Si—
O-Si istezanja [224,225]. FT-IR spektar magnezijum-stearata pokazuje apsorpcione trake izmedu 2850
i 2916 cm™ usled C-C istezanja. Opsezi apsorpcije izmedu 1464 i 1538 cm™ se takode primec¢uju na
spektru zbog asimetri¢nog istezanja C—O—O veze.

Sve karakteristicne apsorpcione trake koji poticu od propranolol-hidrohlorida zadrzavaju svoje
pozicije u spektru MBT (Slika 4.2). Odsustvo $irenja i pomeranja apsorpcionih traka propranolol-
hidrohlorida u spektru MBT je potvrda da nema znacajnih interakcija izmedu lekovite supstance i
ekscipijenasa u formulaciji MBT.

FT-IR spektri MBF sa propranolol-hidrohloridom, placebo filma, kao i spektri ekscipijenasa koji
gine sastav filmova prikazani su na Slici 4.3. Karakteristicne apsorpcione trake na 3521 cm? (O-H
istezanje); 2877 cm™ (C—H istezanje); 1144, 1096 i 1057 cm™ (pikovi C—-O—C vibracionog istezanja);
1360 i 1342 cm™* (istezanje CH2 grupe) primeéeni su na FT-IR spektru PEO [221]. FT-IR spektar PVA
sadrzao je apsorpcione trake na 3280 cm™ (Siroka traka O-H istezanja), 2925 i 2854 cm? (C-H
istezanje), 1734 i 1704 cm™? (C=0 i C-O istezanje), i 1241 cm™ (istezanje sekundarnog alkohola)
[226]. Karakteristine apsorpcione trake na 3453 cm™ (O-H istezanje), 2925 cm™ (C—H istezanije),
1054 cm™ (jaka traka C-O—C istezanja), 1452 cm™ (asimetri¢no O—CHjs istezanje), 1373 i 1306 cm™
(simetri¢no istezanje O—CHa), i 950 cm™ (istezanje piranoznog prstena) primeéeni su na FT-IR spektru
HPMC [227,228].

FT-IR spektar MBF sa propranolol-hidrohloridom zadrzao je sve karakteristicne apsorpcione trake
propranolol-hidrohlorida, §to implicira da nije bilo interakcija izmedu lekovite supstance i
ekscipijenasa u formulaciji MBF.
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Slika 4.2. FT-IR spektri propranlol-hidrohlorida (PROP); polietilenoksidnog polimera (PEO);
manitola; silicijum-dioksida, koloidnog; magnezijum-stearata (Mg-stearat) i izradene mukoadhezivne
bukalne tablete sa propranolol-hidrohloridom (MBT)
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Slika 4.3. FT-IR spektri  propranolol-hidrohlorida (PROP); polivinilalkohola (PVA),
hidroksipropilmetilceluloze (HPMC), polietilenoksidnog polimera (PEO), propilenglikola (PG) i
izradene placebo formulacije mukoadhezivnog bukalnog filma (MBF placebo) i mukoadhezivnog
bukalnog filma sa propranolol-hidrohloridom (MBF)

4112 Organoleptickih  svojstava vodenih disperzija i placebo formulacija
mukoadhezivnih bukalnih filmova

U Tabeli 4.1 dat je prikaz organoleptickih svojstava vodenih disperzija i izradenih placebo
formulacija mukoadhezivnih filmova.

Na osnovu 21 izradene formulacije filmova, zakljuceno je da je optimalna koncentracija PVA 1,5%
kako bi se dobio kompaktan, ravnomeran film odgovaraju¢e debljine. Za dalju farmaceutsko-
tehnoloSku karakterizaciju odabrane su formulacije sa veéim udelima hidrofilnih polimera PEO 1
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HPMC koje su pokazale kompaktan, homogen, savitljiv film bez oStecenja, koji se lako vadi iz kalupa i
sece. Odabrane su formulacije sa ve¢im udelima hidrofilnih polimera zbog pretpostavke da ¢e takvi
filmovi imati bolja mukoadhezivna svojstva. U tom smislu, za inkorporiranje propranolol-hidrohlorida
I sva dalja ispitivanja odabrane su formulacije F15, F16 i F21, kao najoptimalnije. Fotografije
odabranih filmova prikazane su na Slici 4.4. U daljem tekstu zbog formulacije F15, F16 i F21 su redom
oznacene kao formulacije F1, F2 1 F3

Slika 4.4. Izgled ispitivanih mukoadhezivnih bukalnih filmova formulacije (a) F15, (b) F16 i (c) F21.
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Tabela 4.1. Organolepticka svojstva vodenih disperzija i placebo formulacija mukoadhezivnih bukalnih filmova

Homogenost

Vadenje iz kalupa i

Formulacija . i, Izgled filma .. Savitljivost Krtost
disperzije sefenje
F1 Homogen Homogzr(lj,j(la)ehcaste Lako se vadi i sece Dobra Nije krt
F2 Homogen Homogen,_behcaste Malo se teze vadi iz Dobra Nije krt
boje kalupa, lako se seCe

Nije homogen,

F3 Homogen hrapave povrsine, Lako se vadi i sece Dobra Nije krt
belicaste boje

F4 Homogean HomOg%Icl)’j]gehcaSte Lako se vadi i sece Dobra Nije krt
Nije homogen,

F5 Homogen prisustvo malo Lako se vadi i sece Dobra Nije krt

mehurica, beliCaste
boje

F6 Homogen Nljgvhomoggn, Lako se vadi i seCe Dobra Nije krt

belicaste boje
F7 Homogen, belicaste L ..

Homogen boje Lako se vadi i sece Dobra Nije krt

F8 Homogen Nljgvhomoggn, Lako se vadi i seCe Dobra Nije krt
belicaste boje

F9 Homogen sa Nije homogen, S ..

prisutnim mehuri¢ima belicaste boje Lako se vadi i see Dobra Nije krt

F10 Homogen Nljgvhomoggn, Lako se vadi i sece Dobra Nije krt
belicaste boje

Homogen, prijatan na

F11 Homogen dodir, gladak, Lako se vadi i sede Dobra Nije krt
belicaste boje

F12 Homogen Nije dovoljno Lako se vadi i seCe Dobra Nije krt

homogen, mekan,
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prijatan na dodir,
beliCaste boje

F13

Homogen

Homogen, neZan na
dodir, belicaste boje

Lako se vadi 1 seCe

Dobra

Nije krt

F14

Homogen

Homogen, neZan na
dodir, belicaste boje

Lako se vadi 1 sece

Dobra

Nije krt

F15

Homogen

Homogen, mekan na
dodir, belicaste boje

Lako se vadi 1 seCe

Dobra

Nije krt

F16

Homogen

Homogen, mekan na
dodir, belicaste boje

Lako se vadi 1 sece

Dobra

Nije krt

F17

Homogen

Homogen, deluje
tanko i plasti¢no,
belicaste boje

Lako se vadi 1 sece

Dobra

Nije krt

F18

Homogen

Nehomaogeni,
naborani,deluje tanko
i plasti¢no, beliCaste
boje

Lako se vadi 1 seCe

Dobra

Nije krt

F19

Homogen

Homogen, deluje
tanko na dodir,
belicaste boje

Lako se vadi i sece

Dobra

Nije krt

F20

Homogen

Homogen, deluje
tanko na dodir,
belicaste boje

Lako se vadi 1 seCe

Dobra

Nije krt

F21

Homogen

Homogen, belicaste
boje

Lako se vadi i sece

Dobra

Nije krt
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4.1.1.3 Ispitivanje morfologije povrsine mukoadhezivnih bukalnih filmova

Mikroskopije su mocne analiticke tehnike za proucavanje povrSinske i poprecnog preseka
farmaceutskih oblika lekova tipa filmova na mikrostrukturnom nivou. SEM mikrografije izradenih
MBF sa propranolol-hidrohlridom i odgovarajué¢ih placebo formulacija su predstavljene na
Slikama 4.5-4.7. PovrSina filma je izgledala glatko i kompaktno, bez vidljivih pora, §to sugerise da
su svi sastojci formulacije pomesani i ravnomerno rasporedeni u filmu. SEM mikroskopija je jasno
pokazala prisustvo kristala propranolol-hidrohlorida u veli¢ini od 0,6 - 9 pm.

\ 20KV hK,000. 10pm.

Slika 4.5. SEM mikrografije mukoadhezivnog bukalnog filma sa propranolol-hidrohloridom
(formulacija F1) (1) i odgovarajuce placebo formulacije (2): (a) povrsina filma pri uvecanju 1000x;
(b) povrsina filma pri uvecanju 3000x i (c) poprecni presek filma pri uvecanju 1000x

4 20KV X1,000 - 10pm 3 % 20kv  X4,000) 10pow hy

)
3

20KV X1,000 10um

20kV  X1,000  10pm 20KV X3,000  Spm

Slika 4.6. SEM mikrografije mukoadhezivnog bukalnog filma sa propranolol-hidrohloridom
(formulacija F2) (1) i odgovarajuce placebo formulacije (2): (a) povrSina filma pri uvecanju 1000x;
(b) povrsina filma pri uvecanju 3000x 1 (¢) poprecni presek filma pri uvec¢anju 1000x

Mikrografije ispitivanih uzoraka MBF sa propranolol-hidrohloridom formulacije F2 i
odgovarajucih placebo uzoraka, dobijene pomocu polarizacionog mikroskopa prikazane su na Slici
4.8. Polarizaciona mikroskopija je pokazala ujednacenu povr§inu MBF-a bez pukotina ili Supljina
vazduha sa prisustvom kristala propranolol-hidrohlorida koji su homogeno rasporedeni u
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polimernom matriksu (Slika 4.8-1,2a,1,2b). Polarizaciona mikroskopija kod placebo uzoraka nije
pokazala prisustvo kristalnih regiona polimera (Slika 4.8-3a,3b).

20KV X1,000 10pm

Slika 4.7. SEM mikrografije mukoadhezivnog bukalnog filma sa propranolol-hidrohloridom
(formulacija F3) (1) i odgovarajuce placebo formulacije (2): (a) povrSina filma pri uvecanju 1000x;
(b) povrsina filma pri uvecanju 3000x 1 (c) poprecni presek filma pri uvec¢anju 1000x

Slika 4.8. Mikrografije mukoadhezivnog bukalnog filma sa propranolol-hidrohloridom formulacije
F2 (1); prisustvo kristala propranolol-hidrohlorida (2) i mikrografije placebo uzorka
mukoadhezivnog bukalnog filma (3) pri uvecanju od 4x (a) i 10x (b) snimljene polarizacionim
mikroskopom
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4.1.1.4 Ispitivanje variranja mase i debljine mukoadhezivnih bukalnih tableta

Rezultati ispitivanja uniformnosti mase i debljine ispitivanin MBT prikazani su u Tabeli 4.2.
Masa MBT je varirala u opsegu od 193 mg do 207 mg, ali su svi uzorci zadovoljili farmakopejski
zahtev u pogledu variranja mase, te tako ni jedna MBT nije odstupala za vise od 7,5% od
izraCunate srednje vrednosti mase 20 ispitivanih uzoraka MBT.

Ispitivane MBT su pored uniformnosti mase imale i ujednacenu debljinu ¢ije su vrednosti bile
U opsegu *+ 5% izracunate srednje vrednosti debljine.

4.1.1.5 Ispitivanje ujednacenosti sadriaja propranolol-hidrohlorida u mukoadhezivnim
bukalnim tabletama

Rezultati ispitivanja ujednacenosti sadrzaja propranolol-hidrohlorida u MBT prikazani su u
Tabeli 4.2. Ispitivane MBT su zadovoljile farmakopejski zahtev u pogledu ujednacenosti sadrzaja
lekovite supstance jer je sadrzaj propranolol-hidrohlorida u svakoj MBT pojedina¢no bio u okviru
dozvoljenog intervala od 85-115% od izraCunate srednje vrednosti sadrzaja propranolol-
hidrohlorida.

Ujednacenost mase MBT 1 sadrZaja lekovite supstance u MBT su vaZzne mere kvaliteta ¢vrstih
farmaceutskih oblika. Ujednacenost mase tableta ukazuje na dobru proto¢nost praskova tokom
procesa kompresije, a zajedno sa ujednacenim sadrzajem lekovite supstance obezbeduju da
pacijent uzima odgovarajucu dozu leka. U konkretnom sluc¢aju, MBT su izradivane pojedinac¢no
odmeravanjem tac¢no definisane koli¢ine smeSe praskova koja je potom komprimovana, pa u tom
smislu nije razmatrana proto¢nost praskova, ali je znacajno da je navedeni postupak izrade tablete
obezbedio njihov odgovaraju¢i kvalitet u pogledu sadrzaja lekovite supstance.

4.1.1.6 Ispitivanje friabilnosti i zatezne ¢évrstine mukoadhezivnih bukalnih tableta

Rezultati ispitivanja friabilnosti MBT pokazali su da sve formulacije MBT imaju friabilnost
ispod 1% (Tabela 4.2). Prilikom ovog ispitivanja uoceno je da su tablete o¢uvale svoju slojevitost,
odnosno nije doslo do razdvajanja slojeva tablete.

Prosec¢na sila potrebna za lomljenje MBT je 115 = 6 N, dok je prose¢na izracunata zatezna
Cvrstina iznosila 2,81 = 0,14 MPa (Tabela 4.2). Dobijeni rezultati ukazuju na dobru mehanicku
otpornost izradenih MBT, §to je vazna karakteristika kvaliteta kako u fazama izrade/proizvodnje,
pakovanja i Cuvanja, tako 1 prilikkom primene MBT od strane pacijenta.
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Tabela 4.2. Karakteristike izradenih mukoadhezivnih bukalnih tableta

I_3roj ta_blgta B Sadrzaj Broj o 5 Zatezna
Urorak  Masat (mg) (g, PO R orce imvan lmita | 06) tabletas () SVrstna’
1(()3,263@ mm) | (mg) (85-115%) ’ vlPey

F1 204 + 3 / 2,60 + 0,08 31+138 / 0,20 116 £ 6 2,84 +£0,15
F2 199+ 2 / 2,61+0,05 28+31 / 0,14 114+ 8 2,78 £0,20
F3 203 +4 / 2,61+0,04 30+£22 / 0,15 118+ 8 2,87+0,20
F4 200+4 / 2,60 + 0,04 30+24 / 0,12 113+ 4 2,76 £0,11
FS 199+5 / 2,60+ 0,09 29+15 / 0,16 111+£3 2,71 +0,08
F6 200+5 / 2,61+0,08 30+1,3 / 0,15 117 +6 2,85+0,15
F7 198 + 4 / 2,60 + 0,04 29+138 / 0,24 113+£5 2,77+0,12
F8 198 £ 5 / 2,60 + 0,08 29+0,7 / 0,22 114 +5 2,79+£0,13
F9 201 +4 / 2,61+0,05 30+24 / 0,18 117 +9 2,85+0,22
F10 200+ 3 / 2,6 0+ 0,05 29+16 / 0,18 115+6 2,82+0,14
F11 202+ 3 / 2,61+0,04 30£19 / 0,26 116 £ 7 2,83+0,17
F12 203+ 3 / 2,61+ 0,08 31+138 / 0,24 117 +£5 2,85+0,13
F13 202+4 / 2,61+0,04 29+20 / 0,18 116 £ 4 2,83+0,10
F14 198+ 3 / 2,60 + 0,05 28+2,7 / 0,24 114 +5 2,718 +0,12

2 srednja vrednost = SD (n = 20)
b srednja vrednost + SD (n = 5)

¢ srednja vrednost = SD (n = 20)
d srednja vrednost + SD (n = 10)
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4.1.1.7 Ispitivanje mukoadhezvnih svojstava mukoadhezivnih bukalnih tableta

Izmerene vrednosti maksimalne sile odvajanja (Fmax) bile su 1,67 + 0,38 N (Tabela 4.3).
Primeceno je da mukoadhezivnost zavisi od sastava tablete formulacije. Naime, formulacije koje
sadrze samo KB ili PEO polimer, ili KB u kombinaciji sa PEO i/ili PVA su imale visoke
vrednosti sile odvajanja: F14 (2,26 N) > F8 (2,05 N) > F4 (2,02 N) > F11 (1,96 N) > F12 (1,92
N), dok su formulacije sa visokim sadrzajem PVA (F3, F10 i F6), i formulacija F2 sa
podjednakim sadrzajem svih polimera pokazale nize vrednosti sile odvajanja (Tabela 4.3).
Dobijene Fmax vrednosti su uporedive sa literaturnim podacima za mukoadhezivne bukalne
tablete drugih istrazivackih grupa za za koje su smatra da su dovoljne da obezbede produzeni
kontakt sa bukalnom sluznicom kod kojih su izmerene vrednosti sile odvajanja bile u intervalu od
0,5 do 3,5 N [85,229].

Posto je sastav formulacija varirao prema eksperimentalnom planu koji je dobijen primenom
D-optimalnog eksperimentalnog dizajna, dobijene vrednosti za maksimalnu silu odvajanja su
analizirane primenom statistickog testa ANOVA. Na taj nacin je dobijena jednacina 4.1 u
kodiranom obliku, a statisticki parametri dobijenog modela su prikazani u Tabeli 4.3.

Fmax (N) = 1,43A + 1,24B + 2,22C 4.1

gde A predstavlja koncentraciju PEO polimera, B koncentraciju PVA i C koncentraciju KB.

Tabela 4.3. Vrednosti maksimalne sile odvajanja (Fmax) i Statisti¢ki parametri linearnog modela
za tu zavisnu varijablu dobijeni ANOVA testom

Formulacija F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
Frmax 1,67 1,03 1,24 2,02 1,45 1,17 1,44
Formulacija F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14
Frmax 2.05 1,70 1,54 1,96 1,92 1,42 2,26
Model SS DF MS F P R?

vednost  vrednost

Linearan 0,78 2 0,39 437 0,0472 0,4926

Vrednosti p manje od 0,05 ukazuju na to da su ¢lanovi modela bili znacajni. Iz dobijene
jednacine se vidi na silu mukoadhezije znacajno uticu vrsta i koli¢ina odabranih polimera.
Pozitivan predznak ispred koeficijenata ispitivanih faktora ukazuje da sila odvajanja raste sa
povecanjem koncentracije odabranih polimera. Na osnovu vrednosti koeficijenta moze se
zakljuciti da koncentracija CB ima najve¢i uticaj na silu odvajanja, slede koncentracija PEO
polimera i na kraju koncentracija PVA. Uocena visoka sila odvajanja za MBT sa CB je u skladu
sa publikacijom Madsena i sar. [230]. Karbomeri poseduju visoku gustinu dostupnih grupa koje
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formiraju vodoni¢nu vezu, pa mogu da stupe u jace veze sa glikoproteinima mucina. Karboksilne
grupe u strukturi CB-a su odgovorne za snazno vezivanje za oligosaharidne lance mucina usled
stvaranja vodoni¢nih veza [231]. PEO polimeri imaju dugo lan¢anu linearnu strukturu koja im
omogucava da formiraju snaznu meduprozimajué¢u mrezu sa oligosaharidnim lancima mucina.
Poznato je da sposobnost adhezije PEO zavisi od molekulske mase PEO polimera. In vitro test
mukoadhezije je pokazao da se maksimalna adhezija javlja u slu¢aju PEO polimera prosecne
molekulske mase 4x10°, a da dalje poveéanje molekulske mase ovog polimera dovodi do
smanjenja adhezije [232,233]. Optimalna molekulska masa PEO polimera za postizanje dovoljnih
mukoadhezivnih Kkarakteristika je oko 4x108 g/mol [234]. Zakljuduje se da i vrsta polimera i
njegova koncentracija imaju izrazen uticaj na silu odvajanja, a medu ispitivanim formulacijama
MBT, MBT sa karbomerom se izdvajaju kao tablete sa najve¢om jacinom mukoadhezije.

4.1.1.8 Ispitivanje brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih
bukalnih tableta

Profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz izradenih dvoslojnih MBT i
komercijalnih tableta sa trenutnim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida prikazani su na Slici
4.9. Najveca brzina rastvaranja propranolol-hidrohlorida je postignuta iz komercijalnih tableta sa
trenutnim oslobadanjem. Ovakvi rezultati se oc¢ekuju zbog visoke rastvorljivosti propranolol-
hidrohlorida i brze dezintegracije komercijalne formulacije tableta.

U slucaju izradenih MBT uoceno je da se iz formulacije F13, koja sadrzi 70% PVA, postize
najbrze rastvaranje propranolol-hidrohlorida medu ispitivanim MBT, sa 37% propranolol-
hidrohlorida rastvorenog nakon pola sata i vise od 90% nakon 60 minuta ispitivanja. Nasuprot
tome, iz MBT koje sadrze visok udeo PEO polimera (formulacija F12) se nakon 30 minuta
oslobodilo samo 20% propranolol-hidrohlorida i priblizno 38% nakon 60 minuta. Na kraju
ispitivanja, posle 360 minuta, najveci udeo rastvorenog propranolol-hidrohlorida je postignut iz
formulacija F6, F12, F13 (100,3 £ 1,06%; 97,51 £ 1,74%; 108 + 1,60%, respektivno). Najsporija
brzina rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz izradenih MBT bila je primeéena u slucaju
formulacije F8 gde se samo 38% propranolol-hidrohlorida oslobodilo tokom 6 sati ispitivanja.

Efekat nezavisnih varijabli (udeo koris¢enih polimera) i njihovih interakcija na zavisne
varijable - koli¢inu rastvorenog propranolol-hidrohlorida nakon 30 min , 60 min, 180 min i 360
min (Y3omin, Yeomin, Y 180min, Y360min) ispitani su statisticki testom ANOVA kroz metodologiju D-
optimalnog eksperimentalnog dizajna smese (Tabela 4.4). 1zbor zavisnih varijabli je zasnovan na
pokrivanju vremenskog trajanja ispitivanja brzine rastvaranja lekovite supstance.

Jednacine 4.2-4.5 koje opisuju zavisnost izmedu ispitivanih zavisnih i nezavisnih varijabli,
dobijene primenom ANOVA testa, su prikazane u svom kodiranom obliku:

Y 3omin = 20,02A + 36,20B + 7,04C-54,32AB-28,22 AC-50,13BC 4.2
Yeomin = 37,75A + 89,16B + 11,47C-135,50AB-53,45AC-148,12BC 4.3
Y 180min = 75,53A + 94,40B + 27,01C-88,98AB-114,17AC-78,43BC 4.4
Y 360min = 87,91A + 96,11B + 39,40C -57,63AB — 126,94AC - 35,81BC 4.5
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Slika 4.9. In vitro profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz izradenih

mukoadhezivnih bukalnih tableta i komercijalnih tableta sa trenutnim oslobadanjem propranolol-
hidrohlorida

ANOVA analiza je pokazala da brzina rastvaranja propranolol-hidrohlorida zavisi od
koncentracije odabranih polimera, kao i od njihovih interakcija (Tabela 4.4). Generisani
kvadratni modeli za procenat rastvorenog propranolol-hidrohlorida je znacajan, sa visokim
vrednostima za R? i prilagoden R? (Ys3omin: 0,9764; 0,9617; Yeomin: 0,9631; 0,9400; Y 1gomin:
0,9611; 0,9368; Y3eomin: 0,9393; 0,9014; respektivno), sto potvrduje da su Cetiri zavisne varijable
dobro opisane predlozenim modelima. Ispitivanje je otkrilo da sve ispitivane nezavisne varijable
znacajno uti¢u na oslobadanje propranolol-hidrohlorida iz izradenih formulacija MBT slede¢im
redosledom: PVA (B) > PEO (A) > CB (C). Pored toga, primecene su znacajne interakcije
izmedu ovih faktora (PEO/PVA (AB); PEO/CB (AC); PVA/CB (BC); PEO/PVA/CB (ABC)).
Dobijeni rezultati ukazuju da je vazno pazljivo birati koli¢inu svakog mukoadhezivnog polimera
zbog njihovog znacajnog uticaja (ukljucujuéi uticaj interakcija polimera) na brzinu rastvaranja
propranolol-hidrohlorida.
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Tabela 4.4. Statisti¢ki parametri kvadratnog modela za zavisne varijable - koli¢ina rastvorenog
propranolol-hidrohlorida nakon 30 min (Y3omin), 60 min (Yeomin), 180 min (Y1gomin) 1 360 min
(Y3somin), dobijeni ANOVA testom

VZa?\ljlgglaa zvor SS DE MS Vregnost Vrec?nost
Model 903,01 5 180,60 6631  <0,0001
ﬁé‘:ﬁgﬁ; ;f;‘j‘iiB .o 51373 2 256,86 9431  <0,000

Yaomn AR 184,28 1 18428 6766  <0,000
AC 54,87 1 54,87 2015  0,0020
BC 184,87 1 18487 6787  <0,000
Model 6103,84 5 123877 41,76 <0,0001
ﬁéﬁgﬁ ;?;‘fiB s 341926 2 1709,63 57,63 < 0,000
Yeomn AR 1146,60 1 1146,60 38,65  0,0003
AC 196,78 1 196,78 6,63 0,0328
BC 1613,91 1 161301 5440  <0,000
Model 5866,58 5 117332 3951  <0,0001
Il;g:ﬁg‘r']‘; ;?;eiiB o 423647 2 211823 7134  <0,000
Yisomin AR 494,47 1 494,47 16,65 0,0035
AC 897,86 1 897,86 3024 0,006
BC 452,54 1 45254 1524 0,045
Model 5089,40 5 1117,88 2476 0,0001
ﬁ;ﬁgﬁl ;?;eiimc 3792,85 2 1896,43 46,13  <0,000
Yseomin AR 207,40 1 207,40 5,05 0,0549
AC 1109,98 1 1109,98 27,00  0,0008
BC 94,36 1 94,36 2,30 0,0168

Nakon §to je model dobijen, izvrSena je procena prediktivne moci dobijenog modela. Za ovo,
softveru su zadati Zeljene karakreristike/izlazi. U cilju postizanja usporenog (modifikovanog)
oslobadanja lekovite supstance, postavljene su sledece karakteristike: minimalna koli¢ina
propranolol-hidrohlorida oslobodena nakon 30, 45, 60 i 90 minuta i potpuno oslobodena nakon
360 min, kao 1 najveca sila mukoadhezije. Na osnovu zadatih karakteristika, program je predloZio

dve formulacije (Fmpl i Fmp2) ¢iji je sastav prikazan u Tabeli 4.5.
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Tabela 4.5. Sastav formulacija mukoadhezivnih bukalnih tableta za procenu mo¢i predvidanja

Formulacija

Sastav (mg)

Fmp1 F mp2
Propranolol-hidrohlorid 30 30
Polietilen oksidni polimer 42 42
Polivinilalkohol 3 22
Karbomer 25 6
Etilceluloza 100 100
Ukupno 200 200

U Tabeli 4.6 prikazane su eksperimentalno dobijene i in silico predvidene vrednosti udela
rastvorenog propranolol-hidrohlorida iz izradenih optimizovanih formulacija MBT, kao i
vrednosti mukoadhezivne sile. Eksperimentalno dobijeni i predvideni profili brzine rastvaranja
propranolol-hidrohlorida uporedeni su izraCunavanjem faktora sli¢nosti f2, kao i izraCunavanjem
koeficijenta korelacije (R?). Na osnovu dobijenih vrednosti za faktor sli¢nosti za FO1 (f2=93) i
FO2 (f2=67) zakljuCuje se da se predvideni i eksperimentalno dobijeni profili brzine rastvaranja
propranolol-hidrohlorida medusobno sli¢ni. Takode, visoke vrednosti R? od 0,9994 za Fup: i
0,9953 za Fmp2, ukazuju na odli¢nu korelaciju izmedu predvidenih i eksperimentalno dobijenh
vrednosti udela rastvorenog propranolol-hidrohlorida. Izracunata greska predvidanja za
mukoadhezivnu silu kod Fmp1 i Fump2 je bila niska (5,63; 3,60, respektivno), sto podrzava dalju
primenu razvijenih modela.

Table 4.6. Eksperimentalno dobijene i predvidene vrednosti udela rastvorenog propranolol-
hidrohlorida iz formulacija mukoadhezivnih bukalnih tableta i sila odvajanja

Udeo rastvorenog propranolol-hidrohlorida (%0)
Fmp1 Fmp2
Vreme (minuti) — —
Eksperimentalna In SI,“CO Eksperimentalna In SI_“CO
predvidena predvidena
vrednost vrednost

vrednost vrednost

30 6,54 7,14 9,75 11,12

45 9,46 9,2 13,25 15,82

60 11,78 11,72 17,39 21,58
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90 16,49 16,76 28,43 30,47
360 46,22 48,19 79,05 70,94
f2 93,27 67,37
R? 0,9994 0,9953
Sila odvajanja (N) 1,60 1,69 1,39 1,44
Greska predvidanja (%) 5,63 3,60
4119 Poredenje profila brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz

mukoadhezivnih bukalnih tableta model - zavisnom i model - nezavisnom analizom

Kako bi se ispitao mehanizam oslobadanja propranolol-hidrohlorida iz izradenih dvoslojnih
MBT, primenjeni su Higuchi, Peppas-Sahlin i Korsmeyer-Peppas modeli. U cilju peredenja sa
tabletama sa trenutnim oslobadanjem, ispitana je kinetika oslobadanja komercijalnih tableta sa
trenutnim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida (Propranolol®, Galenika ad, Srbija). Kineticki
parametri dobijeni primenom ovih matematickih modela na krive oslobadanja propranolol-
hidrohlorida iz MBT prikzani su u Tabeli 4.7. Na osnovu dobijenih rezultata zakljucuje se da su
profili brzine rastvaranja najbolje opisani Peppas-Sahlin modelom jer su kod ovog modela
uodene najvece vrednosti koeficijenta korelacije R? (izmedu 0,959 i 0,997) i najmanje AIC
vrednosti, izuzev formulacije F13 koja sadrzi visoki udeo PVA. To znac¢i da se propranolol-
hidrohlorid dominantno oslobada anomalnim mehanizmom transporta koji predstavlja
kombinaciju mehanizama Fick-ove difuzije i tip 1l transporta (erozije).

Sto se ti¢e nagina oslobadanja propranolol-hidrohlorida iz komercijalnih tableta, propranolol-
hidrohlorid se brzo oslobada, tj. nije prisutno modifikovano oslobadanja propranolol-hidrohlorida
(Slika 4.9). Eksponent oslobadanja n u Korsmeyer-Peppas modelu ukazuje na mehanizam
oslobadanja lekovite supstance. Iz dobijenih vrednosti za difuzioni eksponent n (Tabela 4.7)
moze se zakljuCiti da se propranolol-hidrohlorid iz izradenih MBT osloboda kombinovanim
mehanizmom erozije i difuzije. Vrednosti n su bile izmedu 0,61 i 0,9 izuzev formulacije F13 (n =
0,39) koja sadrzi visoki udeo PVA, a kod koje se propranolol-hidrohlorid oslobodio
mehanizmom Fick-ove difuzije.
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Table 4.7. Kineticki parametri procesa oslobadanja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih tableta
dobijeni primenom razli¢itih matematickih modela

Higuchi model Peppas—Sahlin model Korsmeyer-Peppas model
Formulacija

Kn R? AlIC Kr/|KF| m R? AlC Kip n R? AlIC

F1 4,00 0,915 81 1,19 0,350 0,997 42 0,92 0,77 0,996 45
F2 2,42 0,904 72 0,81 0,344 0,996 33 0,46 0,81 0,997 34
F3 4,34 0,961 72 0,74 0,208 0,990 53 1,48 0,70 0,993 55
F4 1,98 0,907 66 2,65 0,377 0,995 31 0,48 0,76 0,992 39
F5 2,32 0,909 70 0,81 0,337 0,997 29 0,43 0,81 0,997 25
F6 5,20 0,951 80 0,75 0,121 0,968 70 1,26 0,75 0,931 77
F7 2,91 0,937 70 0,80 0,286 0,995 50 0,79 0,74 0,996 32
F8 1,81 0,937 58 3,58 0,359 0,996 25 0,63 0,69 0,993 29
F9 2,92 0,881 79 0,81 0,366 0,985 52 0,57 0,80 0,977 55
F10 3,17 0,904 78 0,64 0,307 0,990 49 0,60 0,81 0,990 47
F11 2,87 0,878 80 0,53 0,314 0,989 48 0,34 0,90 0,989 47
F12 5,45 0,970 73 0,88 0,057 0,959 71 2,75 0,61 0,933 75
F13 7,35 0,711 104 0,06 0,048 0,803 89 1252 0,39 0,428 95
F14 2,07 0,879 71 0,09 0,538 0,992 37 0,57 0,73 0,962 53
\/Srr:(;jr?(J)zt / 0,903 75 / / 0,975 48 / / 0,939 51

Kk, kr/Kr, kxp - konstante brzine rastvaranja odgovaraju¢ih modela m - difuzioni eksponent za farmaceutski oblik bilo koje geometrije
koji pokazuje kontrolisano oslobadanje lekovite supstance

n - difuzioni eksponent koji ukazuje na mehanizam oslobadanja lekovite supstance

R? - koeficijent korelacije

AIC - Akaikeov informacioni kriterijum
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Kako se Peppas-Sahlin model pokazao kao najpogodniji za podatke brzine rastvaranja
lekovite supstance, dalje je analiziran uticaj udela polimera (nezavisne varijable) na dobijene
kineticke parametre Peppas—Sahlin modela (zavisne varijable) primenom softvera Design-
Expert®. Rezultati su pokazali da kubni model najbolje opisuje uticaj nezavisnih na zavisne
varijable: kr, ke, m. Za kr su dobijeni statisti¢ki parametri p = 0,0032; R? = 0,9969; prilagodeni R?
=0,9900; za ke p = 0,0032; R% = 0,9969; prilagodeni R?=0,9900 i za m p = 0,0091; R?= 0,9953;
prilagodeni R? = 0,9847. Nakon 3to je odabran matematicki model, primenom ANOVA testa
isklju¢eni su parametri koji nisu bili statisticki znacajni (p > 0,05). Na taj nacin su dobijeni
redukovani matematicki modeli, odnosno finalne jednacine 4.6-4.8 za zavisne varijable: kr, ke, m.

kr = 2,812-PEO + 1289,423-PVA - 1,415-CB - 37,724-PEO-PVA - 38,019 -PVA-CB +
0,788-PEO-PVA.CB + 0,431-PEO-PVA-(PEO-PVA) - 0,486-PVA-CB-(PVA-CB) 4.6

kr=-3,289-PEO - 1289,792-PVA + 1,4112.CB + 37,735-PEO-PVA + 38,028-PVA-CB -
0,788-PEO-PVA-CB - 0,431-PEO-PVA-(PEO-PVA) + 0,486-PVA-CB-(PVA-CB) 4.7

m = 0,069-PEO - 2,20897E-003-PVA + 0,529-CB + 0,343-PEO-PVA + 0,218-PEO-CB +
0,267-PVA-CB + 1,681-PEO-PVA.CB + 1.267-PVA.CB:(PVA-CB) 4.8

IskljuCivanjem odredenih parametara utiCe se na poboljSanje vrednosti predvidenog i
prilagodenog koeficijenta korelacije, kao i na znacajnost primene tog modela.

Sto je veéi koficijent uz nezavisnu varijablu to je njen uticaj na vrednost zavisne varijable
veci. Predznak ispred koeficijenta ukazuje da li je efekat pozitivan ili mozda negativan. Tako su
kod procene uticaja polimera i njihovih interakcija na kr najveéi pozitivan efekat pokazali udeo
PVA i interakcije PVA i PEO i PVA i CB, koje su ispoljile negativni efekat. U slucaju kr
situacija je potpuno suprotna. Najveéi negativan efekat pokazao je udeo PVA, do su interakcije
PVA 1 PEO 1 PVA i CB ispoljile najve¢i pozitivan efekat. U slu€aju difuzionog koeficijenta m
najveéi pozitivni efekat su pokazali udeo CB i interakcije PEO, PVA i CB i PVA-CB:(PVA-
CB). .
U Tabeli 4.8 prikazane su izracunate vrednosti faktora faktora sli¢nosti za profile brzine
rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz MBT (F1-F14) i tableta sa trenutnim oslobadanjem
propranolol-hidrohlorida (F15).

Na osnovu izracunatih vrednosti faktora sli¢nosti prikazanih u Tabeli 4.8, moze se zakljuciti
da se profil brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz formulacije F15 i F13 razlikuju od svih
ostalih profila brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida. To su formulacije iz kojih se postize
najbrze oslobadanje lekovite supstance, a ¢iji profili odgovaraju trenutnom oslobadanju. Dobijeni
razultati ukazuju da su profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz formulacija F2, F4,
F5, F8, F14 medusobno sli¢ni. Takode, medusobno sli¢ne profile imaju formulacije F7, F9, F10 1
F11; formulacije F1 i F3; kao i formulacije F6 i F12.
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Tabela 4.8. Poredenje profila brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih tableta (F1-F14) i komercijalnih tableta sa
trenutnim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida (F15) izracunavanjem faktora sli¢nosti (f2)

f2 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12 F13 F14 F15
F1 / 38 64 33 37 43 46 31 46 52 46 39 17 34 11
F2 38 / 34 65 91 26 64 58 61 54 63 25 12 70 7
F3 64 34 / 30 33 51 41 28 41 45 40 45 20 31 12
F4 33 65 30 / 70 23 50 81 49 44 50 22 10 84 6
F5 37 91 33 70 / 26 60 61 58 51 59 24 11 75 7
F6 43 26 51 23 26 / 30 22 31 33 30 66 23 24 15
F7 46 64 41 50 60 30 / 46 76 71 78 28 14 52 8
F8 31 58 28 81 61 22 46 / 45 41 46 21 10 71 6
F9 46 61 41 49 58 31 76 45 / 76 87 28 13 51 8
F10 52 54 45 44 51 33 71 41 76 / 73 30 14 46 9
F11 46 63 40 50 59 30 78 46 87 73 / 28 13 52 8
F12 39 25 45 22 24 66 28 21 28 30 28 / 26 22 17
F13 17 12 20 10 11 23 14 10 13 14 13 26 / 10 29
F14 34 70 31 84 75 24 52 71 51 46 52 22 10 / 6
F15 11 7 12 6 7 15 8 6 8 9 8 17 29 6 /

|:| profili se smatraju slicnim
|:| profili se medusobno razlikuju
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4.1.1.10 Ispitivanje brzine permeacije propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih
bukalnih tableta

Ispitivanje permeacije propranolol-hidrohlorida je izvedeno kako bi se procenio moguci uticaj
faktora formulacije na permeaciju propranolol-hidrohlorida kroz vestatku membranu. Drugim
reCima, ova ispitivanje je omogucilo da se ispita u kojoj meri faktori formulacije uti¢u na
permeaciju propranolol-hidrohlorida zbog toga S$to propranolol-hidrohlorid pripada grupi |
Biofarmaceutikog sistema klasifikacije. U ovom slu¢aju, moguce razlike u profilima permeacije
propranolola ukazivale bi na uticaj faktora formulacije - koncentracije i vrste polimera.

Rezultati in vitro ispitivanja brzine permeacije propranolol-hidrohlorida iz izradenih MBT
prikazani su na Slici 4.10. Na osnovu njih zakljuCuje se da se najveli stepen permeacije
propranolola ostvaruje iz formulacije F13 (sadrzi najveci udeo PVA) koja je istovremeno pokazala i
najbrze rastvaranje propranolol-hidrohlorida. Najnizi stepen permeacije propranolola primecen je
kod formulacije F14 (sadrzi najve¢i udeo CB). Rezultati ispitivanja permeacije bili su u dobroj
korelaciji sa rezultatima koji su dobijeni u ispitivanjima brzine rastvaranja lekovite supstance.
Drugim re¢ima, $to je brze oslobadanje lekovite supstance, to je veca brzina permeacije lekovite
supstance kada je supstanca visoko rastvorljiva poput propranolol-hidrolorida. Ovo je naznaéeno
visokim vrednostima koeficijenata korelacije (R?) izmedu udela rastvarene i permeirane lekovite
supstance, koje su se kretale izmedu 0,9052 i 0,9936. Formulacija F13 je odstupila od ovog opsega
(R? = 0,6432), §to se moze objasniti Einjenicom da je F13 jedina formulacija sa trenutnim
oslobadanjem, pa je brzina rastvaranja lekovite supstance znatno veéa nego brzina permeacije
propranolola.
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Slika 4.10. In vitro profili brzine permeacije propranolola iz mukoadhezivnih bukalnih tableta.

Efekti ispitivanih faktora formulacije i njihovih interakcija na koli¢inu permeiranog
propranolola posle 180 min (Y 1gomin), kao i njihova statisticka znacajnost, procenjeni su korisé¢enjem
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statistiCkog testa ANOVA. Reprezentativna kona¢na jednacina 4.9, dobijena za zavisnu varijablu
Y 180min, prikazana je u nastavku u svom kodiranom obliku:

Y 180min = 22,06A + 32,52B - 36,74C - 86,07AB - 80,88AC - 91,62BC 4.9

Generisani kvadratni model za obim permeacije propranolola je zna¢ajan, a visoke vrednosti R?
i prilagodenog R? ukazuju da je Yigomin dobro opisan predlozenim modelom (0,9854; 0,9623;
respektivno). 1z jednacine 4.9 se moze videti da na obim permeacije propranolola zna¢ajno uti¢u tri
odabrana polimera (A, B, C), interakcija izmedu PEO i CB (AC) i PVA i CB (BC). Pomenute
znaCajne interakcije utiC¢u na smanjenje obima permeacije propranolola, na $ta ukazuje negativni
predznak ispred koeficijenata interakcija. Na osnovu vrednosti koeficijenata, moze se zakljuciti da
je interakcija PVA i CB pokazala najveci efekat na obim permeacije propranolola, nakon ¢ega sledi
PEO i CB interakcija, zatim koncentracija CB, koncentracija PVA i, na kraju, koncentracija PEO
polimera. Drugim re¢ima, ovo implicira da ako se udeo CB poveca, procenat permeiranog leka ¢e
se smanjiti, kao i njegova brzina oslobadanja, jer je to polimer koji je prisutan u obe uocene
negativne interakcije. To je, istovremeno, polimer koji ima najveci pozitivni efekat na silu
mukoadhezije MBT. Zbog toga je vazna optimizacija farmaceutskog oblika leka kako bi on
zadovoljio ciljni profil kvaliteta proizvoda.
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4.2 Rezultati i diskusija druge faze istrazivanja

421 Ispitivanje variranja mase mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova i
ujednacenosti sadriaja propranolol-hidrohlorida u mukoadhezivnim bukalnim
tabletama i filmovima

Rezultati ispitivanja uniformnosti mase MBT i MBF i sadrzaja lekovite supstance kao kriti¢nih
atributa kvaliteta mukoadhezivnih bukalnih farmaceutskih oblika lekova prikazani su u Tabeli 4.9.
Uzorci MBT su zadovoljili farmakopejski zahtev u pogledu variranja mase, jer nijedna pojedinac¢na
masa MBT nije odstupala za vise od 10% od izracunate srednje vrednosti mase 20 ispitivanih
uzoraka tableta. I ispitivani uzorci MBF su takode zadovoljili farmakopejski zahtev (Ph. Eur. 11.0,
poglavlje 2.9.5) u pogledu variranja mase filmova, pri primeni Kriterijuma koje je namenjeno za
ispitivanje malih tableta, u nedostatku priznatih kriterijuma za oralne filmove. Tako nijedna
pojedina¢na masa MBF nije odstupala za vise od 10% izraunate srednje vrednosti mase 20
ispitivanih uzoraka filmova.

Sadrzaj propranolol-hidrohlorida je dobro korelirao sa procenjenim teorijskim sadrzajem od 10
mg (Tabela 4.9). Ispitivane MBT i MBF su zadovoljili farmakopejski zahtev u pogledu
ujednacéenosti sadrzaja propranolol-hidrohlorida jer je sadrzaj propranolol-hidrohlorida u svakoj
MBT, odnosno MBF pojedina¢no bio u okviru dozvoljenog intervala 85-115% od srednje vrednosti
sadrzaja.

Tabela 4.9. Kriti¢ni atributi kvaliteta izradenih mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova

Brc_)j Sadrzaj Brc_)j
Farmaceutski tableta/filmova propranolol- tableta/filmova
: Uzorak  Masa (mg)? izvan limita : : izvan limita
oblik hidrohlorida
b
(90-110%) (mg) (85-115%)
F1__ 25901 +0,716 / 8692 + 0,466 /
Mukoadhezivne ) 15 . 0 588 / 9,361 + 0,604 /
bukalne tablete
F3 25594 + 0,464 / 9.743 + 0,666 /
Mukoadhezivmi  FL 48,523 £ 3,003 / 10,746 + 0,679 /
bukalni filmovi 5 51 277 + 3053 / 10,576 + 0,498 /
1x1lcm F3  49.925+2115 / 10,378 + 0,618 /

2 srednja vrednost = SD (n = 20)
b srednja vrednost + SD (n = 10)

4.2.2  Ispitivanje friabilnosti i zetezne ¢vrstine mukoadhezivnih bukalnih tableta
Najznacajnija mehanicka svojstva mukoadhezivnih bukalnih tableta su zatezna c¢vrstina i

friabilnost, tj. otpornost tableta na habanje, koji su prepoznati kao fizic¢ki atributi kvaliteta MBT.
Friabilnost MBT je procenjena u skladu sa preporukama Ph. Eur. 11, pri ¢emu je farmakopejski
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prihvatljiva vrednost za gubitak mase nakon okretanja u bunju 1%. Ispitivane MBT su zadovoljile
ovaj farmakopejski zahtev, a odredena friabilnost je bila je 0,22% (F1); 0,37% (F2) 1 0,24% (F3).

Izmerena vrednost otpornosti na lomljenje MBT je bila 50,4 £ 14,91 N (F1); 53,16 + 13,3 N
(F2) i 48,16 £ 6,37 N (F3). Na osnovu izmerene otpornosti na lomljenje i debljine MBT (4 mm)
izraCunata je zatezna Cvrstina izradenih MBT. Zatezna ¢vrstina MBT je bila 2,67 = 0,79 MPa (F1);
2,82 = 0,71 MPa (F2) i 2,55 %= 0,34 MPa (F3). Pozeljne vrednosti zatezne ¢vrstine za tablete su
izmedu 1,7 i 2 MPa kako bi se spreéila oSteCenja tableta prouzrokovana proizvodnim procesom,
transportom i cuvanjem farmaceutskog preparata, ali se Cesto tezi vrednostima iznad 2 MPa kako bi
se obezbedila robusnost farmaceutskog preparata [109,235].

4.2.3  Ispitivanje mehanickih svojstava mukoadhezivnih bukalnih filmova

Jedan od izazova pri razvoju novih (mukoadhezivnih) formulacija filmova je nedostatak
uspostavljenih i uskladenih metoda za odredivanje mehanicke Cvrstine i drugih kriti¢nih atributa
filmova. Ne postoji pravi odgovor na to kolika bi trebalo da bude zatezna ¢vrstina ili izduZenje pri
kidanju bukalnog filma. Evropska farmakopeja navodi da je potrebno preduzeti mere ,,kako bi se
osiguralo da mukoadhezivne bukalne tablete ili bukalni filmovi poseduju odgovarajucu mehanicku
¢vrstocu kako bi se odupreli rukovanju bez krunjenja ili lomljenja“ bez navodenja bilo kakvih daljih
numeri¢kih vrednosti ili metoda za njihovo dobijanje [5].

Mehanicka svojstva filmova procenjena su odredivanjem zatezne Cvrstine, izduzenja pri kidanju
i Young-ovog modula elasti¢nosti. Ova tri parametra predstavljaju fizicke atribute kvaliteta MBF
koji su izraCunati na osnovu dobijene krive odnosa napon-deformacija (engl. stress-strain) i sila-
pomeraj (engl. force-distance).

Mehanicka ¢vrstina je jedan od kriti¢nih atributa kvaliteta mukoadhezivnih bukalnih filmova i
znaCajna je kako zbog procesa izrade i pakovanja, tako i tokom upotrebe od strane pacijenta.
Mukoadhezivni bukalni filmovi moraju biti fleksibilni i dovoljno ¢vrsti da ne puknu i ne raspadnu
se. Medutim, ni prevelika fleksibilnost nije pozeljna jer moze izazvati raspadanje i gubitak fizickog
oblika. Kada su u pitanju MBF, nema definisanih preporucenih vrednosti za zateznu Cvrstinu,
izduzenje pri kidanju i Young-ov modul elasti¢nosti. Podaci iz literature sugerisu da je pozeljno da
MBF imaju relativno visoku zateznu ¢vrstinu (2 MPa i vise) i izduzenje pri kidanju (10% i vise od
toga), a nizak Young-ov modul elasti¢nosti (ne veée od 400 MPa) [55,236].

Rezultati ispitivanja zatezne Cvrstine, izduzenja pri kidanju i Young-ovog modula elasti¢nosti
MBF kao fizi¢kih atributa kvaliteta prikazani su na Slici 4.11. Svi ispitivani filmovi bili su dovoljno
mehanicki otporni i lako su se skidali sa staklene povrSine bez oSteCenja §to je dovoljno za
mehani¢ke manipulacije. Dobijeni podaci jasno pokazuju da se inkorporiranjem propranolol-
hidrohlorida u filmove smanjila njihovu zatezna ¢vrstina. Ovaj rezultat se objasnjava ¢injenicom da
Cestice ugradene u polimerni film ometaju kontinuitet matrice polimera koji formira film, Sto
dovodi do smanjenja zatezne Cvrstine filma [237]. Prisustvo propranolol-hidrohlorid sa udelom od
20% m/m imao je znacajan uticaj na smanjenje izduzenja pri prekidu, pa se moze zakljuéiti da je
dodavanje lekovite supstance smanjilo fleksibilnost i elasti¢nost filmova u sve tri formulacije
filmova. IzduZzenje pri kidanju filmova sa lekovitom supstancom iznosilo je izmedu 70% i 200%.
Ovako visoke vrednosti ukazuju na to da su filmovi elasti¢ni i fleksibilni. Visoka fleksibilnost i
elasticnost filma moze biti korisna u pogledu palatabilnih svojstava povezanih sa bukalnom
primenom. Svi filmovi su pokazali niske vrednosti Young-ovog modula elasti¢nosti, u rasponu od
30 MPa do 80 MPa, §to ukazuje da filmovi nisu lomljivi i pokazuju visoku otpornost na
deformacije. Inkorporiranje propranolol-hidrohlorida je smanjilo Young-ov modul elasti¢nosti,
izuzev u sluc¢aju formulacije F1. Smanjenje Young-ovog modula elasti¢nosti ukazuje da je doslo do
smanjenja cvrstine 1 Kkrutosti filma. Izradeni MBF poseduju Vvisoke vrednosti zatezne Cvrstine,
izrazenu elongaciju i niske vrednosti Young-ovog modula elasti¢nosti, tako da su formirani
fleksibilni filmovi, laki za nanoSenje i rukovanje, kao i fizicki stabilni.
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Dobijeni rezultati mehanickih karakteristika filmova su u skladu sa podacima iz literature za
MBF razli¢itog sastava [106,236,238,239]. Pripremljeni MBF imaju prihvatljiva mehanicka
svojstva za bukalnu isporuku lekovite supstance, posebno sa aspekta dovoljne ¢vrstine, elasti¢nosti i
fleksibilnosti.

Literaturni podaci koji se odnose na mehanicka svojstva komercijalno dostupnih oralno-
disperzibilnih filmova odredenih testom punkcije pokazuju da takve formulacije imaju punkcionu
&vrstina (engl. puncture strength) u intervalu od 0,08 + 0,01 do 0,40 + 0,09 N/mm? i izduZenje pri
kidanju 1,03 = 0,21% do 6,54 + 0,89% [55]. Pretpostavlja se da proizvodi koji se prometuju imaju
prihvatljiva mehanicka svojstva, §to su autori ove publikacije potvrdili kroz rukovanje bez
oSte¢enja. Moze se zakljuciti da oralni filmovi mogu imati niZze vrednosti izbuzenja pri kidanju i
punkcione Cvrstine. Ipak, treba ista¢i da bukalni filmovi imaju drugaciji vid primene te da je
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(prianje, gutanje) bez rizika za odvajanje bukalnog filma.
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Slika 4.11. Fizi¢ki atributi kvaliteta mukoadhezivnih bukalnih filmova (placebo formulacije
filmova: Flp, F2p, F3p i flmovi sa propranolol-hidrohloridom: F1, F2 i F3): (a) kombinovani prikaz
zatezne ¢vrstine 1 Young-ovog modula elastic¢nosti; (b) kombinovani prikaz izduzenja pri kidanju i
Young-ovog modula elasti¢nosti.

4.2.4  Ispitivanje stepena bubrenja mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova

Mukoadhezivni polietilenoksidni polimer koji je odabran za formulaciju MBT odlikuje se
sposobnos¢u apsorbovanja vode i visokim stepenom bubrenja koje ne zavisi od pH vrednosti i
jonske jacine [240]. Stepen bubrenja izradenih MBT i MBF prikazan je na Slici 4.12. Za sve tri
formulacije MBT na bazi hidrofilnog polimera PEO ispitana je sposobnost apsorpcije medijuma,
izrazeno kao stepen bubrenja ili stepen apsorpcije medijuma. Tako su nakon 30 minuta bubrenja u
vestackoj salivi, sve tri formulacije MBT apsorbovale su vise od 100% vestacke salive (racunato u
odnosu na pocetnu masu tablete). Zbog prelaska hidrofilnih polimera u gelirano stanje tokom
bubrenja, doslo je do postepene erozije tableta. Nakon 90 min ispitivanja, erozija je imala prednost
u odnosu na bubrenje. Nakon 90 min bubrenja, najveci stepen apsorpcije vestacke salive (390,27%)
odreden je u uzorcima formulisanim sa 35% PEO (F3). Postoji tendencija da formulacija sa viSom
koncentracijom hidrofilnih polimera ima vecu sposobnost apsorbovanja medijuma. Kapacitet
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formulacije da apsorbuje medijum je vazan parametar polimernih farmaceutskih oblika koji treba
posebno razmotriti u slu¢aju modifikovanog oslobadanja lekovite supstance na/kroz povrSinu
sluznice. Osim toga, proces adhezije na sluznicu nastaje ubrzo nakon bubrenja i zavisi od stepenu
hidratacije [241].
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Slika 4.12. Stepen bubrenja izradenih (a) mukoadhezivnih bukalnih tableta i (b) mukoadhezivnih
bukalnih filmova
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4.25 Ispitivanje mukoadhezivnih svojstava mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova

Sila odvajanja, odnosno jafina vezivanja je kriti¢ni atribut kvaliteta mukoadhezivnih
farmaceutskih oblika lekova. Mukoadhezivna svojstva izradenih MBT i MBF su procenjena
merenjem sile odvajanja (sile pri kojoj dolazi do razdavajanja veze izmedu mukoadhezivnog
bukalnog farmaceutskog oblika leka i diska mucina, odnosno disperzije mucina) na analizatoru
teksture (Slika 3.2 i 3.5) i izraGunavanjem jacine vezivanja.

Sila odvajanja za bukalne tablete sa 35% PEO (F3) polimera od diska mucina bila je 832 + 160
mN. U slucaju bukalnih tableta sa 25% PEO (F2) polimera, izmerena sila adhezije je iznosila 680 £
53 mN, dok je za bukalne tablete sa 15% PEO (F1) polimera izmerena sila iznosila 567 + 50 mN.
Na osnovu izmerenih vrednosti sile odvajanja, primenom jednacine 1.7, odredena je jaine
vezivanja za izradene tri formulacije MBT: (F3 2940 + 570 mN/cm?; F2: 2410 + 190 mN/cm?; F1:
2010 + 180 mN/cm?). Jadina vezivanja uzima u obzir dimenzije tableta, pa se ovaj parametar moze
koristiti za predenje mukoadhezije izmedu farmaceutskih oblika razliCitih dimenzija. Moze se
primetiti da se sa povecanjem sadrzaja polimera u formulaciji povecava i stepen hidratacije i broj
linearnih lanaca koji formiraju jaku medusobno proZimanje mrezu sa mucinom, uglavnom zbog
formiranja slabih veza i Van der Walsovih sile, vodoni¢nih veza ili elektrostatickih interakcija
[242]. Ovi rezultati su u skladu sa ranijom publikacijom koja je pokazala superiornost PEO
polimera u odnosu na HPMC polimere u pogledu mukoadhezivnih svojstava bukalnih tableta sa
usporenim oslobadanjem lekovite supstance [243]. ANOVA ukazuje da izmedu ove tri formulacije
MBT postoji statisticki znacajna razlika u izmerenoj sili adhezije (F(2,13) = 8,003; p = 0,007).
Bonferroni post hoc test je pokazao da postoji statisticki znacajna razlika izmedu F1 i F3 (p =
0,006), dok izmedu F1 i F2 (p = 0,412), i F2 i F3 (p = 0,162) nije primecéena statisticki znacajna
razlika u sili adhezije.

JaCina vezivanja izmedu MBF formulacije F1 sa propranolol-hidrohloridom i disperzije mucina
iznosila je 821 + 121 mN/cm?; 876 + 105 mN/cm? za formulaciju F2, i 657 + 130 mN/cm? za
formulaciju F3. U slucaju placebo filmova F1, F2 i F3, odredene ja¢ine vezivanja su bile 937 + 124
mN/cm?; 956 + 55 mN/cm?; i 831 + 113 mN/cm? respektivno. U ovom sluéaju, inkorporiranje
lekovite supstance u film dovelo je do smanjenja mukoadhezivnosti, ali treba napomenuti da je
uticaj razlicitih vrsta i koncentracija lekovitih supstanci na mukoadhezijuju tesko predvidljiv [199].
Uoceno smanjenje sile adhezije bilo je izmedu 8% (F2) i 20% (F3). MBF formulacije F2 sa
najve¢im sadrzajem PEO polimera (3,5%) pokazao je najve¢u silu adhezije, odnosno jaéinu
vezivanja, a time i najbolja mukoadhezivna svojstva, dok je formulacija F3 sa najveé¢im sadrzajem
HPMC pokazala najmanju silu adhezije.

Na osnovu rezultata zakljuCuje se da koncentracija PEO polimera pozitivno uti¢e na silu
odvajanja, odnosno jaéinu vezivanja farmaceutskog oblika leka. Tako sa poveéanjem udela PEO
polimera u formulaciji farmaceutskog oblika dolazi do porasta sile adhezije. 1zmerene vrednosti
jacine vezivanja bile su vecée u slu¢aju MBT u poredenju sa MBF, $to je najverovatnije posledica
merenja sile adhezije za razli¢ite vrste supstrata bukalne sluzokoze.

4.2.6 Ispitivanje brzine rastvaranja i permeacije propranolol-hidrohlorida iz
mukoadhezivnih bukalnih tableta

Profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz MBT koje sadrze razliCite udele
mukoadhezivnog polimera prikazani su na Slici 4.13 kao srednje vrednosti sa standardnom
devijacijom. Posle 30 min, priblizno 75% propranolol-hidrohlorida je oslobodeno iz formulacije F1,
dok se 45% oslobodilo iz formulacije F2 i 30% iz formulacije F3. Nakon 60 min ispitivanja 50%
propranolol-hidrohlorida se oslobodilo iz formulacije 3, dok se za isto vreme oslobodilo oko 98% iz
formulacije F2 i oko 75% propranolol-hidrohlorida iz formulacije F3. Kompletno oslobadanje
propranolol-hidrohlorida iz formulacije F1, koja sadrzi najnizi odabrani udeo mukoadhezivnog
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polimera, postignuto je nakon 90 min ispitivanja. Sa poveéanjem sadrzaja PEO polimera u
formulaciji, oslobadanje propranolol-hidrohlorida je bilo sporije. Tako se kompletno oslobadanje
leka iz formulacije F2 postiglo nakon 120 min, odnosno 180 min u slu¢aju formulacije F3.

Poredenje dobijenih profila brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida izraGunavanjem faktora
sli¢nosti (f2) je pokazalo da se profili brzine rastvaranja lekovite supstance za formulacije F1 i F2 (f2
=39), F1i F3 (f2 = 27) i F2 i F3 (f2 = 42) medusobno razlikuju. Ovaj rezultat se moze objasniti
uticajem koncentracije PEO polimera koji se koristi kao mukoadhezivna supstanca, ali i kao
supstanca koja kontroliSe brzinu oslobadanja lekovite supstance.
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Slika 4.13. Profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih
tableta formulacija F1-F3

Uporednom analizom podataka se moZe zakljuciti da je brzina rastvaranja propranolol-
hidrohlorida iz MBT obrnuto srazmerna stepenu bubrenja, pa su tako MBT sa 15% m/m PEO
polimera (F1) apsorbovale najmanju koli¢inu vode i najbrze oslobodile propranolol-hidrohlorid.
Formulacije sa ve¢im udelom PEO polimera (F2 i F3) sporuje bubre, apsorbuju veéu koli¢inu vode,
Sto sve zajedno dovodi do usporavanja brzine rastvaranja prorpanolol-hidrohlorida.

Profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz MBT analizirani su primenom razli¢itih
matematickih modela u cilju boljeg razumevanja mehanizama oslobadanja lekovite supstance.
Primenjeni su slede¢i modeli: Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Peppas—Sahlin i kinetika prvog reda.
IzraCunati parametri kinetike brzine oslobadanja propranolol-hidrohlorida iz MBF prikazani su u
Tabeli 4.10.

Visoke vrednosti R? i najnize AIC vrednosti ukazuju da su profili brzine rastvaranja
propranolol-hidrohlorida iz MBT nasli najbolje slaganje sa Peppas-Sahlin modelom, $to znaci da
oslobadanju lekovite supstance doprinose procesi difuzije i erozije. Ovakav zakljucak ide u prilog
teorijskom objasnjenju da kod hidrofilnih matriks sistema preovladuje bimodalno oslobadanje, koje
kombinuje procese difuzije i erozije.
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Table 4.10. Kineti¢ki parametri procesa oslobadanja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih
bukalnih tableta dobijeni primenom razli¢itih matematickih modela

Matemati¢ki modeli i Formulacija
njegovi parametri F1 F2 F3
K 10,470 9,067 7,174
Higuchi R? 0,817 0,982 0,958
AIC 70,316 50,083 55,375
KR/|KF| 0,049 0,026 0,195
Peppas- m 0,45 0,45 0,45
Sahlin R? 0,081 0,080 0,095
AIC 53,975 54,991 39,346
Kip 17,114 8,337 3,329
e n 0,426 0,528 0,668
Peppas R?2 0,737 0,976 0,995
AIC 75,589 54,582 38,650
k 0,061 0,027 0,012
Kinetik
netika R? 0,968 0,971 0,976
prvog reda
AIC 54,629 54,612 50,460

In vitro ispitivanje permeacije propranolol-hidrohlorida omogucilo je da se proceni u kojoj meri
sadrzaj polimera, kao faktor formulacije, uti¢e na permeaciju propranolol-hidrohlorida. Profili
brzine permeacije propranolol-hidrohlorida iz izradenih MBT su prikazani na Slici 4.14. Uocava se
da je najveci stepen permeacije propranolol-hidrohlorida postignut iz formulacije F1, koja
istovremeno pokazala najbrze rastvaranje lekovite supstance, dok je najnizi stepen permeacije
propranolol-hidrohlorida postignut iz formulacije F3, koja je pokazala najsporije rastvaranje
propranolol-hidrohlorida. U sluc¢aju visoko rastvoriljive lekovite supstance poput propranolol-
hidrohlorida, razlika u brzini permeacije propranolol-hidrohlorida je posledica uticaja koncentracije
mukoadhezivni polimera.
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Slika 4.14. Profili brzine permeacije propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih
tableta formulacija F1-F3

Za dalja in vivo ispitivanja na eksperimentalnim zivotinjama odabrane su MBT formulacije F2,
iz kojih se postize srednja brzina rastvaranja i permeacije propranolol-hidrohlorida, a koje su
pokazale visoku silu odvajanja, odnosno ja¢inu adhezije.

4.2.7 lspitivanje brzine rastvaranja i permeacije propranolol-hidrohlorida iz
mukoadhezivnih bukalnih filmova

Rezultati ispitivanja in vitro brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih
bukalnih filmova, prikazani su na Slici 4.15 kao srednje vrednosti procenta rastvorene lekovite
supstance u jedinici vremena. Ova in vitro metoda ispitivanja je vazna za karakterizaciju
performansi farmaceutskog oblika leka jer moze da pruziti uvid u in vivo performanse leka.
Koli¢ina oslobodenog propranolol-hidrohlorida iz sve tri ispitivane formulacije MBF bila je preko
80% nakon 60 minuta ispitivanja. Celokupna koli¢ina propranolol-hidrohlorida se oslobodila za 120
minuta. Na osnovu izracunatih vrednosti faktora sli¢nosti (f2), zakljucuje se da su profili brzine
rastvaranja iz formulacija F1i F2 (f2=64), F1 i F3 (f2=62), i F2 i F3 (f2 = 78) medusobno sli¢ni.
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Slika 4.15. Profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih
filmova formulacija F1-F3

Rezultati ispitivanja brzine permeacije propranolol-hidrohlorida prikazani su na Slici 4.16 kao
srednje vrednosti procenta permeirane lekovite supstance u jedinici vremena. Moze se zakljuditi da
je najveci obim permeiranog propranolol-hidrohlorida postignut iz formulacije F1 (vise od 45% u
toku 240 minuta), koja je pokazala i najvecu brzinu oslobadanja propranolol-hidrohlorida, dok je
najmanji obim permeiranog propranolola postignut iz formulacije F3 (oko 40% u toku 240 minuta)
koji je imao najsporiju brzinu rastvaranja propranolol hidrohlorida. Male razlike primeéene u
profilima brzine permeacije su posledica uticaja faktora formulacije - koncentracije polimera, dok
rastvorljivost propranolol-hidrohlorida nije ograni¢avajuci faktor za permeaciju jer spada u klasu 1
lekovitih supstanci prema BSK koju odlikuju visoka rastvorljivost i visoka permeabilnost [6].

Profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz MBF analizirani su primenom razli¢itih
matematickih modela u cilju boljeg razumevanja mehanizama oslobadanja lekovite supstance.
Primenjeni su slede¢i modeli: Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Peppas—Sahlin i kinetika prvog reda.
IzraCunati parametri kinetike brzine oslobadanja propranolol-hidrohlorida iz MBF prikazani su u
Tabeli 4.11.

Table 4.11. Kinetic¢ki parametri procesa oslobadanja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih
bukalnih filmova dobijeni primenom razli¢itih matematickih modela

Matematic¢ki modeli i Formulacija
njegovi parametri F1 F2 F3
Kn 9,416 9,138 9,042
Higuchi R? 0,929 0,955 0,973
AIC 78,345 73,459 66,982
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KRI[KF] 0,017 0,012 0,009
ER m 0,450 0,450 0,450
Sahlin R? 0,042 0,952 0,071
AIC 80,058 78,460 72,004

ke 9,388 6,644 8,620

Korsmeyer- n 0,511 0,549 0,524
Peppas R? 0,019 0,925 0,061
AIC 81,849 81,243 73,396

K 0,035 0,028 0,024

pfv'ggt:':;‘a R? 0,993 0,992 0,993
AIC 53,549 55,151 52,500

Najvece vrednosti R? i najmanje AIC vrednosti prikazane u Tabeli 4.11 ukazuju da su profili
brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz MBF nasli najbolje slaganje sa kinetikom prvog reda,
Sto zna¢i da promena koncentracije u toku vremena zavisi samo od koncentracije lekovite
supstance. Losije uklapanje profila brzine oslobadanja leka u Higuchi, Peppas-Sahlin i Korsmeyer-
Peppas modele, pokazano je kroz nize vrednosti R?i vise AIC vrednosti .
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—a—F]

20 4 - [2

Permeirani propranolol-hidrohlorid (%)

0 30 60 90 120 150 180 210 240

Vreme (min)

Slika 4.16. Profili brzine permeacije propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih
filmova formulacija F1-F3
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Dobijene visoke vrednosti koeficijenata korelacije (R?), od 0,9738 do 0,9881, ukazuju na
relativno dobru linearnu zavisnost izmedu koli¢ine rastvorenog i permeiranog propranolol-
hidrohlorida (Slika 4.17). U tom smislu mozemo zakljuCiti da se sa povecanjem koliine
oslobodenog propranolol-hidrohlorida povecéava koli¢ina permeiranog propranolol-hidrohlorida.

40

~ 120 - F1 _ F2
s E‘S 120
£ 100 4 PO g 100 .
E »” E
= 801 . = 80
—cll e '-é
= e -
2 60 4 o 2 60 -
z * R*=0.9777 z R= 09738
§ 40 4 ’// i 40
g 204 e s 20
g |« £
& 0 . : , = [ 2 T T T :
0 10 20 30 40 30 0 10 20 30
Permeirani propranolol-hidrohlorid (%) Permeirani propranolol-hidrohlorid (%)
_ A F3
£ 120 A
= s
g 100 A o *
£ .
g . p
3 80 4 3/,/
= 9/’/
= - e ) .
g 07 7 R2= 09881
= Ed
/
2 40
— d
.E /./
5 20 - /’/
E -
g 9

10 20 40

30

Permeirani propranolol-hidrohlorid (%)

Slika 4.17. Korelacija izmedu koli¢ine rastvorenog i permeiranog propranolol-hidrohlorida
iz mukoadhezivnih buklanih filmova formulacija F1-F3

Na osnovu analize kriti¢nih atributa kvaliteta gotovog proizvoda (sadrzaj lekovite supstance,
ujednaCenost sadrzaja lekovite supstance, zatezna Cvrstina, izduzenje pri kidanju, Young-ovog
modula elasti¢nosti, ja¢ine adhezije i profil brzine rastvaranja i permeacije) MBF formulacije F2
odabran je za dalja in vivo ispitivanja koja su sprovedena na spontano hipertenzivnim pacovima
(SHR) Okamoto-Aoki soja. Rezultati pokazuju da je MBF formulacije F2 zadovoljio farmakopejski
zahtev u pogledu sadrzaja i ujednacenosti sadrzaja lekovite supstance, pokazao najbolja
mukoadhezivna 1 mehanicka svojstva - najveca vrednost sile adhezije, zatezne Cvrstine 1 izduzenja
pri kidanju, ¢iji je profil oslobadanja slican ostalim ispitivanim formulacijama MBF.

U cilju poredenja i lakSeg sagledavanja dobijenih profila brzine rastvaranja propranolol-
hidrohlorida iz MBT i MBF, profili su zbirno prikazani na Slici 4.18, dok su izracunati faktori
slicnosti sumirani u Tabeli 4.12. Crvenom bojom prikazani su profili brzine rastvaranja
mukoadhezivnih bukalnih formulacija koje su ukljucene u dalja in vivo ispitivanja na sponatano
hipertenzivnim pacovima. Profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz formulacija MBT
F2 i MBF F2 su sli¢ni (f2 = 64, Tabela 4.12).
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Slika 4.18. Profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih
tableta (MBT) i filmova (MBF) formulacija F1-F3

Tabela 4.12. Poredenje profila brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih
bukalnih tableta (MBT) i mukoadhezivnih bukalnih filmova (MBF) formulacija F1-F3
izraCunavanjem faktora sli¢nosti (f2)

f2 FIMBT F2MBT F3MBT F1MBF F2MBF F3MBF
F1 MBT / 37 24 47 40 40
F2 MBT 37 / 40 51 64 69
F3 MBT 24 40 / 32 36 38
F1 MBF 47 51 32 / 64 62
F2 MBF 40 64 36 64 / 78
F3 MBF 40 69 38 62 78 /

I:I profili se smatraju slicnim
profili se medusobno razlikuju
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4.3 Rezultati i diskusija trece faze istrazivanja

4.3.1  Farmakokineti¢ka i farmakodinamska studija primene MBT i MBF sa propranolol-
hidrohloridom na soju pacova sa urodenom hipertenzijom

Vrednosti sistolnog krvnog pritiska (SKP), dijastolnog krvnog pritiska (DKP) i frekvence
src¢anih kontrakcija (FS) kod sve Cetiri eksperimentalne grupe pacova u svim vremanskim tackama
su prikazane na Slikama 4.19-4.22. Jednofaktorska ANOVA za ponovljena merenja je pokazala da
u kontrolnoj grupi ne postoji statistCki znacajna razlika izmedu hemodinamskih parametara
registrovanih u pocetnim i ostalim vremenskim tackama (Slika 4.19). Ovo pokazuje da upotreba
anestetika nembutala nije uticala na vrednosti krvnog pritiska i FS 1 potvrduje njegovu primenjivost
u ovom eksperimentalnom modelu.
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Slika 4.19. Sistemski hemodinamski parametri u kontrolnoj grupi spontano hipertenzivnih pacova:
sistolni krvni pritisak (SKP) (A), dijastolni krvni pritisak (DKP) (B) i frekvenca sréanih kontrakcija
(FS) (C). Prikazane su srednje vrednosti sa standardnom devijacijom (n = 6)

Tretman tabletom sa trenutnim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida doveo je do statisticki
znac¢ajnog smanjenja SKP (p = 0,042) i DKP (p = 0,001), u odnosu na pocetnu vremensku tacku,
ve¢ nakon 10-0g minuta ispitivanja (Slika 4.20A,B). Uoceno smanjenje SKP i DKP u odnosu na
pocetnu vremensku tacku bilo je 17% 1 25%, respektivno, ali kratkotrajno jer u narednim
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vremenskim tac¢kama znacajnog smanjenja krvnog pritiska nije bilo (Slika 4.20A,B). Takode, u ovoj
grupi pacova primeceno je statisticki znacajno smanjenje FS u poredenju sa nultom vremenskom
tackom pocevsi od 10-og min pa sve do 12-og sata ispitivanja (Slika 4.20C). Smanjenje FS je bilo
izmedu 16% i 45%, a najvece smanjenje vrednosi FS od 45% primeceno je u 3. i 4. satu ispitivanja.
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Slika 4.20. Sistemski hemodinamski parametri u grupi spontano hipertenzivnih pacova tretiranih
tabletama sa trenutnim oslobadanjem 10 mg propranolol-hidrohlorida: sistolni krvni pritisak (SKP)
(A), dijastolni krvni pritisak (DKP) (B) 1 frekvenca sr€anih kontrakcija (FS) (C). Prikazane su
srednje vrednosti sa standardnom devijacijom (n = 6)

U grupi pacova koji su bili na tretmanu MBT (Slika 4.21A), u 4-om satu ispitivanja, primeceno
je statisticki znacajno smanjenje vrednosti SKP od 20% (p = 0,002) u odnosu na njegovu pocetnu
vrednost. Smanjenje SKP bilo je izmedu 7% i 20%. Takode, statisticki znacajno smanjenje
vrednosti DKP u odnosu na pocetnu vrednost je primeéeno u 1-om (29%), 2-om (28%) i 4-om
(30%) satu ispitivanja (Slika 4.21B). Smanjenje DKP bilo je izmedu 11% i 30%. U ovoj grupi,
znacajno smanjenje FS u odnosu na njegovu pocetnu vrednost bilo je primec¢eno je u 10-om minutu
I odrzalo se sve do 12-og sata ispitivanja (Slika 4.21C). Uoceno smanjenje FS je bilo izmedu 13% i
44%, dok je najvece smanjenje od 44% i 43% primeceno u 3. i 4-om satu ispitivanja, respektivno.
Izrazeno smanjenje FS (27-44%) se odrzalo od 30-0g minuta do 12-o0g sata ispitivanja.
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Slika 4.21. Sistemski hemodinamski parametri u grupi spontano hipertenzivnih pacova tretiranih
mukoadhezivnim bukalnim tabletama sa 10 mg propranolol-hidrohlorida: sistolni krvni pritisak
(SKP) (A), dijastolni krvni pritisak (SKP) (B) i frekvenca sréanih kontrakcija (FS) (C). Prikazane su
srednje vrednosti sa standardnom devijacijom (n = 6)

Kod pacova koji su bili na tretmanu MBF, u 3-em satu ispitivanja, primeceno je statisticki
znacajno smanjenje vrednosti SKP (13%, p = 0,041) u odnosu na njegovu pocetnu vrednost (Slika
4.22A). Smanjenje vrednosti SKP bilo je izmedu 4% i 19%. Takode, statisticki znac¢ajno smanjenje
DKP je prime¢eno u 45-om minutu i odrzalo se do 6-0g sata ispitivanja (Slika 4.22B), a opseg
smanjenja vrednosti DKP je bio izmedu 21% i 33%. Kao i u prethodnoj grupi, efekat propranolol-
hidrohlorida je bio najizrazeniji u pogledu uticaja na smanjenje FS. Statisticki znacajno smanjenje
je primeéeno u 10-om minutu i odrzalo se do 12-og sata ispitivanja (Slika 4.22C). Uoceno
smanjenje FS je bilo izmedu 16% i 51%, dok je najvece smanjenje od 51% primeceno u 2-om i 8-
om satu ispitivanja. Izrazeno smanjenje FS (28-51%) se odrzalo od 30-og minuta do 12-og sata
ispitivanja.

135



A 250 p-004l 250 - 250 250
-  —] I
009 1 200 A I 200 I I 2004 1
G @ ) g .
5 5 5 5
E: 150 % 150 E 150 g -
£ g £ el
& 100 4 B 100 1 & 100 : 100
7 7 7 @
50 50 A 50 30
0 0 0 0
0 016 075 0 025 2 8 0 05 4 12 0 1 6 24
Vreme (h) Vreme (h) Vreme (h) Vreme (h)
B p=0,029 = 0.046 ~0.041 p=0,028
160 7 —————— p=0.042 160 4  PTUL30 180 p=o 180 7 —— p=0.027
— —
— " —
140 160
120 140
%“ 100 4 g 120
z £ 100
g 80 g
= & 80
= [
! . o
é 60 2
40 40
20 20
0 0
0 006 075 3 0 0725 2 8 0 0.5 4 12 0 1 6 24
Vreme (h) Vreme (h) Vreme (h) Vreme (h)
C p=0014 p=0028 p< 0,001 ,
— p=0001 — p=0.027 —— p=0.001 p=0,002
— p<0.001 — T p=0.028 —— p=0001 —— p=0.001
450 1 | —— 450 | 450 | —— 500 4
400 4 —1— 400 {1 400 T 450 4
5 g g 400 4 —1 J‘
350 4 T 350 350 .
2 300 4 2 300 2 300 2 301
< g - 2 300 4
5 250 4 5 250 5 250 § 2‘::: |
2 200 4 2 200 4 2 200 S 50 ]
E 150 4 ﬁ 150 ﬁ 150 ﬁ ;;” ]
100 100 100 100
50 4 50 50 50 4
0 0 0 0
0 016 0,75 3 0 0,25 2 8 0 0,5 4 12 0 1 0 24
Vreme (h) Vreme (h) Vreme (h) Vreme (h)

Slika 4.22. Sistemski hemodinamski parametri u grupi spontano hipertenzivnih pacova tretiranih
mukoadhezivnim bukalnim filmovima sa 10 mg propranolol-hidrohlorida: sistolni krvni pritisak
(SKP) (A), dijastolni krvni pritisak (SKP) (B) i frekvenca sréanih kontrakcija (FS) (C). Prikazane su
srednje vrednosti sa standardnom devijacijom (n = 6).

Da bi se istovremeno procenile sve Cetiri eksperimentalne grupe pacova zajedno, primenjena je
dvofaktorska mesSovita ANOVA koja analizira efekat dva faktora - tretmana (faktor izmedu grupa) i
vremena (faktor unutar grupa) na izmerene hemodinamske parametre (Slika 4.23-4.25).

U slucaju FS, uocen je znacajan glavni efekat vremena i tretmana, kao i znacajan efekat
interakcija ovih faktora u svim vremenskim ta¢kama (p < 0,001, 0,426 < np? < 0,881, Tabela 4.13,
Slika 4.23). Ova analiza je pokazala da je u poredenju sa kontrolnom grupom, tretman
mukoadhezivnim bukalnim filmom znacajno smanjio FS pocevsi od 10-0g minuta pa sve do 12-og
sata ispitivanja, dok je tretman mukoadhezivnom bukalnom tabletom znacajno smanjio FS od 15-0g
minuta pa do 12-og sata ispitivanja. Dalja analiza ovih interakcijskih efekata je pokazala da je
tretman tabletom sa trenutnim oslobadanjem propranolol-hidrohloridom u poredenju sa kontrolnom
grupom, znacajno smanjio vrednosti FS samo do 8-og sata ispitivanja (Tabela 4.14, Slika 4.23).
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Dalje, ova analiza je pokazala da je u poredenju sa tabletom sa trenutnim oslobadanjem
propranolol-hidrohlorida, mukoadhezivni bukalni film postigao znacajno nize vrednosti FS u 8-om i
12-om satu ispitivanja (p = 0,002 i p = 0,021, respektivno, Tabela 4.14). Tableta sa trenutnim
oslobadanjem propranolol-hidrohlorida je u poredenju sa mukoadhezivnom bukalnom tabletom i
filmom jedino dovela do veceg smanjenja FS u 10-om minutu (p = 0,002, Tabela 4.14). Analiza
jednostavnih efekata nije pokazala statisticki znacajnu razliku u vrednostima FS izmedu tretmana

MBF i MBT.
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Slika 4.23. Frekvenca sréanih kontrakcija (FS) kod &etiri grupe spontano hipertenzivnih pacova:
kontrolna grupa pacova, pacovi tretirani tabletom sa trenutnim oslobadanjem 10 mg propranolol-
hidrohlorida, pacovi tretirani mukoadhezivnom bukalnom tabletom sa 10 mg propranolol-
hidrohlorida i pacovi tretirani mukoadhezivnim bukalnim filmom sa 10 mg propranolol-
hidrohlorida. Prikazane su srednje vrednosti (n = 6). * p < 0,05 vs. kontrolna grupa pacova; * p <
0,05 vs. pacovi tretirani tabletom sa trenutnim oslobadanjem
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Tabela 4.13. Dvofaktorska mesovita ANOVA za frekvencu sréanih kontrakcija kod &etiri eksperimentalne podgrupe

PR PE iZI:;‘:Z;E;T:;;,S lijr?tj:r‘;itfi’jzaftﬁ:)ra SS DF MS vediost vrecI:)nost ne’
Vreme: 0 h; 0,16 h; 0,75 h; 3h 292688,03 3 97562,68 148,23 0,000 0,881
I Tretman 115417,28 3 38472,43 30,44 0,000 0,820
Vreme i Tretman 61479,09 9 6831,01 10,38 0,000 0,609
Vreme: 0 h; 0,25 h;2h; 8 h 243371,61 3 81123,87 63,29 0,000 0,760
I Tretman 171073,28 3 57024,43 23,74 0,000 0,781
Vreme i Tretman 57183,09 9 6353,68 4,96 0,000 0,426
Vreme: 0 h; 0,5h;4h; 12 h 233956,70 3 7798557 90,68 0,000 0,819
1 Tretman 185873,28 3 61957,76 31,21 0,000 0,824
Vreme i Tretman 97568,76 9 10840,97 12,60 0,000 0,654
Vreme: 0 h; 1 h;6h; 24 h 354011,78 3 118003,93 133,67 0,000 0,870
v Tretman 58937,28 3 1964576 14,83 0,000 0,690
Vreme i Tretman 71308,26 9 7923,14 8,97 0,000 0,574
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Tabela 4.14. Test jednostavnih efekata za frekvencu sréanih kontrakcija sa statistickom zna¢ajno$¢u razlika

(p vrednost)

Vreme (h)
Poredenje tretmana

Oh 0,16 h 0,75 h 3h
IR PROP tableta 1,000 0,000 0,000 0,000
Kontrola Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 0,087 0,000 0,000
Mukoadhezivni bukalni film 1,000 0,021 0,000 0,000
Kontrola 1,000 0,021 0,000 0,000
Mukoadhezivni 'R PROP tableta 1,000 0,002 1,000 1,000
bukalni film  \ykoadhezivna bukalna tableta 1,000 1,000 1,000 1,000
Kontrola 1,000 0,000 0,000 0,000
ITaEIR;gP Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 0,000 0,167 1,000
Mukoadhezivni bukalni film 1,000 0,002 1,000 1,000

Oh 0,25 h 2h 8h
IR PROP tableta 1,000 0,000 0,001 0,020
Kontrola Mukoadhezivna bukalna tableta 0,239 0,001 0,000 0,000
Mukoadhezivni bukalni film 1,000 0,000 0,000 0,000
Kontrola 1,000 0,000 0,000 0,000
Mukoadhezivni 'R PROP tableta 1,000 1,000 0,403 0,002
bukalni film  \ykoadhezivna bukalna tableta 0243 1000 0666 0191
Kontrola 1,000 0,000 0,001 0,020
:aRbETaOP Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 1,000 1,000 0,415
Mukoadhezivni bukalni film 1,000 1,000 0,403 0,002

Oh 0,5h 4h 12 h
IR PRORP tableta 0,763 0,000 0,000 0,133
Kontrola Mukoadhezivna bukalna tableta 0,154 0,002 0,000 0,001
Mukoadhezivni bukalni film 1,000 0,000 0,000 0,000
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Kontrola 1,000 0,000 0,000 0,000

Mukoadhezivni IR PROP tableta 0,206 1,000 1,000 0,021

bukalni film 1 koadhezivna bukalna tableta 0350 0,603 0221 1,000

Kontrola 0,763 0,000 0,000 0,133

IR PROP Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 0,279 1,000 0,021
tableta

Mukoadhezivni bukalni film 0,206 1,000 1,000 0,366

Oh 1h 6 h 24 h

IR PROP tableta 1,000 0,000 0,001 1,000

Kontrola Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 0,000 0,000 1,000

Mukoadhezivni bukalni film 1,000 0,000 0,000 1,000

Kontrola 1,000 0,000 0,000 1,000

Mukoadhezivni IR PROP tableta 0,295 1,000 1,000 1,000

bukalni film 1 koadhezivna bukalna tableta 1,000 1,000 1,000 1,000

Kontrola 1,000 0,000 0,001 1,000

IR PROP Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 1,000 1,000 1,000
tableta

Mukoadhezivni bukalni film 0,295 1,000 1,000 1,000

Pokazalo se da je glavni efekat vremena na SKP znacajan kod sve cetiri podgrupe pacova (p < 0,05;
Tabela 4.15). Pored toga, i glavni efekat tretmana na SKP se pokazao znacajnim u (p = 0,032; np? = 0,351)
u prvoj podgrupi pacova: 0-om minutu;, 10-om minutu;, 45-om minutu i 3-em. satu (Tabela 4.15, Slika
4.24). Sa druge strane, postojao je znacajan efekat interakcije vremena i tretmana (p = 0,014; np2 = 0,278,
Tabela 4.15) u 0-om minutu, 1-om, 6-om i 24-om satu, zbog Cega je uraden test jednostavnih efekata. Ovaj
test je pokazao da tretman MBT dovodi do znacajnog snizenja vrednostisti SKP u 1-om i 6-om satu u
odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 4.16, Slika 4.24).
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Tabela 4.15. Dvofaktorska mesovita ANOVA za sistolni krvni pritisak kod ¢etiri kod Cetiri eksperimentalne podgrupe

PEBIETE FaktosLE?:l:::a?lijr?ieer:lzii,jE:S[I;li’zmedu SS DF MS vedlilost vre(;)nost e
Vreme: 0 h; 0,16 h; 0,75 h; 3h 6831,37 3 2277,12 6,54 0,001 0,246

| Tretman 9921,12 3 3307,04 3,60 0,032 0,351
Vreme i Tretman 3965,79 9 440,64 1,26 0,275 0,160

Vreme: 0 h; 0,25 h; 2 h; 8 h 6370,95 3 2123,65 3,81 0,014 0,160

I Tretman 7644,28 3 2548,09 1,94 0,156 0,225
Vreme i Tretman 5590,34 9 621,15 1,11 0,366 0,143

Vreme: 0 h; 0,5h;4h;12h 10911,45 3 3637,15 4,18 0,009 0,173

1 Tretman 2421,28 3 807,09 0,57 0,641 0,079
Vreme i Tretman 2539,93 9 282,21 0,32 0,964 0,046

Vreme: 0 h; 1h;6h; 24 h 16558,70 3 5519,57 12,76 0,000 0,389

\Y Tretman 12498,70 3 4166,23 2,09 0,133 0,239
Vreme i Tretman 10014,18 9 111269 2,57 0,014 0,278
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Tabela 4.16. Test jednostavnih efekata za sistolni krvni pritisak sa statistickom znacajno$¢u razlika (p vrednost)

Vreme (h)
Poredenje tretmana
Oh 1h 6h 24h
IR PROP tableta 1,000 1,000 0,061 1,000
Kontrola Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 0,042 0,014 1,000
Mukoadhezivni bukalni film 1,000 0,124 0,171 1,000
Kontrola 1,000 0,124 0,171 1,000
Mukoadhezivni bukalni IR PROP tableta 1,000 1,000 1,000 1,000
film Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 1,000 1,000 1,000
Kontrola 1,000 1,000 0,061 1,000
IR PROP tableta Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 0,606 1,00 1,000
Mukoadhezivni bukalni film 1,000 1,000 1,000 1,000
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Slika 4.24. Sistolni krvni pritisak (SKP) kod Cetiri grupe spontano hipertenzivnih pacova: kontrolna
grupa pacova, pacovi tretirani tabletom sa trenutnim oslobadanjem 10 mg propranolol-hidrohlorida,
pacovi tretirani mukoadhezivnom bukalnom tabletom sa 10 mg propranolol-hidrohlorida i pacovi
tretirani mukoadhezivnim bukalnim filmom sa 10 mg propranolol-hidrohlorida. Prikazane su srednje
vrednosti (n = 6). * p < 0,05 vs. kontrolna grupa pacova

Sa druge strane, postojao je znaajan glavni efekat vremena na vrednosti DAP u svim ispitivanim
vremenskim ta¢kama (Tabela 4.17, Slika 4.25), kao i glavni efekat tretmana u 0-om minutu, 10-om
minutu, 45-om minutu i 3-em satu (p = 0,024; np? = 0,369; Tabela 4.17) i 0-om minutu, 15-om minutu,
2-om i 8-om satu (p = 0,042; np? = 0,330; Tabela 4.17). Takode, postojao je znacajan interakcijski efekat
tretmana i vremena na DAP u 0-om minutu, 10-om minutu, 45-om minutu i 3. satu (p = 0,030, np? =
0,253, Tabela 4.17, Slika 4.25). Prateci ovaj efekat interakcije, test jednostavnog efekta je pokazao da je,
u poredenju sa kontrolnom grupom, tretman MBF doveo do znacajnog snizenja DAP u 45-om minutu
ispitivanja u odnosu na kontrolnu grupu pacova (p = 0,026; Tabela 4.18; Slika 4.25), dok je tableta sa
trenutnim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida u odnosu na kontrolnu grupu dovela do veceg
snizenja ovog parametra u 3-em satu ispitivanja (p = 0,035, Tabela 4.18, Slika 4.25). Sli¢no, efekat
interakcije tretmana i vremena na DAP u 0-om minutu, 1-om satu, 6-om satu i 24-om satu je takode bio
znaéajan (p = 0,011; ne? = 0,287; Tabela 4.17, Slika 4.25), a test jednostavnih efekata je pokazao da je
tretman MBT doveo do nizih vrednosti DKP u 1-om i 6-om satu u poredenju sa kontrolnom grupom
pacova. Rezultati su pokazali da izmedu MBT i MBF ne postoji statisticki znacajna razlika u
vrednostima DKP-a u svim vremenskim tackama (Tabela 4.18, Slika 4.25).

Shodno prikazanim rezultatima moze se zakljuciti da farmaceutski oblik leka za intraoralnu primenu
propranolol-hidrohlorida (MBT nasuprot MBF) nije imao znacajan uticaj na vrednosti praéenih
hemodinamskih parametara, ali da rezultati jednofaktorske ANOVA za ponovljena merenja upucuju da
tretman MBF dovodi do izrazenijeg efekta u pogledu smanjenja pre svega FS, a potom 1 DKP, bez
znacajne razlike u uticaju na SKP.
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Tabela 4.17. Dvofaktorska meSovita ANOVA za dijastolni krvni pritisak kod &etiri eksperimentalne podgrupe

Podgrupa iznfeiil;tzzgj:iz:?r?eerl;a;;};afl;tlgtrora >3 bF MS vedtlost vreo?nost e’
Vreme: 0 h; 0,16 h; 0,75 h; 3h 9384,70 3 3128,23 11,79 0,000 0,371
| Tretman 7333,36 3 244445 3,90 0,024 0,369
Vreme i Tretman 5380,43 9 597,82 2,25 0,030 0,253
Vreme: 0 h; 0,25 h; 2 h; 8 h 13628,25 3 4542,75 10,12 0,000 0,336
I Tretman 8338,08 3 277936 3,29 0,042 0,330
Vreme i Tretman 3272,50 9 363,61 0,81 0,609 0,108
Vreme: 0 h; 0,5h;4h; 12 h 15660,33 3 5220,11 8,95 0,000 0,309
1 Tretman 2299,67 3 766,56 0,92 0,448 0,121
Vreme i Tretman 4104,67 9 456,07 0,78 0,634 0,105
Vreme: 0 h; 1 h;6h; 24 h 20648,58 3 6882,86 25,00 0,000 0,556
\Y Tretman 6427,67 3 214256 1,88 0,165 0,220
Vreme i Tretman 6638,58 9 737,62 2,67 0,011 0,287
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Tabela 4.18. Test jednostavnih efekata za dijastolni_krvni pritisak sa statistickom zna¢ajno$¢u razlika

(p vrednost)
Vreme (h)
Poredenje tretmana
Oh 0,16 h 0,75h 3h
IR PROP tableta 1,000 0,084 0,152 0,035
Kontrola Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 1,000 0,054 1,000
Mukoadhezivni bukalni film 1,000 1,000 0,026 0,143
Kontrola 1,000 1,000 0,026 0,143
Mukoadhezivni IR PROP tableta 1,000 0,294 1,000 1,000
bukalni film 1 koadhezivna bukalna tableta 1,000 1,000 1,000 1,000
Kontrola 1,000 0,084 0,152 0,035
IR PROP Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 0,985 1,000 0,584
tableta
Mukoadhezivni bukalni film 1,000 0,294 1,000 1,000
Oh 1h 6 h 24 h
IR PROP tableta 1,000 1,000 0,252 1,000
Kontrola Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 0,048 0,049 1,000
Mukoadhezivni bukalni film 1,000 0,089 0,207 1,000
Kontrola 1,000 0,089 0,207 1,000
Mukoadhezivni IR PROP tableta 1,000 0,728 1,000 1,000
bukalni film — \1koadhezivna bukalna tableta 1,000 1,000 1,000 1,000
Kontrola 1,000 1,000 0,252 1,000
IR PROP Mukoadhezivna bukalna tableta 1,000 0,435 1,000 1,000
tableta
Mukoadhezivni bukalni film 1,000 0,728 1,000 1,000
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Slika 4.25. Dijastolni krvni pritisak (DKP) kod ¢etiri grupe spontano hipertenzivnih pacova: kontrolna
grupa pacova, pacovi tretirani tabletom sa trenutnim oslobadanjem 10 mg propranolol-hidrohlorida,
pacovi tretirani mukoadhezivnom bukalnom tabletom sa 10 mg propranolol-hidrohlorida i pacovi
tretirani mukoadhezivnim bukalnim filmom sa 10 mg propranolol-hidrohlorida. Prikazane su srednje
vrednosti (n = 6). * p < 0,05 vs. kontrolna grupa pacova

4.3.2  Invivo ispitivanje farmakokinetike propranolola na spontano hipertenzivnim pacovima

Na Slici 4.26 prikazani su srednji profili koncentracije propranolola u plazmi u funkciji vremena,
nakon peroralne primene tableta sa trenutnim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida i intraoralne
primene MBT i MBF kod SHR pacova. Tabela 4.19 daje prikaz farmakokinetickih parametra
propranolola izra¢unatih neprostornom farmakokinetickom analizom iz profila koncentracije
propranolola u plazmi u funkciji vremena.

Nakon peroralne primene tableta sa trenutnim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida i intraoralne
primene MBT i MBF kod pacova, statisticka analiza nije pokazala znacajnu razliku u vrednostima Cmax
(F(2, 13,077) = 2,834; p = 0,090). Sporije oslobadanje propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih
bukalnih formulacija dovelo je do sporijeg postizanja Cmax, na Sta ukazuje to da je u slucaju MBT i MBF
u poredenju sa tabletama sa trenutnim oslobadanjem uocena statisticki znacajna razlika u vrednostima
tmax (Mann-Whitney U test: Z = -2,966, p = 0,002). Osim toga, pokazano je da je u slu¢aju MBT, tmax
vrednost statisticki znac¢ajno visa u odnosu na tmax Vrednost MBF (Mann-Whitney U test: Z = -3,00; p =
0,002) sto ukazuje na to da se primenom MBT maksimalna koncentracija propranolola postize zna¢ajno
sporije nego primenom MBF. Najveca razlika izmedu ova tri farmaceutska oblika leka uocena je u
stepenu apsorpcije propranolol-hidrohlorida, izraZzeno kao PIK vrednost. Vrednost PIKo-24n propranolola
bila je viSe od 2,5 puta ve¢a nakon primene MBT i MBF u poredenju sa tabletama sa trenutnim
oslobadanjem (F(2, 3830,086) = 15,984; p < 0,001). Takode, vrednost ovog parametra je bila znacajno
visa kod MBF u poredenju sa tabletama sa trenutnim oslobadanjem (F(2, 6162,146) =9,817; p = 0,001).
Medutim, ova ananliza je pokazala da izmedu MBT 1 MBF nema znacajne razlike u pogledu PIKo-24n
vrednosti. Dalje, uocena je znacajna razlika u vrednostima CL/F kod primene MBT i MBF u poredenju
sa tabletama sa trenutnim oslobadanjem (Mann-Whitney U test: Z = -2,562; p = 0,009; Z = -2,082; p =
0,041; respektivno) dok znacajne razlike u ovoj vrednosti izmedu MBT i MBF nije bilo. Pored toga,
vrednost ti2 nakon primene MBF bila je vise nego duplo veca u poredenju sa ovom vredno$¢u nakon
primene tablete sa trenutnim oslobadanjem (F(2, 213,039) = 9,361; p = 0,006). Osim toga, znacajne
razlike ima u vrednostima t1> izmedu MBT i MBF (p = 0,006) (Tabela 4.19).

Vrednosti  PlKo-24n, PlKow, tmax, tz 1 CIF su najbolji pokazatelji prednosti koris¢enja
mukoadhezivnih bukalnih farmaceutskih oblika lekova. Ovi rezultati pokazuju da bukalna isporuka
propranolol-hidrohlorida poboljsava stepen apsorpcije i terapijski efekat usled produzenog zadrzavanja
farmaceutskog oblika leka u usnoj duplji i smanjenog metabolizma u jetri [244]. Na taj na¢in manja
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koli¢ina propranolola je dostupna za presistemski metabolizam u jetri, pa dolazi do duzeg zadrzavanja
relativno visokih koncentracije propranolola u sistemskoj cirkulaciji.

14 1

—+—Tablete sa trenutnim oslobadanjem 10
mg propranolol-hidrohlorida

<7 =&~ \[ukoadhezivne bukalne tablete sa 10
mg propranolol-hidrohlorida
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Koncentracija propranolola u plazmi (pug/ml)
oo

(]
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Slika 4.26. Srednji profili koncentracije propranolola u plazmi nakon primene tableta sa trenutnim
oslobadanjem, mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova sa 10 mg propranolol-hidrohlorida kod
spontano hipertenzivnih pacova

Tabela 4.19. Farmakokineti¢ki parametri propranolola izracunati iz profila koncentracije leka u plazmi
u toku vremena dobijeni nakon peroralne primene tableta sa trenutnim oslobadanjem i bukalne primene
mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova sa 10 mg propranolol-hidrohlorida kod pacova

Tablete sa trenutnim Mukoadhezivne Mukoadhezivni
Parametar oslobadanjem 10 mg  bukalne tablete sa 10  bukalni film sa 10 mg
propranolol- mg propranolol- propranolol-
hidrohlorida hidrohlorida hidrohlorida
Cmax (ng/mL) 7,11 + 3,48 6,21+ 1,15 4,22 + 0,66 *x*
tmax (h) 0,58 + 0,20 5,33 +£1,03** 1,33 + 0,52 **
P1Ko—24n (pg-h/mL) 2461 +331 70,32 + 19,56*%** 66,13 + 18,03***
PIKo—x (png-h/mL) 47,85 + 6,34 76,36 + 17,86 111,82 + 39,04***
CI/F (L/h) 0,21 +0.03 0,14 + 0,03** 0,11 £ 0,07*

Cmax - maksimalna koncentracija propranolola u plazmi; tmax - vreme potrebno za postizanje maksimalne
koncentracije propranolola; PI1Ko-24n - ukupna povrsina ispod krive koncentracije propranolola (ukupna izloZenost
leka telu od 0-24h); PIKo.24n - ukupna povrsina ispod krive koncentracije propranolola (ukupna izlozenost leka
telu od 0-co vremena); CL/F - prividni ukupni klirens propranolola; ti» - poluvreme eliminacije propranolola
(vreme koje je potrebno da se koncentracija propranolola smanji na pola). Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost = SD (* p < 0,05 u poredenju sa tabletama sa trenutnim oslobadanjem 10 mg propranolol-hidrohlorida,
** p < 0,01 u poredenju sa tabletama sa trenutnim oslobadanjem 10 mg propranolol-hidrohlorida, *** p < 0,001 u
poredenju sa tabletama sa trenutnim oslobadanjem 10 mg propranolol-hidrohlorida, * p < 0,01 u poredenju sa
mukoadhezivnim bukalnim tabletama sa 10 mg propranolol-hidrohlorida, ** p < 0,001 u poredenju sa sa
mukoadhezivnim bukalnim tabletama sa 10 mg propranolol-hidrohlorida)
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4.4 Rezultati i diskusija ¢etvrte faze istrazivanja

Cetvrti i poslednji deo istraZivanja ove disertacije bavi se razvojem, validacijom i primenom in silico
fizioloski zasnovanog modela za predvidanje apsorpcije i dispozicije propranolola kod ¢oveka. Do sada
je publikovano svega nekoliko radova koji se bave in silico modelovanjem apsorpcije lekovite supstance
iz intraoralnih formulacija primenom OCCAT™ modela [186,188,189]. Ovo je prvi publikovani primer
koji se bavi in silico modelovanjem mukoadhezivnih bukalnih formulacija sa propranolol-

hidrohloridom.

4.4.1 Razvoj i validacija in silico fizioloski zasnovanog modela za predvidanje
apsorpcije i dispozicije propranolola

Prikaz ulaznih parametara prilikom razvoja in silico modela apsorpcije propranolola dat je u Tabeli
3.10. U cilju validacije modela, odnosno procene moci predvidanja izgradenog modela, predvidene
vrednosti farmakokineti¢kih parametra propranolola su poredene sa odgovaraju¢im vrednostima
preuzetim iz publikovanih klini¢kih studija [245]. Farmakokineticki parametri su izraunati na osnovu
previdenih i in vivo srednjih profila koncentracije propranolola u plazmi dobijenih u klinickim
studijama, koji su prikazani na Slici 4.27. Tabela 4.20 daje sumarni prikaz predvidenih i in vivo srednjih
vrednosti farmakokinetickih parametara za propranolol nakon intravenske primene infuzije sa 2,2 mg
propranolol-hidrohlorida, peroralne primene tablete sa trenutnim oslobadanjem 80 mg propranolol-
hidrohlorida i intraoralne primene sublingvalne tablete sa 10 mg propranolol-hidrohlorida.

a) 7 b) 110

100 4 "
——simulirano 90 4 n —— simulirano
15 4 B invivo ®  invivo
80 4
70 4

60 A

Cp (ng/ml)
=
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c) 14

——simulirano
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.

Vreme (h)

Slika 4.27. Predvideni i in vivo uoceni srednji profili koncentracije propranolola u plazmi nakon (a) i.v.
primene 2,2 mg propranolol-hidrohlorida [210]; (b) peroralne primene 80 mg tableta sa trenutnim
oslobadanjem propranolol-hidrohlorida [217]; (c) intraoralne primene 10 mg sublingvalnih tableta
propranolol-hidrohlorida [216], uvecani prikaz malog pika ukazuje na apsorpciju propranolola iz usne
duplje
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Pokazano je dobro slaganje izmedu simuliranih i in vivo odredenih vrednosti za Cmax, tmax | PIK,
(Tabela 4.20). Izracunate greske predvidanja kod sva tri procenjivana farmaceutska oblika zajedno su
bile u opsegu 2-36%. Kod onih farmakokineti¢kih parametara gde su uocene vece vrednosti greske
predvidanja, simulirana vrednost je bila u okviru opsega individualnih vrednosti odredenih u klini¢ckim
studijama. U tom smislu, generisani model se moze smatrati prihvatljivim za dalja predvidanja
apsorpcije i dispozicije propranolola nakon bukalne primene mukoadhezivnih formulacija.

In silico modelovanjem je procenjeno da tek 36% primenjene doze propranolola dospeva u sistemsku
cirkulaciju nakon peroralnog unosa doze od 80 mg. To odgovara literaturnim podacima o bioloSkoj
raspolozivosti propranolola koja je u opsegu 30-40% [15]. Dakle, procenat primenjene doze
propranolol-hidrohlorida koji dospeva u sistemsku cirkulaciju je daleko manji od procenta
apsorbovanog propranolola usled intenzivnog presistemskog metabolizma [14,15]. Kako bi se validirao
odabir ulaznih parametara za OCCAT™ model, simulacije su takode izvedene za sublingvalne tablete
sa 10 mg propranolol-hidrohlorida. Modelovanjem je predvidena nesto veca vrednost bioloSke
raspoloZzivosti (= 48%) propranolola nakon sublingvalne primene u poredenju sa peroralnom primenom.
Dizajnirani OCCAT™ model omogucio je da se pored apsorpcije u gastrointestinalnom traktu simulira i
apsorpcija propranolola iz usne duplje, Sto je prikazano pojavom malog pika u petnaestom minutu
ispitivanja (Slika 4.27c).
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Tabela 4.20. Predvidene i in vivo uoc¢ene vrednosti farmakokineti¢kih parametara propranolola nakon primene razli¢itih farmaceutskih oblika

PIKo-» PIKo-
Doza/ Parametar Crmax (NG/ML)  tmax () A /° . X /° tl_ Fa(%)  Fb (%)
farmaceutski oblik (ng-h/mL) (ng-h/mL)
Simulirana vrednost 19,38 / 47,61 47,05 99,99 99,97
In vivo srednja vrednost? 17,50 / 59,51 45,33 / /
2,2 mg i.v. infuzija
In vivo opseg? / / 57,12-61,30 / / /
PE (%) 10,40 / 20,00 3,78 / /
Simulirana vrednost 98,23 1,04 644,23 635,31 99,90 35,96
- - b
80 mg tableta sa In vivo srednja vrednost 102,26 1,52 965,10 650,30 / /
trenutnim oslobadanjem In vivo opseg® 61,90-168,70 0,80-1,80 371,00-969,40  345,00-915,40 / /
PE (%) 3,94 31,58 33,25 2,30 / /
Simulirana vrednost 13,75 1,28 96,75 95,40 99,92 47,41
- inC 12,97 2,00 87,98 76,18 / /
10 mg sublingvalna In vivo srednja® vrednost
tableta .
In vivo opseg® 9,90-21,10 0,58-2,82 55,30-123,30 49,00 -104,33 / /
PE (%) 6,01 36,00 9,97 25,23 / /

Cmax-maksimalna koncentracija propranolola; tmax-vreme potrebno za postizanje maksimalne koncentracije propranolola; PIKo.»-ukupna povrsina ispod
krive koncentracije propranolola do poslednje vremenske tacke; PIKot+ukupna povrSina ispod Kkrive koncentracije propranolola ekstrapolirajuéi
povrSinu na beskonacno vreme; Fa-apsorbovana frakcija propranolola; Fy-frakcija propranolola koja dospeva u sistemsku cirkulaciju nakon
metabolizma prvog prolaza (peroralna bioloska raspoloZivost); # Literaturni podaci iz Cid et al, 1986; ® Literaturni podaci iz Ismail et al., 2004; ©
Literaturni podaci iz Wang et al., 2013
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4.4.2 Primena in silico fiziolo$ki zasnovanog modela za predvidanje apsorpcije i
dispozicije propranolola iz mukoadhezivnih bukalnih formulacija

4.4.2.1  Predvidanje apsorpcije i dispozicije propranolola iz dvoslojnih mukoadhezivnih
bukalnih tableta

Razvijen i validiran in silico model propranolola je u narednom koraku primenjen za predvidanje
apsorpcije i dispozicije propranolola nakon intraoralne primene MBT. Za opisivanje brzine rastvaranja
propranolol-hidrohlorida u organizmu kori$¢eni su eksperimentalno dobijeni in vitro profili brzine
rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz MBT prikazani na Slici 4.9.

Predvideni profili koncentracije propranolola u plazmi, nakon primene jedne doze leka od 30 mg u
obliku mukoadhezivnih bukalnih tableta (F1-F14) kod ljudi u stanju “na gladno” prikazani su na Slici
4.28, dok su odgovaraju¢i farmakokinteiCki parametri prikazani u Tabeli 4.21. Generisani profili
koncentracije propranolola u plazmi se mogu podeliti u 3 grupe. Izmedu grupa postoji znac¢ajna razlika u
brzini apsorpcije propranolola (tmax), ali bez razlika u vrednosti Cmax 1 Stepenu apsorpcije propranolola,
Sto je izrazeno kroz PIK vrednost.

0.07 7
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Cp (pg/ml)

0.03 4

0.02 4

0.01 4

0.00 + T T T T T !
0 4 8 12 16 20 24
Vreme (h)

Slika 4.28. Predvideni profili koncentracije propranolola u plazmi u funkciji vremena za
mukoadhezivne bukalne tableta formulacije F1-F14

Tabela 4.21. Predvidene vrednosti farmakokinetickih parametra propranolola za tri grupe profila
koncentracije propranolola u plazmi za mukoadhezivne bukalne tablete

Grupa Formulacije g;a/mu tmax () Z‘I;E{TmL) Fr:;ﬁl-;mL) Fa (%) Fb (%)
1 F1, F3, F6, F12, F13 60,44 4,10 571,33 55841 99,99 99,98
2 F7, F9, F10, F14 58,00 5,16 571,33 556,24 99,99 99,98
3 F2, F4, F5, F8,F11 55,45 6,24 571,34 553,84 99,99 99,98
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Cmax - maksimalna koncentracija propranolola; tmax - vreme potrebno za postizanje maksimalne
koncentracije propranolola; PIKo.. - ukupna povrsina ispod krive koncentracije propranolola do
poslednje vremenske tacke; PIKot - ukupna povrsina ispod krive koncentracije propranolola
ekstrapoliraju¢i povrsinu na beskonac¢no vreme; Fa - apsorbovana frakcija propranolola; Fy - frakcija
propranolola koja dospeva u sistemsku cirkulaciju nakon metabolizma prvog prolaza (peroralna
bioloska raspolozivost).

Razlike izmedu ove tri grupe odrazavaju istovremeni uticaj sastava formulacije i brzine rastvaranja
lekovite supstance na predvidene profile koncentracije lekovite supstance u plazmi. MoZe se primetiti da
su razlike izmedu formulacija uocene in vitro (tj. profili brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida)
bile manje izrazene u predvidenim profilima koncentracije propranolol-hidrohlorida u plazmi. Najvece
razlike su primecéene u vrednosti tmax. 1z formulacija F1, F3, F6, F12, F13, koje pripadaju prvoj grupi,
postize se najveca brzina apsorpcije propranolola (srednja vrednost tmax = 4,10 h), potom slede
formulacije F7, F9, F10 i F14 koje pripadaju drugoj grupi i kod kojih je srednja vrednost za tmax 5,16 h.
Najsporija apsorpcije propranolola postize se iz formulacija koje pripadaju trecoj grupi, u koje spada F2,
F4, F5, F8 i F11, kod kojih se je srednja vrednost za tmax 6,24 h. Pored toga, rezultati simulacija (Tabela
4.21) ukazuju na poboljsanu biolosku raspoloZivost propranolola (F» = 99,98%) u svim ispitivanim
formulacijama, jer je primeéeno da je bioloska raspolozivost propranolola poveéana 2,5 puta nakon
primene mukoadhezivnih bukalnih tableta u dozi od 30 mg u poredenju sa tabletama sa trenutnim
oslobadanjem propranolol-hidrohlorida u dozi od 80 mg. S obzirom da je potrebna koncentracija
propranolola u plazmi za optimalni antihipertenzivni efekat u opsegu od 50 do 100 ng/mL [246],
simulirane vrednosti Cmax za ispitivane mukoadhezivne bukalne tablete ukazuju da bukalni put primene
moze da obezbedi efektivne terapijske koncentracije propranolola pri nizim dozama (npr. 30 mg).

Da bi se uspostavio odnos izmedu sastava formulacije i farmakokineti¢kih parametara koji se odnose
na efikasnost propranolola, procenjen je istovremeni efekat koncentracije PEO, PVA i CB na
predvidene vrednosti Cmax 1 tmax. PoSto je utvrdeno da su PIK vrednosti relativno nezavisne od sastava
ispitivanih formulacija, ovaj parametar nije ukljuen u analizu. Generisani modeli za Cmax | tmax
(jednacine 4.10-4.11) su bili znacajni (p < 0,05), Sto ukazuje da su obe zavisne varijable dobro opisane
predloZenim modelima.

Crmax (ug/mL)= 0,061A + 0,062B + 0,058C—2,573x103AB-0,016AC—7,803x10°BC 4.10
tmax (N) = 3,96A + 3,4B + 5,38C + 1,82AB + 6,92AC + 3,83BC 4.11

Iz jednacine 4.11 se moze videti da na tmax znacajno uticu prisustvo CB i interakcija CB i PEO. To
znaci da povecanje koncentracije CB dovodi do povecanja vrednosti tmax i Smanjenje vrednosti Cmax. Da
bi se dodatno ilustrovao efekat istrazenog faktora na vrednosti Cmax I tmax, prikazani su dobijeni podaci u
vidu dvodimenzionalnih konturnih dijagrama (Slika 4.29). Regioni ternarnog grafika su obojeni
(tamnoplava, svetloplava, zelena, Zuta i crvena) prema razli¢itim vrednostima Cmax i tmax. Na konturnom
dijagramu koji pokazuje zavisnost Cmax 0d ispitivanog faktora, oblast visoke koncentracije CB je
obojena u tamno- i svetloplavu boju, sto vizuelno pokazuje da se povecanje koncentracije CB smanjuje
koncentraciju lekovite supstance u plazmi. S druge strane, na konturnom dijagramu za tmax, OVaj region
je obojen zutom i narandzastom bojom, §to ukazuje na to da povecanje koncentracije CB rezultira
visokim vrednostima tmax. Suprotan efekat je primecen za uticaj koncentracije PVA na ispitivane
parametre. Konturni dijagrami predstavljeni na Slici 4.29, kao i jednacine 4.10-4.11 pruzaju objasnjenje
odnosa izmedu sastava mukoadhezivnih bukalnih tableta i njihovih bioperformansi. Stoga je na osnovu
sastava formulacije moguce predvideti farmakokineticka svojstva lekovite supstance nakon bukalne
primene.
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B:PVA C:CB B:PVA C:CB

Slika 4.29. Dvodimenzionalni konturni dijagrami koji pokazuju zavisnost (a) Cmax i (b) tmax 0d
ispitivanih faktora: A (koncentracija PEO), B (koncentracija PVA) i C (koncentracija CB)

4.4.2.2 Predvidanje apsorpcije i dispozicije propranolola iz mukoadhezivnih bukalnih tableta

Razvijen i validiran in silico model propranolola je u primenjen za predvidanje apsorpcije i
dispozicije propranolola nakon intraoralne primene MBT. Na osnovu adekvatno odabranih ulaznih
parametara (Tabela 3.10) i in vitro dobijenih profila brzine rastvaranja leka (Slika 4.13), predvideni su
profili koncentracije propranolola u plazmi kod ljudi. Simulacije su sprovedene za slu¢aj primene jedne
doze leka od 10 mg u stanju “na gladno”. U cilju poredenja, predvidena je apsorpcija propranolola
nakon primene tableta sa trenutnim oslobadanjem 10 mg i 80 mg propranolol-hidrohlorida. Na Slici
4.30 su prikazani predvideni profili koncentracije propranolola u plazmi u funkciji vremena kod ljudi
nakon primene mukoadhezivnih bukalnih tableta sa 10 mg propranolol-hidrohlorida i tableta sa
trenutnim oslobadanjem u dozi od 10 mg i 80 mg propranolol-hidrohlorida. In silico predvideni
farmakokineticki parametri propranolola su prikazani u Tabeli 4.22.

Izbor farmaceutskog oblika uticao je na predvidene profile koncentracije propranolola u plazmi
(Slika 4.30). Rezultati simulacija su pokazali da je brzina apsorpcije propranolola iz tableta sa trenutnim
oslobadanjem gotovo 3 puta veca u poredenju sa MBT, na $ta upucuje skoro 3 puta niza vrednost tmax
kod tableta sa trenutnim oslobadanjem u poredenju sa MBT. Primeceno je da se primenom
mukoadhezivnih bukalnih tableta sa 10 mg propranolol-hidrohlorida o¢ekuju 1,6 puta vece vrednosti
Cmax u odnosu na tablete sa trenutnim oslobadanjem u istoj dozi (Tabela 4.22). Uocena je takode
znacajna razlika u obimu apsorpcije propranolola izraZzeno kao PIK vrednost. Predvidena PIK vrednost
u slucaju primene MBT bila je vise od 2,5 puta veca u odnosu na tablete sa trenutnim oslobadanjem pri
istoj dozi od 10 mg propranolol-hidrohlorida (Tabela 4.22). Moze se primetiti da je simulacijom
predvidena potpuna apsorpcija propranolola nakon peroralne primene tableta sa trenutnim
oslobadanjem, izrazeno kao Fa vrednost, ali se zbog intenzivnog presistemskog metabolizama u jetri
oc¢ekuje znacajno smanjenje bioloske raspolozivosti (izrazeno kao Fy vrednost), i to za vise od 2,5 puta.

Iako je na osnovu izracunatih vrednosti faktora sli¢nosti f> uocena razlika izmedu in vitro profila
brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz MBT (Slika 4.13), to se nije odrazilo na predvidene
profile koncentracije propranolola u plazmi. Naime, simulacijom je zakljuéeno da apsorpcija
propranolola nije osetljiva na uoCene razlike u brzini rastvaranja propranolol-hidrohlorida koje su
uslovljene razlikama u sastavu formulaje. Najveca razlika u profilima MBT uocena je kod vrednosti tmax
(163 min-182 min). Najbrze oslobadanje propranolol-hidrohlorida postignutno je iz F1, $to se odrazilo
najmanjom vrednosti tmax, dok je najsporije oslobadanje propranolol-hidrohlorida ostvareno je F3, za
koju je predvidena najveca vrednost tmax. [zmedu ostalih farmakokinetickih parametara nije bilo razlike.
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Slika 4.30. Predvideni profili koncentracije propranolola u plazmi u funkciji vremena za formulacije
mukoadhezivnih bukalnih tableta sa 10 mg propranolol-hidrohlorida (F1-F3) i tableta sa trenutnim
oslobadanjem propranolol-hidrohlorida u dozi od 10 mg i 80 mg (profili za formulacije F1-F3 se
preklapaju)

Tabela 4.22. Predvidene vrednosti farmakokinetickih parametara propranolola za ispitivane
mukoadhezivne bukalne tablete i tablete sa trenutnim oslobadanjem (IR) propranolol-hidrohlorida

Mukoadhezivna  Mukoadhezivha  Mukoadhezivna 80mgIR 10 mg IR

Parametar bukalna tableta bukalna tableta  bukalna tableta el iableta
(10 mg) - F1 (10 mg) - F2 (10 mg) - F3

Cmax (ng/mL) 18,47 18,53 18,58 91,00 11,37
tmax (h) 2,72 2,88 3,04 1,12 1,12
PIKo—

0—t 199,67 199,58 199,48 596,61 74,58
(ng-h/mL)
PIKo—o 204,05

, 204,05 204,05 605,11 75,64

(ng-h/mL)
Fa (%) 99,99 09,99 09,994 99,87 99,87
Fb (%) 99,98 09,98 99,98 37,06 37,06

Cmax - maksimalna koncentracija propranolola; tmax - vreme potrebno za postizanje maksimalne
koncentracije propranolola; PIKo« - ukupna povrSina ispod krive koncentracije propranolola do
poslednje vremenske tacke; PIKo+t - ukupna povrSina ispod krive koncentracije propranolola
ekstrapolirajuc¢i povrsinu na beskonac¢no vreme; Fa - apsorbovana frakcija propranolola; Fy - frakcija
propranolola koja dospeva u sistemsku cirkulaciju nakon metabolizma prvog prolaza (peroralna
bioloska raspolozivost).
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4.4.2.3 Predvidanje apsorpcije i dispozicije propranolola iz mukoadhezivnih bukalnih filmova

Razvijen i validiran in silico model propranolola je u primenjen za predvidanje apsorpcije i
dispozicije propranolola nakon intraoralne primene MBF. Na oshovu adekvatno odabranih ulaznih
parametara (Tabela 3.10) i in vitro dobijenih profila brzine rastvaranja leka (Slika 4.15), predvideni su
profili koncentracije propranolola u plazmi kod ljudi. Simulacije su sprovedene za slu¢aj primene jedne
doze leka od 10 mg u stanju “na gladno”. U cilju poredenja, predvidena je apsorpcija propranolola
nakon primene tableta sa trenutnim oslobadanjem 10 mg i 80 mg propranolol-hidrohlorida. Na Slici
4.31 su prikazani predvideni profili koncentracije propranolol u plazmi u funkciji vremena kod ljudi
nakon primene MBF sa 10 mg propranolol-hidrohlorida i tableta sa trenutnim oslobadanjem u dozi od
10 mg i 80 mg propranolol-hidrohlorida. Relevantni farmakokineticki parametri su prikazani u Tabeli
4.23.

— — Mukoadhezivii bukalni film (10 mg) - F1

Mukoadhezivni bukalm film (10 mg) - F2

\ —— Mukoadhezivni bukalni film (10 mg) - F3
\ = = Tablete sa trenutmim oslobadanjem (80 mg)
e Tablete sa trenutnim oslobadanjem (10 mg)

60 A

Koncentracija propranolol-hidrohlorida u plazmi (ng/ml)

Vreme(h)

Slika 4.31. Predvideni profili koncentracije propranolola u plazmi u funkciji vremena za formulacije
mukoadhezivnih bukalnih filmova sa 10 mg propranolol-hidrohlorida (F1-F3) i tableta sa trenutnim
oslobadanjem propranolol-hidrohlorida u dozi od 10 mg i 80 mg (profili za formulacije F1-F3 se
preklapaju)

Tabela 4.23. Predvidene vrednosti farmakokinetickih parametara propranolola za ispitivane
mukoadhezivne bukalne filmove i tablete sa trenutnim oslobadanjem (IR) propranolol-hidrohlorida

Parametar Mukoadhezivni Mukoadhezivni Mukoadhezivni 80 mgIR 10 mg IR
bukalni film-F1 bukalni film-F2 bukalni film-F3  tableta tableta
Crax (ng/mL) 22,04 22,04 22,05 91,00 11,37
tmax () 3,04 3,04 2,96 1,12 1,12
PIKo-(ng-h/mL) 200,17 200,16 200,19 596,61 74,58
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P1Ko-. (ng-h/mL) 204,04 204,04 204,04 605,11 75,64
Fa (%) 99,99 99,99 99,99 99,87 99,87

Fo (%) 99,98 99,98 99,98 37,06 37,06

Cmax-maksimalna koncentracija propranolola; tmax-vreme potrebno za postizanje maksimalne
koncentracije propranolola; PlKo.-ukupna povrsina ispod krive koncentracije propranolola do
poslednje vremenske tacke; PIKotukupna povr§ina ispod krive koncentracije propranolola
ekstrapoliraju¢i povrSinu na beskonacno vreme; Fa-apsorbovana frakcija propranolola; Fo-frakcija
propranolola koja dospeva u sistemsku cirkulaciju nakon metabolizma prvog prolaza (peroralna
bioloska raspolozivost).

Zapazanja po pitanju predvidenih profila koncentracije propranolola u plazmi sli¢na su kao za MBT.
Ocekivana brzina apsorpcije propranolola iz tableta sa trenutnim oslobadanjem je gotovo 3 puta veca u
poredenju sa MBF, na $ta upucuje skoro 3 puta niza vrednost tmax kod tableta sa trenutnim oslobadanjem
u poredenju sa MBF (Tabela 4.23). Primeéeno je da se primenom MBF sa 10 mg propranolol-
hidrohlorida postizu duplo veée vrednosti Cmax u odnosu na tablete sa trenutnim oslobadanjem u istoj
dozi (Tabela 4.23). Uocena je takode znacajna razlika u obimu apsorpcije propranolola izrazeno kao
PIK vrednost. Predvidena PIK vrednost u slucaju primene MBF bila je oko 2,5 puta ve¢a u odnosu na
tablete sa trenutnim oslobadanjem pri istoj dozi od 10 mg propranolol-hidrohlorida (Tabela 4.23). Moze
se primetiti da je simulacijom predvidena potpuna apsorpcija propranolola nakon peroralne primene
tableta sa trenutnim oslobadanjem (izraZzeno kao Fa vrednost), ali se usled intenzivnog presistemskog
metabolizma u jetri ocekuje znacajno smanjenje bioloske raspolozivosti (izrazeno kao Fp vrednost), i to
za viSe od 2,5 puta. Dobro je poznato da bioloska raspoloZivost propranolola zavisi od stepena
metabolizma u jetri [246]. Rezultati simulacija pokazuju da se presistemski metabolizam u jetri, kao
glavna prepreka efikasnoj isporuci leka, moze smanjiti/izbe¢i odabirom drugog puta primene leka kao
Sto je bukalni (intraoralni) put. Na osnovu izracunatih vrednosti faktora sli¢nosti f> nije uocena razlika
izmedu in vitro profila brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz MBF (Slika 4.15), odnosno
dobijeni in vitro profili brzine rastvaranja su medusobno sli¢ni, $to se odrazilo na predvidene profile
koncentracije propranolola u plazmi. Rezultati simulacija pokazuju da se profili koncentracije
propranolola za formulacije F1-F3 preklapaju, odnosno da apsorpcija propranolola nije osetljiva na
razlike u sastavu formulaje.

Otkrivena je znacajna razlika u vrednostima Cmax izmedu ispitivanih MBT i MBF (t(4) =109,9, p <
0,001)). Srednja Cmax vrednost kod MBF 22,04 ng/mL bila je znacajno veéa u poredenju sa srednjom
Cmax vrednosti kod MBT 18,53 ng/mL. Izmedu ostalih farmakokineti¢kih parametara nije bilo statisticki
znacajne razlike. Bilo bi korisno kada bi se OCCAT™ model mogao validirati poredenjem in vivo
uocCenog profila koncentracije lekovite supstance u plazmi kod pacova sa predvidenim profilom
koncentracije lekovite supstance kod pacova, ali trenutno, OCCAT™ model nije razvijen za model
pacova. Trenutno dostupni OCCAT™ modeli ukljuéuju fiziologiju ljudi, majmuna, pasa i zeeva [247].
Rezultati in silico modelovanja i simulacija pruzaju dodatni doprinos razumevanju mukoadhezivnih
bukalnih farmaceutskih oblika lekova.
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4.4.3 Analiza glavnih komponenata (PCA) karakteristika mukoadhezivnih
bukalnih tableta

Analiza glavnih komponenata (PCA) sprovedena je kako bi se ocenio medusobni uticaj
karakteristika MBT i grupisanje uzoraka MBT na osnovu rezultata njihove sveobuhvatne
karakterizacije.

Primenom PCA metode, uzorci MBT sa propranolol-hidrohloridom mogu da se identifikuju na
osnovu izmerenih farmaceutsko-tehnoloskih parametara, pa ovakav pristup, Kkoji podrazumeva
meduzavisnost izmedu promenljivih, omogucava razlikovanje uzoraka tableta dobijenih pri razlic¢itom
sastavu formulacije.

Doprinos varijabli - udeo rastvorenog propranolol-hidrohloridana u 30-om, 60-om, 180-om i 360-om
minutu (d30, d60, d180, d360); udeo permeiranog propranolol-hidrohlorida u 30-om, 60-om, 180-om i
360-om minutu (p30, p60, p180, p360); sadrzaj PEO u formulaciji (PEO); sadrzaj PVA u formulaciji
(PVA); sadrzaj CB u formulaciji (CB); sila odvajanja (indikator mukoadhezije - MUC); in silico
predvidena vrednost maksimalne koncentracije propranolola u plazmi kod ljudi (Cmax); in silico
predvidena vrednost vremena za koje se postigne maksimalna koncentracija propranolola u plazmi kod
ljudi (tmax) Na izracunavanje glavnih komponenata za MBT prikazan je u Tabeli 4.24.

Tabela 4.24. PCA analiza doprinosa varijabli na izracunavanje glavnih komponenata za mukoadhezivne
bukalne tablete

Varijable Glavna komponental Glavna komponenta2 Glavna komponenta 3
d30 0,30380 -0,13833 -0,04567
d60 0,28984 -0,19367 -0,10508
d180 0,31942 -0,01852 -0,01375
d360 0,29641 -0,01157 -0,11484
p30 0,28698 0,03794 -0,11589
p60 0,29662 0,12376 -0,14409
p180 0,31214 0,07519 -0,15928
p360 0,31306 0,06386 -0,16623
PEO 0,05817 0,68191 -0,27114
PVA 0,19065 -0,55309 0,09152
CB -0,25488 -0,14572 0,18883

MUC 0,04153 0,34399 0,70364
Crnax 0,27897 0,05792 0,39080
tmax -0,28946 -0,05055 -0,34771

Na izracunavanje prve glavne komponente (PC1) najvise su uticale varijable d30, d60, d180, d360,
p30, p60, p180, p360, CB, Cmax i tmax. ¢iji je doprinos priblizno isti, dok su PEO i PVA najvise uticali na
izracunavanje druge glavne komponente (PC2), a MUC je najviSe uticao na izraCunavanje trece glavne
komponente (PC3).

Kako je analiza zasnovana na korelacionoj matrici, koeficijente moZemo posmatrati kao koeficijente
korelacije izmedu odgovrajuce varijable i glavne komponente. Zaklju¢ujemo da je PC1l pozitivno
korelisana sa varijablama koje se odnose na brzinu rastvaranja i permeacije propranolol-hidrohlorida
kao i sa maksimalnom koncentracijom propranolola u plazmi (Cmax), dok je sa varijablama tmax, CB i
MUC negativno korelisana. PC2 je u pozitivnoj korelaciji sa varijablama koje se odnose na permeaciju
propranolol-hidrohlorida, PEO, MUC i Cmax, dok je negativno korelisana sa varijablama koje se odnose
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na brzinu rastvaranja propranolol-hidrohlorida, PVA, CB i tmax. PC3 je u pozitivnoj korelaciji sa PVA,
CB, MUC i Cmax, dok je u negativnoj korelaciji sa promenljivim koje se odnose na brzinu rastvaranja i
permeacije propranolol-hidrohlorida, PEO i tmax.

Iz Tabele 4.25 uocava se da prve dve glavne komponente prikazuju (objasnjavaju) 80,44% ukupne
varijabilnosti, dok prve tri glavne komponente prikazuju 90,68% ukupne varijabilnosti, Sto se smatra
dovoljnim za prikaz celokupne varijabilnosti karakteristika MBT.

Tabela 4.25. Karakteristiéne svojstvene vrednosti korelacione matrice i procenti objasnjene
varijabilnosti poc¢enog skupa podataka

Redni broj glavne Svojstvena vrednost Ukupna varijabilnost Kumulativna
komponente (%) varijabilnost (%)
1 9,5243 68,031 68,031
2 1,7370 12,407 80,438
3 1,4338 10,242 90,680
4 0,7788 5,563 96,243
5 0,3023 2,159 98,402
6 0,1611 1,150 99,552
7 0,0416 0,297 99,849
8 0,0094 0,067 99,916
9 0,0069 0,049 99,965
10 0,0028 0,020 99,985
11 0,0013 0,010 99,994
12 0,0008 0,006 100,000
13 0,0000 0,000 100,000

Rezultati PCA analize prikazani su dijagramom na Slikama 4.32-4.33. Na Slici 4.32a prikazan je
dijagram opterecenja (engl. loading plot) koji prikazuje raspored polova (varijabli) i korelaciju varijabli
u ravni glavnih komponenata. U smeru rasta polova, rastu i merene vrednosti datih promenljivih, za
odredene uzorke. PCA analiza je pokazala da su varijable koje se odnose na udeo rastvorenog i
permeiranog propranolol-hidrohlorida i Cmax u pozitivnoj korelaciji. Potom, da su udeo PEO polimera i
sila mukoadhezije (MUC), kao i udeo CB i tmax U pozitivnoj Korelaciji (Slika 4.32a, prikazano
isprekidanim krugom), dok su udeo CB i tmax Sa jedne strane, i varijable koje se odnose na udeo
rastvorenog i permeiranog propranolol-hidrohlorida i Cmax, Sa druge strane, u negativnoj korelaciji
(Slika 4.32a, prikazano isprekidanom strelicom).

Na Slici 4.32b prikazan je raspored uzoraka MBT u u faktorskoj ravni, dok Slika 4.33a prikazuje
zajednicki raspored ispitivanih varijabli i uzoraka MBT u ravni PC1 i PC2. Kako je re¢eno da u smeru
rasta polova rastu i merene vrednosti datih promenljivih, za odredene uzorke, tako uzorak 12 ima veci
udeo PEO polimera i vec¢u vrednost sile mukoadhezije, dok uzorak 13 ima veéi udeo PVA polimera.
Uzorci na desnoj strani grafika (1, 3, 6, 12, 13) imaju veée vrednosti udela rastvorenog i permeiranog
propranolol-hidrohlorida, kao i ve¢e Cmax Vrednosti. Uzorci na levoj strani grafika (2, 4, 5, 7, 8, 9, 10,
11, 14) imaju veci sadrzaj CB i veée tmax Vrednosti (Slika 4.32b). Promenljive Cmax I tmax su rasporedene
na suprotnim krajevima, tako da uzorci sa visokom Cmax vredno$¢u imaju nizak tmax I Obrnuto vazi
(Slika 4.32a). Na Slici 4.33b je prikazan raspored varijabli i formulacija MBT u sistemu PC1 i PC3, dok
je na Slici 4.33c prikazan njihov raspored u sistemu PC2 i PC3. Uzorci na gornjoj strani Slika 4.33b-
4.33c(1,3,7,9, 10, 14) imaju veée vrednosti sile mukoadhezije (MUC).
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Sika 4.32. Analiza glavnih komponenata (PCA) za ispitivane mukoadhezivne bukalne tablete: (a)
korelacioni dijagram opterecenja (engl. loading plot) koji prikazuje korelaciju izmedu varijabli u ravni

prve dve glavne komponente i (b) grafik skorova (engl. score plot) koji prikazuje raspored uzoraka
mukoadhezivnih bukalnih tableta (MBT) u ravni prve dve glavne komponente
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Slika 4.33. Analiza glavnih komponenata (PCA) za ispitivane mukoahezivne bukalne tablete - scatter
biplot grafik sa rasporedom varijabli i uzoraka mukoadhezivnih bukalnih tableta u ravni glavnih
komponenata: (a) PC1 i PC2; (b) PC1iPC3i (c) PC2i PC3.

Upotreba PCA analize otkrila je prisustvo tri grupe uzoraka MBT: grupa MBT sa najveé¢im
vrednostima brzine rastvaranja i permeacije propranolol-hidrohlorida i najmanjim vrednostima tmax;
grupa MBT sa najmanjim vrednostima brzine rastvaranja i permeacije propranolol-hidrohlorida i
najve¢im vrednostima tmax; grupa MBT sa najveé¢im vrednostima sile mukoadhezije (MUC).

4.4.4 Analiza glavnih komponenata (PCA) karakteristika mukoadhezivnih
bukalnih filmova

Analiza glavnih komponenata (PCA) sprovedena je kako bi se ocenio medusobni uticaj
karakteristika MBF i grupisanje uzoraka MBF na osnovu rezultata njihove sveobuhvatne
karakterizacije.

Uticaj varijabli, kao $to su sadrzaj HPMC i PEO polimera; udeo rastvorenog i permeiranog
prorpanolol-hidrohlorida u 30-om, 60-om, 120-om i 240-om minutu; zatezna ¢vrstina (TS); Young-ovo
modul elasti¢nosti (YM); procenat izduzenja pri kidanju (EB); ja¢ina mukoadhezivne veze (MUC); in
silico predvidene vrednosti maksimalne koncentracije prorpanolola u plazmi kod ljudi (Cmax); in silico
predvidena vrednost vremena za koje se postize maksimalna koncentracija propranolola u plazmi kod
ljudi (tmax) na izracunavanje glavnih komponenata za MBF prikazan je u Tabeli 4.26.

Formiranju prve glavne komponente (PC1) najvise su doprineli YM, udeo permeiranog leka u 120-
om mimutu (p120), sadrzaj HPMC i PEO polimera, MUC, Cmax i tmax, dok su formiranju druge glavne
komponente (PC2) najveci doprinos imali TS, udeo rastvorenog leka u 30-om i 120-om minutu (d30,
d120), udeo permeiranog leka u 30-om i 60-om minutu (p30, p60). PC1 objasnjava vise od 60% ukupne

varijabilnosti uzoraka, dok prve dve glavne komponente objasnjavaju 100% ukupne varijabilnosti
uzoraka (Tabela 4.27).
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Tabela 4.26. PCA analiza doprinosa varijabli na izracunavanje glavnih komponenata za mukoadhezivne
bukalne filmove

Varijable Glavna komponenta 1 Glavna komponenta 2

HPMC -0,32258 0,08101
PEO 0,28390 -0,21042
d30 0,22219 0,30736
d60 0,26905 0,23972
d120 0,10595 -0,39469
p30 0,03214 0,41493
p60 0,21328 0,31734
p120 0,32588 0,05588
p240 0,25981 0,25559
TS -0,01294 -0,41660
YM 0,32878 -0,00837
EB 0,23890 -0,28651
MUC 0,29779 -0,17687
Crmax -0,32258 0,08101
tmax 0,32258 -0,08101

Tabela 4.27. Karakteristitne svojstvene vrednosti korelacione matrice i procenti objasnjene
varijabilnosti po¢enog skupa podataka

Redni broj glavne Svojstvena Ukupna Kumulativna
komponente vrednost varijabilnost (%) varijabilnost (%)
1 9,24713 61,648 61,648
2 5,75287 38,352 100,000
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Slika 4.34. Analiza glavnih komponenata (PCA) za ispitivane mukoahezivne bukalne filmove: (a)
korelacioni dijagram opterecenja (engl. loading plot) koji prikazuje korelaciju izmedu originalnih
varijabli i prve i druge glavne komponente i (b) scatter biplot grafik sa rasporedom varijabli i
formulacija mukoadhezivnih bukalnih filmova u ravni prve i druge glavne komponente
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Rezultati PCA analize za MBF prikazani su dijagramom na Slici 4.34. Na Slici 4.34a prikazan je
dijagram opterecenja (engl. loading plot) koji prikazuje raspored polova (varijabli) i korelaciju varijabli
u ravni glavnih komponenata. U smeru rasta polova, rastu i merene vrednosti datih promenljivih za
odredene uzorke. PCA analiza je pokazala da su varijable YM, EB, sadrzaj polimera i MUC u pozitivnoj
korelaciji (Slika 4.34a, prikazano isprekidanim krugom). Uoceno je da su Cmax i sadrzaj HPMC u
negativnoj korelaciji sa tmax, kao i YM i TS (Slika 4.34a, prikazano strelicom).

U pozitivnom delu prve ose (PC1) su se izdvojile formulacije F1 i F2 koje karakteriSe ve¢i Young-ov
modul, veéa sila mukoadhezije i veé¢i sadrzaj PEO polimera, dok se u negativhom delu prve ose
izdvojila formulacija F3 koja je imala najveé¢i udeo HPMC. Ukoliko se sagleda raspored (projekcija)
uzoraka MBF u odnosu na varijable zna¢ajne u formiranju PC1 i PC2, uo¢ava se da je raspored uzorka
broj 2 takav da je najblizi varijablama EB, TS, MUC, tmax i PEO ukazuju¢i na veée vrednosti ovih
varijabli kod formulacije F2. Ova metoda multivarijantne analize otkriva da uzorak MBF F2 ima
najbolja mehanicka i mukoadhezivna svojstva.
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ZAKLJUCAK
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U okviru ove disertacije sproveden je razvoj mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova sa
propranolol-hidrohloridom, kroz opseznu farmaceutsko-tehnolosku karakterizaciju, kao i in vivo i in
silico ispitivanja njihovog uc¢inka. U skladu sa postavljenim ciljevima, a na osnovu prikazanih rezultata
izvedeni su slede¢i zakljucci.

Zakljucci prve faze ekseprimentalnog rada

e Primenom eksperimentalnog dizajna - dizajna smeSe, generisan je eksperimenatalni plan sa 14
formulacija mukoadhezivnih bukalnih tableta sa modifikovanim oslobadanjem 30 mg propranolol-
hidrohlorida gde su varirani udeli mukoadhezivnih polimera: polietilenoksida (PEO), polivinilalkohola
(PVA) i karbomera (KB). Mukoadhezivne bukalne tablete su uspes$no izradene metodom direktne
kompresije u dva koraka na ekscenter tablet masini.

e FT-IR analiza je pokazala sve relevantne pikove propranolol-hidrohloridada u izradenim
mukoadhezivnim bukalnim tabletama, bez vidljivih hemijskih interakcija izmedu propranolol-hidrohlorida i
ekscipijenasa.

e Jzradene mukoadhezivne bukalne tablete su zadovoljile farmakopejske zahteve u pogledu variranja mase,
ujednacenosti sadrzaja lekovite supstance i friabilnosti, a pokazale su uniformnu debljinu 2,61 + 0,01 mm i
zateznu ¢vrstinu 2,82 + 0,05 MPa.

e Maksimlana sila odvajanja koja je bila izmedu 1,67 + 0,38 N, pokazala je da izradene mukoadhezivne
bukalne tablete imaju zadovoljavaju¢a mukoadhezivna svojstva, a da su koncentracija KB, a potom i
koncentracija PEO polimera najznacajniji faktori koji pozitivno uti¢u na maksimalnu silu odvajanja.

e Najbrze rastvaranje propranolol-hidrohlorida postignuto je iz formulacije F13 koja sadrzi samo PVA
gde se visSe od 90% propranolol-hidrohlorida oslobodilo nakon 60 minuta. Potpuno rastvaranje
propranolol-hidrohlorida posle 360 minuta ispitivanja postignuto je iz formulacija F6 i F12 koje nisu
sadrzale KB u formulaciji, ve¢ visoke udele PEO polimera samog ili u kombinaciji sa PVA. Najsporije
rastvaranje propranolol-hidrohlorida postignuto je iz formulacija F4, F8 i F14, koje sadrze visoke udele
KB, iz kojih se nakon 360 minuta ispitivanja rastvorilo do 45% lekovite supstance. Ispostavilo se da su
koncentracija PVA, potom PEO i na kraju KB i njihove interakcije faktori koji uti¢u na udeo
rastvorenog propranolol-hidrohlorida.

e Postignuta visoka korelacija izmedu predvidenih i eksperimentalno dobijenh vrednosti udela
rastvorenog propranolol-hidrohlorida u toku vremena, kao i niske vrednosti greSke predvidanja za
maksimalnu silu odvajanja podrzavaju dalju primenu razvijenih modela.

¢ Kinetika oslobadanja propranolol-hidrohlorida iz svih formulacija, izuzev F13, najbolje se uklapa u
Peppas-Sahlin model. Oslobadanje propranolol-hidrohlorida se odvija anomalnim mehanizmom
transporta koji predstavlja kombinaciju mehanizama difuzije i erozije.

e Prikazana je moguc¢nost koris¢enja USP aparature 3 (cilindar sa povratnim kretanjem), u svrhu in
vitro ispitivanja brzine permeacije propranolola koristeé¢i sinteti¢ku hidrofobnu membranu (Whatman®
Nuclepore™, veli¢ina pora 0,1 um). Najbrza permeacija propranolola postignuta je iz formulacija F6,
F12 i F13 koje nisu sadrzale KB u formulaciji, ve¢ visoke udele PEO polimera samog ili u kombinaciji
sa PVA.

e Kao rezultat vizuelne procene organoleptickih svojstava polimernih disperzija i osuSenih filmova u
pogledu homogenosti i glatkoc¢e filma, lakoce vadenja iz kalupa, secenja, savitljivosti i krtosti filma od
ukupno dizajnirane 21 film-formulacije, odabrane su 3 optimalne film-formulacije koje su sadrzale PVA
u koncentraciji od 1,5%, PEO u koncentraciju od 2%, 3% i 3,5% i HPMC u koncentraciji od 0,5% i
1,5% i propilenglikol u koncentraciji od 2%. Koncentracija propranolol-hidrohlorida je podesena na 2%,
kako bi se dobili filmovi sa sadrzajem propranolol-hidrohlorida od 10 mg/cm?.

e FT-IR analiza je pokazala sve relevantne pikove propranolol-hidrohloridada u izradenim
mukoadhezivnim bukalnim filmovima, bez vidljivih hemijskih interakcija izmedu propranolol-hidrohlorida i
ekscipijenasa.

e SEM i polarizacione mikrografije su pokazale homogenost povrsine i popre¢nog preseka filmova kao i
prisustvo kristala propranolol-hidrohlorida u formiranom filmu.
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Zakljucci druge faze ekseprimentalnog rada

e Mukoadhezivni bukalni filmovi sa propranolol-hidrohloridom zadovoljili su farmakopejski zahtev u
pogledu variranja mase i ujednacenosti sadrzaja lekovite supstance koji se odnose na tablete, jer za sad
ne postoje literaturni podaci koji se odnose na filmove za intraoralnu primenu. Sadrzaj propranolol-
hidrohlorida u izradenim mukoadhezivnim bukalnim filmovima dimenzija 1 x 1 cm bio je 20% m/m,
odnosno 10 mg/cm?.

e Filmovi sa propranolol-hidrohloridom su imali relativno visoke vrednosti zetezne ¢vrstine koja je
bila izmedu 1,8 MPa i 2,9MPa; visoke vrednosti izduzenja pri kidanju koje je bilo izmedu 70% i 200% i
niske vrednosti Young-ov modula u rasponu od 30MPa do 80MPa. Ja¢ina adhezije mukoadhezivnih
bukalnih filmova je bila izmedu 657 mN/cm? i 876 mN/cm? i inkorporiranje propranolol-hidrohlorida u
film je dovelo do smanjenja mukoadhezivnosti, kao i zatezne ¢vrstine, procenta izduzenja pri kidanju i
Young-ovog modula.

e Celokupna koli¢ina propranolol-hidrohlorida oslobodila se u toku 120 minuta iz mukoadhezivnih
bukalnih filmova in vitro, a sastav formulacija F1, F2 i F3 nije uticao na brzinu rastvaranja propranolol-
hidrohlorida (F1 1 F2: f, =64; F1i F3: f2=62; F2i F3: f,=78).

e Kinetika oslobadanja propranolol-hidrohlorida iz formulacija mukoadhezivnih bukalnih filmova
najbolje se uklapa u model prvog reda, $to znaci da promena koncentracije u toku vremena zavisi samo
od koncentracije lekovite supstance.

e Nakon 300 minuta permeiralo je oko 45% propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih
tableta, odredeno in vitro koristeéi sinteti¢ku hidrofobnu membranu

e Mukoadhezivni bukalni filmovi formulacije F2 odabrani su za dalja in vivo ispitivanja na spontano
hipertenzivnim pacovima jer su ovi filmovi zadovoljili farmakopejski zahtev u pogledu variranja mase i
ujednacenosti sadrzaja lekovite supstance, imali najbolja mukoadhezivna i mehanicka svojstva - najveca
vrednost sile odvajanja odnosno jacine adhezije, najveCe vrednosti zatezne Cvrstine i izduZenja pri
kidanju, a ¢iji je profil oslobadanja sli¢an ostalim ispitivanim formulacijama mukoadhezivnih bukalnih
filmova.

e Mukoadhezivne bukalne tablete na bazi PEO polimera sa 10 mg propranolol-hidrohlorida (40%
m/m), preénika 3 mm zadovoljile su farmakopejski zahtev u pogledu variranja mase, ujednacenosti
sadrzaja lekovite supstance i friabilnosti. Zatezna ¢vrstina mukoadhezivnih bukalnih tableta je bila 2,68
+ 0,14 MPa, dok je jagina vezivanja bila 2,45 + 0,47 N/cm?, §to je oko tri puta manje u poredenju sa
mukoadhezivnim bukalnim filmovima.

¢ Celokupna kolic¢ina propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih tableta se rastvorila u toku
90 minuta iz F1, 120 minuta iz F2 i 180 minuta iz F3, a dobijeni profili brzine rastvaranja propranolol-
hidrohlorida nisu medusobno sli¢ni (F1 1 F2: f =39; F11 F3: f2=27; F21 F3: f, = 42)

e Kinetika oslobadanja propranolol-hidrohlorida iz iz mukoadhezivnih bukalnih tableta najbolje se
uklapa u Peppas-Sahlin model, $to znaci da oslobadanju lekovite supstance doprinose procesi difuzije i
erozije.

e Nakon 240 minuta permeiralo je oko 45% propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih
filmova, odredeno in vitro koriste¢i sintetiku hidrofobnu membranu

e Mukoadhezivne bukalne tablete formulacije F2 odabrane su za dalja in vivo ispitivanja na spontano
hipertenzivnim pacovima jer su rezultati pokazali da su zadovoljeni farmakopejski zahtevi u pogledu
variranja mase, ujednacenosti sadrzaja lekovite supstance i friabilnosti, da imaju dobra mukoadhezivna
svojstva odnosno vecéu jacinu adhezija i srednju brzinu rastvaranja lekovite supstance. Rezultati ukazuju
da su profili brzine rastvaranja mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova formulacija F2 medusobno
sli¢ni (f2 = 64) pa su stoga pogodni za komparativnu procenu hemodinamskih efekata i farmakokinetike
propranolola nakon primene mukoadhezivnih bukalnih formulacija na spontano hipertenzivnim
pacovima.
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Zakljucci trece faze ekseprimentalnog rada

e lIzmedu pocetnih i ostalih vremenskih tacaka u kontrolnoj grupi pacova (pacovi bez tretmana
propranolol-hidrohloridom) nije postojala statisticki znaCajna razlika u promeni hemodinamskih
parametara (SAD, DAP, FS), sto opravdana upotrebu natrijum-pentobarbitala kao anestetika u studiji
esencijalne hipertenzije.

e Tretman mukoadhezivnom bukalnom tabletom doveo je do smanjenja SKP u 4-om satu ispitivanja
od 20% u odnosu na njegovu pocetnu vrednost, kao i smanjenja DKP od 29% u 1-om, 28% u 2-om i
30% u 4-om satu ispitivanja. Najizrazeniji efekat propranolola primecen je kod FS gde je uoceno
smanjenje od 13% do 44% u trajanju od 10-og minuta do 12-og sata ispitivanja.

e Tretman mukoadhezivnim bukalnim filmom doveo je do smanjenja SKP u 3-em satu ispitivanja od
13% u odnosu na njegovu pocetnu vrednost, kao i smanjenja DKP od 21% do 33% u trajanju od 45-og
minuta do 6-0g sata ispitivanja. Najizrazeniji efekat propranolola primecéen je kod FS gde je uoceno
smanjenje od 16% do 51% u trajanju od 10-og minuta do 12-og sata ispitivanja

e |zmedu tretmana mukoadhezivnom bukalnom tabletom i filmom nije bilo znacajne razlike u pogledu
SAP, DAP i FS vrednosti, ali je primeéeno da tretman mukoadhezivnim bukalnim filmom dovodi do
izrazenijeg efekta u pogledu smanjenja pre svega FS, a potom i DKP, bez znacajne razlike u uticaju na
SKP.

e U poredenju sa tabletom sa trenutnim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida za perotralnu primenu,
mukoadhezivni bukalni film postigao je znacajno nize vrednosti FS u 8-om i 12-om satu ispitivanja, dok
je tableta sa trenutnim oslobadanjem propranolol-hidrohlorida dovela do znacajnog smanjenja FS u 10-
om minutu u poredenju sa mukoadhezivnom bukalnom tabletom i filmom.

e Uocena je znacajna razlika u vrednostima Cmax izmedu mukoadhezivnog bukalnog filma i
mukoadhezivne bukalne tablete, kao i mukoadhezivnog bukalnog filma i tablete sa trenutnim
oslobadanjem propranolol-hidrohlorida. Najmanja Cmax Vvrednost postignuta je prilikom primene
mukoadhezivnog bukalnog filma. Izmedu mukoadhezivne bukalne tablete 1 tablete sa trenutnim
oslobadanjem propranolol-hidrohlorida nije primecena statisti¢ki znacajna razlika.

e Najveca razlika primeCena je u stepenu apsorpcije propranolola, izrazeno kao PIK vrednost.
Vrednost PIKo-24n propranolola bila je vise od 2,5 puta ve¢a nakon primene mukoadhezivnih bukalnih
tableta 1 filmova u poredenju sa tabletama sa trenutnim oslobadanjem, dok izmedu mukoadhezivnih
bukalnih tableta i filmova nije bilo znacajne razlike.

e Razlike u in vitro brzini rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz tri ispitivana farmaceutska oblika,
odrazile su se na in vivo brzinu apsorpcije propranolola, odnosno na vrednostima tmax.

e Uocena je znacajna razlika u vrednostima CL/F i ti2. Znacajno nize CL/F vrednosti dovele su do
veéih vrednosti ti/2 u slucaju mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova.

e Farmakokineti¢ki parametri propranolola pokazuju da bukalna isporuka propranolol-hidrohlorida
poboljsava stepen apsorpcije usled produzenog zadrzavanja farmaceutskog oblika leka u usnoj duplji,
produzenog oslobadanja propranolol-hidrohlorida iz farmaceutskog oblika i smanjenog metabolizma u
jetri.

Zakljucci ¢etvrte faze ekseprimentalnog rada

e lzgraden je propranolol-specifi¢ni fizioloski zasnovani model, koji opisuje klju¢ne farmakokineticke
procese propranolola. Doprinos sprovedenog istrazivanja odnosi se na predvidanje profila koncentracije
propranolola u plazmi kod ljudi nakon primene mukoadhezivnih bukalnih formulacija primenom
prostornog modela apsorpcije i tranzita lekovite supstance kroz usnu duplju (OCCAT™ model)
koristeci in vitro profile brzine rastvaranja propranolol-hidrohlorida iz mukoadhezivnih bukalnih tableta
i filmova. Ovo je prvi publikovan primer posvecen in silico modelovanju mukoadhezivnih bukalnih
formulacija sa propranolol-hidrohloridom.
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e Uoceno je da se primenom mukoadhezivnih bukalnih filmova i tableta sa 10 mg propranolol-
hidrohlorida oc¢ekuju do dva puta ve¢e Cmax vrednosti u odnosu na tablete sa trenutnim oslobadanjem 10
mg propranolol-hidrohlorida. Takode, primeéeno je da se statisti¢ki ve¢e Cmax vrednosti o¢ekuju nakon
primene mukoadhezivnih bukalnih filmova u odnosu na tablete, bez znacajne razlike u ostalim
farmakokinetickim parametrima. Pored toga, rezultati simulacija upucuju da se moze ocekivati
povecanje bioloske raspolozivosti propranolola za vise od 2,5 puta u poredenju sa tabletama
propranolol-hidrohlorida sa trenutnim oslobadanjem u istoj dozi.

e Rezultati PCA analize pokazuju da prve tri glavne komponente prikazuju 90,68% ukupne
varijabilnosti karakteristika mukoadhezivnih bukalnih tableta, dok prve dve glavne komponente
objasnjavaju gotovo 100% ukupne varijabilnosti karakteristika mukoadhezivnih bukalnih filmova.

e PCA analiza je pokazala da PEO polimer ima najveéi pozitivni uticaj na silu odvajanja (jacinu
adhezije) mukoadhezivnih bukalnih tableta i filmova, kao i da prisustvo KB u formulaciji
mukoadhezivnih bukalnih tableta ima pozitivan uticaj na predvidene tmax Vrednosti, odnosno smanjuje
brzinu apsorpcije propranolol-hidrohlorida, dok PVA i PEO imaju nagativan uticaj. U slucaju
mukoadhezivnih bukalnih filmova prisustvo HPMC u formulaciji ima negativan uticaj na predvidene
tmax Vrednosti, dok prisustvo PEO polimera ima pozitivan uticaj.
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obpasay usjase o aymopcmsy

HsjaBa o ayTopcTBY

Hme 1 mpe3nme aytopa Hsana Kyphyouh

bpoj unaekca 34/2017

N3jaBmyjem
Jla je TOKTOpcKa ArcepTalinja noj HacJaoBOM

MyxkoaaxesuBHe OykaJiHe TabjaeTe 1 GUIMOBH ca MPONPAHOJIOJ-XHAPOXJIOPHIOM:

dhopmynanmja, in vitro/in silico kapakrepu3anuja u in vivo HCIUTUBAKba Y AHUMAJTHOM MOy

eceHIHjaIHe XHIIepTeH3Hje

® PE3YJITaT CONCTBEHOI UCTPAKUBAUYKOI paaa,

e J1a [McepTalMja y LUEIMHU HU Y JieIoBUMa HHUje Ouna mpejyioseHa 3a CTHIame Apyre
JVTIIIOME MpemMa CTyIUjCKUM NporpaMuMa IpYTHX BUCOKOIITKOJICKUX YCTaHOBA;

e Jacy pe3yJTaTH KOPEKTHO HaBeICHHU U

® Jla HHACAM KpIUMO/Ja ayTopcKa MpaBa U KOPUCTHO/Ja UHTENIEKTYalHy CBOjUHY IpyTHXITHIA.

Hornuce ayropa

’ Mbano JU‘,PM“ s

(7]

VY beorpany, 14.02.2024.




obpasay, u3jase o UCMOBEMHOCTIU WMAMNAHE U EALKINPOHCKE sep3uje 00KMopcKoz pada

I/I3jaBa 0 UCTOBETHOCTH LIITAaMIIaHe H €JJEKTPOHCKE Bep3ﬂje JOKTOpPCKOrpajia

Wme u npesume aytopa _Meana Kyphy6uh

bpoj nnaexca 34/2017

CTyMjcku nporpam dapmaleyTcKa TeXHOI0ruja

HacnoB pana _Mykoajaxe3uBHe OykajHe TabJeTe U GUIMOBHU €a MPONPAHOJI0JI-

xuapoxJjopuaom: dpopmyaanuja, in vitrolin silico KapakKTepu3anuja u in vivo

HCNUTHUBAKLA Y AHUMAJTHOM MOJETY eceHIHjaIHe XHHCDTCH?.HJQ

MenTop _jp cu. Jenena Bypum, peopnu npodecop

ap cil. YHa-Josana Bajuh, HayuHu capajiHuK

Uzjasibyjem [a je mTaMraHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT paja HCTOBETHA eNIEKTPOHCKO] BEP3UjH KOJY
cam mpeao/na paau moxpamuBarma y JIMFHTAIHOM  PelO3HTOPHjyMY YuuBep3surera y
beorpany.

Jlo3BoJbaBaM J1a ce objaBe MOjH JHYHM MOJALM Be3aHH 3a 100ujarbe aKaJeMCKOr Hasnea J0KToOpa
HayKa, Kao IITO Cy MME M Mpe3umMe, FOJIMHa U MecTo poljerba U 1aTym obpaHe paja.

OBW JTMYHW TIOJAM MOTY ce 00jaBMTM Ha MpPEKHMM CTpaHulama AurutanHe Gubiuoreke, y
e/IEKTPOHCKOM KaTajiory W'y myOnvkauujama Yausepsurera y beorpaiy.

IMotnuc ayropa

V beorpany, _14.02.2024.

4 ) < )
Wbano, Kyphyduk



obpasay, usjase o Kopuwhiewy

H3jaBa o kopumhemwy

Osnamhyjem YHuBepsutercky Oubnmorexy ,.CBerozap MapkoBuh* ga y Jlururanau
peno3uTopujyM YHuUBep3uTeTa y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY JHCEPTAIH]Y 110 HACIIOBOM:

MyxkoaaxesuBHe OykanHe Ta0d/ere u pusamoBu: dopmyaanuja, in vitrolin silico
KapaKTepH3aluja u in vivo NCTIHTHBAKa Y aHUMAJIHOM MOJIeJTy eCeHIMja/IHe XUNepTeH3uje

KOja je MOje ayTOPCKO JeJI0.

Jucepranujy ca CBUM IIPUIIO3HMA IIPEao/Ia caM y eeKTPOHCKOM (OopMary MOrOJHOM 3a TPajHO
apXUBUPAE.

Mojy JOKTOpPCKY JucepTalujy MOXpawmeHy y JIUTUTaHOM pero3uTOpHjyMy YHHBEpP3HWTETa Y
beorpany W J0CTynHY Yy OTBOPEHOM IPUCTYIy MOTY Jla KOPHCTE CBH KOjJH IOINTY]y ojapende
cajpxane y onadpanoM tuny juuenue Kpearusne 3ajeqnune (Creative Commons) 3a Kojy caMm ce
0JUTy4Ho/Ja.

1. Ayropctso (CC BY)
2. AyropctBo — HekoMeprirjasiHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — "HekoMepIjaiaHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepIUjamHo — aeauTu noj uctuM ycinouma (CC BY-NC-SA)
5. AyropetBo — 0e3 npepana (CC BY-ND)
6. AytopcTBo — AenuTH o uctum ycinosuma (CC BY-SA)

(MoJMO J1a 3a0KpYKHTE CaMo jeIHy OJ1 HIECT MOHYHEeHUX JUIEHIIH.
Kparax omnuc JHIIEeHITH j€ CACTaBHU JI€0 OBE U3]aBe).

IMoTnme ayropa

VY beorpany, 14.02.2024.
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1. Ayropcrso. JloszposbaBate yMHONKaBate, AMCTPUOYUM]Y M JABHO CAONIUTABAKE Jeld, M
npepajae, ako ce HaBede MME ayTopa Ha Haude ojpefeH oj cTpane ayTopa WiIH jasaola
JIMUEHLE, YaK Uy KoMepurjaiHe cepxe. OBo je HajenoBoanuja 0 CBUX JIMUEHLH.

2. AytopcTBo — HekomepuHjamHo. J{o3BosbaBare yMHOKaBawe, AUCTPUOYUM]Y W jaBHO
caoruiTapare Jejla, U Tipepajie, ako ce HaBelde WMe ayTopa Ha HauuH ojpehen of cTpaHe
ayTtopa uiv pasaoua suuerie. Osa MMLEHNA He J03B0JbaBa KOMepLUMjaiHy yrorpedy jena.

3. AyTopcTBO — HeKoMepUHjalHO — Be3 mnpepajaa. J[03Bo/baBaTe YMHOKaBakbe,
AUCTpUOYLH]y W JaBHO caollTaBame jeia, 6e3 MpoMeHa, peolIuKoBama Wil yroTpebe 1ea
y CBOM JieNly, aKo Ce HapejJle MMe ayTopa Ha HauuH omxpeheH oJ cTpaHe ayTopa Wiu JaBaolia
suerte. Osa JHUeHUa He JI03BOJbABA KOMepUMjainy yrorpely mena. YV oaHocy Ha cBe
OCTaJsle IMLEHLE, OBOM JIMLEHLOM Ce orpaHu4ara Hajeehu oGum npasa kopuithema aena.

4. AyTOpcTBO — HEKOMEPUHMjalHO — [eJMTH 1OA HCTHM Yyciaosuma. J[o3Bo/baBare
YMHOKaBare, AMCTpUOYLN]Y U JaBHO CaolTaBare Jejia, W Tpepaie, ako Ce HaBele ume
aytopa Ha HauuH oipebeH ox cTpaHe ayTopa WM AaBaoua JMUCHLE W aKo e Tpepana
AucTprlyupa noj UCTOM KT CIIMYHOM JIHLeHIoM. OBa JIHIEHIA HE J03BObABAKOMEPLIMjAIHY
yroTpely fiena u npepaza.

5. AyrtopctBo — 6e3 mpepana. Jlo3po/eaBaTe YMHOKABAWe, IUCTPUOYLM]Y W jaBHO
caoniuTaBame Jie1a, 0e3 npoMena, NpeodIruKoBatba WK yrnotpebe aena y cBOM ey, ako ce
HaBejle uMe ayropa Ha HauuH oapehen oa ctpane ayTopa win nasaoua nmuente. Osa MUeHUa
J03BOJBABA KOMEPLUjaNHY ynoTpedy Aea.

6. AyTOpCTBO — 1€AMTH MO HCTHM yeaouma. Jl03Bobasare yMHOKaBaMe, AMCTPUOYLH]Y
W jaBHO caoniuITaBake Jefla, U fpepajie, ako ce HaBeje UMe ayTopa Ha HauumH ojpehien o
CTpaHe ayTopa WM jJaBaoua JMUECHIE W aKo ce npepaga AUCTPROYHpPA 104 HCTOM WITH
CAMYHOM JstriieHIomM. OBa JHuUeHIa J03BO/baBa KOMepuujainy yrorpefy Jlena w rnipepaja.
Canvna je coTBepcKUM JTHILEHIAMa, OJHOCHO JIMIEHIIAMa OTBOPEHOT KOJA.



