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Summary

In the current paper, multi-criteria decision making (MCDM) approach was applied to
optimize micellar liquid chromatography (MLC) intended for the pharmaceutical analysis of
atorvastatin and its impurities, trans-atorvastatin and desfluoro-atorvastatin. MLC is a reversed-
phase liquid chromatographic (RPLC) mode where the modification of mobile phase leads to
the stationary phase modification. This results in the diverse interactions (hydrophobic, ionic
and steric) significantly affecting retention and selectivity. For that reason double chained
surfactant sodium dioctyl sulfosuccinate - AOT (Aerosol OT), with oxygen atoms in its tails,
was used for the first time in such kind of separation. As the most efficient way to investigate a
high number of factors, and simultaneously optimize defined antagonistic objectives
(minimization of run time and maximization of atorvastatin and trans- atorvastatin resolution)
MCDM approach was employed. Central composite design (CCD) with fractional factorial
design, £ 0.5 star design and four replications in central point was used to define plan of
experiments. Five responses selected during method development were optimized
simultaneously using Derringer's desirability function. The predicted optimum was: 32 %
acetonitrile, 2 % ethylene glycol, 66 % 6.4 mmol L' AOT in 20 mmol L' ammonium acetate,
pH of the water phase 5.50 adjusted with acetic acid, flow rate 1.15 mL min" and column
temperature of 10 °C.

Key words: Multi-criteria decision making; Derringer's desirability function;
Micellar liquid chromatography; Atorvastatin and its impurities
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Introduction

When one needs to optimize more than one response at a time and if the optimal
values for each response are localized in different regions the application of multi-
criteria decision making (MCDM) approach would be the best choice. In MCDM
different approaches can be used, e.g. path of steepest ascent, constrained optimization
procedure, Pareto-optimality, and Derringer's desirability function (1). In the presented
study Derringer's desirability function was used for the optimization of atorvastatin (A),
trans-atorvastatin (TA) and desfluoro-atorvastatin (DFA) separation in micellar liquid
chromatography mode. Micellar liquid chromatography (MLC) is the modification of
classical RP-HPLC mode of separation based on the studies of organized solutions.
When micelles or microemulsion are used as mobile phases, solutes present in a mixture
are separated on the basis of their differential partitioning between the bulk aqueous
phase and the micellar aggregates or microemulsion droplets in the mobile phase, as
well as between the bulk aqueous phase and the surfactant-coated stationary phase (2 -
4). This secondary partitioning enables better separation of complex mixtures especially
those composed of analytes of different polarity.

The main objective of this paper was the investigation of improvement in
selectivity promoted by MLC stationary and mobile phase modification (4, 5), as well
as the application of MCDM approach to the optimization of the developed MLC
method. The authors wanted to study all the presumed benefits of MLC applying it to
the separation of A and its two impurities separation (Figure 1). According to the
manufacturer (Krka, Novo Mesto, Slovenia) these two impurities have to be evaluated
during the shelf-life and for that reason they were selected for this analysis. The therapy
with statins is very long and thus the purity of these drugs is of a great significance.
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R3

atorvastatin R;=0OH; Ry,=H; R3=F
frans-atorvastatin R,=H; R,=0OH,; R;=F
desfluoro-atorvastatin  R;=OH; R,=H; R3=H

Figure 1. Chemical structures of atorvastatin, frans-atorvastatin and desfluoro-
atorvastatin
Slika 1. Hemijske strukture atorvastatina, frans-atorvastatina i desfluoro-atorvastatina

In the literature, RP-LC method has been reported for the separation of
atorvastatin (A), trans-atorvastatin (TA) and desfluoro-atorvastatin (DFA) (6). Very
recently, a rapid resolution RP-LC method for the simultaneous quantitation of A and
related substances in bulk drug has been developed (7). For the simultaneous
quantitation of atorvastatin and its related impurities, micellar electrokinetic capillary
chromatography (MEKC) was used (8). Liquid chromatography — tandem mass
spectrometry was applied for separation, characterization and quantification of
atorvastatin and its imputities, including trans-atorvastating and desfluoro-atorvastatin
(9). Recently the authors have published the paper dealing with the optimization of
artificial neural networks which can be used as a tool in modelling of A and its
impurities retention when separated by micellar liquid chromatography (10). For the
simultaneous determination of atorvastatin, aspirin and their major degradation
products, salicylic acid, salicylsalicylic acid and the lactone form of atorvastatin, ultra
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HPLC method was developed and validated (11). An ultra performance liquid
chromatographic metod with UV detection was applied as stability indicating method
for metoprolol, atorvastatin and ramipril in capsules (12). Also, review of HPLC
methods for the determination of simvastatin and atorvastatin in bioanalytical assays,
pharmaceutical assays and environmental applications is published (13).

In this paper the novelty was introduced by the application of Derringer's
desirability function to simultaneously optimize the five chosen responses (retention
factor of DFA — kppy4, retention factor of TA — kgy, retention factor of A — k4, resolution
between DFA and TA — Rpra/ra and 1-v/p value for A and TA) which improved and
facilitated method optimization step. According to Ph. Eur. 6 (14) in the test for related
substances when baseline separation between two peaks of very different high is not
reached, the peak-to-valley ratio (p/v) may be employed for the assessment of the
separation. However, as the better approach calculation of valley-to peak ratio (v/p) was
proposed (15). For the sake of easier comparison of v/p with the resolution factor Rs,
the subtracting of the ratio v/p from 1 was suggested (1-v/p ) (16). The resulting value
of 1 corresponds to baseline separation, but value of 0 to unresolved peaks. For the
optimization purpose, it is advantageous to use the height of the peak that will result in
the most sensitive v/p ratio. When there is a big difference in height (separation of
active substance and its related impurity), the v/p ratio for smaller peak is much more
sensitive to changes than the v/p ratio of large peak and hence is the most useful value
to use for the calculation (15). So, in this case for the evaluation of A and TA separation
equation 1-v/p was used, where v stands for the height of the valley between TA and
A peak and p is TA peak height.

Experimental

Chemicals. All reagents used were of an analytical grade. Sodium dioctyl
sulfosuccinate - AOT (Aerosol OT; docusate sodium), tetrahydrofuran dried (THF),
dimethyl sulfoxide (DMSO), ethylene glycol and acetonitrile - HPLC gradient grade
were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). Water - HPLC grade, ammonium
acetate (J. T. Baker, Deventer, Netherlands), ammonium hydroxide and glacial acetic
acid (Sigma, St. Louis, MO, USA) were used to prepare a water phase. Reference
substances of atorvastatin (batch ATS1-2542/1), trans-atorvastatin (batch ATN1-2042)
and desfluoro-atorvastatin (batch ATN2-2429-C) were kindly donated by Krka (Novo
Mesto, Slovenia).

Determination of AOT critical micellar concentration (CMC). For the
determination of AOT CMC procedure proposed in (17) was used. Extrapolation of the
decreasing and horizontal part of the plot of surface tension against the surfactant
concentration results in a change in gradient at the CMC value (18). Surface tension was
measured by weighting 50 drops of solutions containing different concentrations of
AOT or AOT and acetonitrile. The weighting was done on analytical balance, precision
+0.0001 g (Sartorius, Gottingen, Germany).
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Chromatographic conditions. The chromatographic system consisted of
Finnigan Surveyor Thermo Scientific, Finnigan Surveyor LC Pump Plus, Finnigan
Surveyor UV/VIS Plus Detector, Finnigan Surveyor Autosampler Plus and ChromQuest
for data collection. The samples were introduced through partial loop in 5 pL. volume.
For the separation the X-Terra™ Phenyl 4.6 mm x 150 mm, 5 pm particle size column
was used. UV detection was performed at 254 nm.

Software. Design—Expert® 7.0.0. (Stat—Ease Inc., Minneapolis) was used for the
definition of the plan of experiments, data analysis and desirability function
calculations.

Standard solutions. For the optimization solutions containing 100 ug mL'of A
and 0.3 pg mL™ of TA and DFA were prepared in the mixture of acetonitrile-water
(30:70 V/V).

Results and discussion

Method development

In MLC eluents the micelles are formed as the surfactant is added in the
concentration above its CMC. When the organic modifier is added to pure micellar
mobile phase, elution strength is modified and the chromatographic behavior of
analyzed substances significantly changes.

Surfactant selection

In this case, the necessity of the separation of two structurally very similar
substances imposed AOT as surfactant in MLC separation of A, TA and DFA. The
authors presumed that double chain, anionic and hydrophobic surfactant (Figure 2) can
be important ingredient in the mobile phase intended for isocratic mode separation of A
and TA. The structures of A and TA (Figure 1) differ only in the configuration at one C-
atom (epimers with the different orientation of secondary alcohol group), which
consequently leads to very similar, almost the same, chromatographic behavior for these
two substances. It was expected that the presence of double chained surfactant and
oxygen atoms (acceptors) in its tails may lead to intermolecular hydrogen bond
formation with alcohol groups (donors) of A and TA. Hydrogen bond is an electrostatic
dipole-dipole interaction varying in strength and length, as well as in bond angle which
mostly depends on the nature of the hydrogen bond donor. As the orientation of alcohol
groups in A is cis and in TA trans, it was expected that the formed hydrogen bonds will
differ in length and angle resulting in improvement of A and TA separation
performance in the presence of AOT.
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sodium salt bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinate (AOT)

Figure 2. Chemical structure of AOT (sodium bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinate)
Slika 2. Hemijska struktura AOT-a (natrijum bis(2-etilheksil)sulfosukcinat)

The first step in this investigation was determination of AOT CMC in 20 mmol L
ammonium acetate applying the procedure published in the literature (17). Orientation
of surfactant molecules at the air-water interface reduces surface tension and, therefore,
the solvent drop size depends on the free surfactant monomers (17). An experimental
study was performed by weighting 50 drops of solutions containing AOT (0.1 mmol L™
to 2.0 mmol L") in 20 mmol L™ ammonium acetate, in order to monitor changes in the
surface tension that could provide information about micelle formation, i.e. reaching
and exceeding CMC. The determined CMC value was 0.4 mmol L (Figure 3a).
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Slika 3.
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acetonitrile content (%, viv)

a) Determination of CMC for AOT in 20 mmol L™ ammonium acetate
b) Weight of 50 drops of solutions containing AOT and acetonitrile

a) Odredivanje CMC za AOT u 20 mmol L' amonijum-acetatu

b) Masa 50 kapi rastvora koji sadrzi AOT i acetonitril
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Organic modifier selection

As organic modifier acetonitrile was added so the influence of organic modifier
on formed micelles should be acquired. For that reason the authors applied the same
procedure used for the determination of AOT CMC in order to monitor changes in the
surface tension that could provide information about micelle existence and
disaggregation. It was proved that AOT micelles are not influenced by acetonitrile
content up to 35 %, while the content higher than that is probably affecting micellar
integrity as the mild decrease of the plot weight of 50 drops = f (acetonitrile
concentration) is observed. However, the likely breakdown of micelles is not observed
up to 50 % (Figure 3b).

Definition of other mobile phase constituents

As it could be concluded from the preliminary study, in the interest of adjusting
elution strength, some additional organic modifier must be used. Tetrahydrofuran
(THF), dimethyl sulfoxide (DMSO) and ethylene glycol were selected. THF and DMSO
are dipolar aprotic solvents like acetonirtile, but with notable difference in structure.
THF has a cyclic structure and completely different steric effects could be expected.
Presence of the oxygen atom in its structure may also result in hydrogen bond formation
and improved A and TA separation. On the other hand, DMSO has so called "soft”
oxygen atom and "hard” sulfur atom that may lead to different interaction with A and
TA and result in acceptable separation. As previously mentioned, the different
orientation of alcohol groups in A and TA structure will definitely result in different
interaction with ethylene glycol via hydrogen bonding with the two alcohol groups.
Comparing the influence of 2 % THF, DMSO and ethylene glycol in the mobile phase
containing 35 % acetonitrile and 63 % 5 mmol L AOT in 20 mmol L ammonium
acetate (pH of the water phase was adjusted at 5.50 with acetic acid), the most
significant and acceptable improvement of 1—v/p value could be noticed with ethylene
glycol. When the content of ethylene glycol was reduced to 1 % or increased to 4 %, no
substantial deterioration or improvement were observed. For that reason 2 % of ethylene
glycol in the mobile phase was kept at the constant level during the method
optimization.

Finally the influence of water phase pH value was analyzed. During the
preliminary experiments the authors concluded that in the optimization phase the pH of
the mobile phase must be investigated in the range from 5.0 to 6.0 because from 4.0 to
5.0 the satisfactory separation of A and TA could not be reached (all the obtained values
of 1-v/p were less than 0.2).
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Method optimization
Independent and dependent variables selection

The first step in the method optimization was definition of the factors which were
important for certain separation (independent variables). During the method
development stage as the influential factors acetonitrile content and AOT concentration
in 20 mmol L' ammonium acetate (constituents of MLC mobile phase), as well as the
pH of the water phase, mobile phase flow rate and column temperature were extracted.
Other factors like ammonium acetate concentration (20 mmol L) and ethylene glycol
content in the mobile phase (2 %) were kept constant. As dependent variables five
responses were included in the investigation (retention factor of DFA — kpry, retention
factor of TA — kry, retention factor of A — ky, resolution between DFA and TA —
Rpra/ra and 1-v/p value for A and TA).

Experimental design selection

The next step was the selection of the appropriate experimental design that will
define which experiments should be carried out in the experimental region of interest.
For this study experimental design must assure that all studied variables are examined at
least in three factor levels, and as the most useful inscribed-CCD with 2° half-fractional
factorial design, +0.5 star design and four replications in central point was chosen. The
plan of experiments is presented in Table I.
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TableI  Plan of experiment for inscribed CCD (coded values for factor levels are in brackets)
Tabela I  Plan eksperimenta za inscribed CCD (kodirane vrednosti za nivoe faktora date su u

zagradama)
Factors levels
Nivoi faktora

Ne X1 X2 X3 X4 Xs

1 32 (-1) 3 (-1) 5.00 (-1) 1.00 (-1) 20.0 (+1)
2 40 (+1) 3 (-1 5.00 -1) 1.00 -1) 10.0 (-1)

3 32 (-1) 7 (+1) 5.00 (-1) 1.00 (-1) 10.0 (-1)

4 40 (+1) 7 (+1) 5.00 (-1) 1.00 (-1) 20.0 (+1)
5 32 (-1) 3 (-1) 6.00 (+1) 1.00 (-1) 10.0 (-1)

6 40 (+1) 3 (-1) 6.00 (+1) 1.00 (-1) 20.0 (+1)
7 32 1) 7 (+1) 6.00 (+1) 1.00 1) 20.0 (+1)
8 40 (+1) 7 (+1) 6.00 (+1) 1.00 (-1) 10.0 (-1)

9 32 (-1) 3 (-1) 5.00 (-1) 1.50 (+1) 10.0 (-1)

10 40 (+1) 3 (-1) 5.00 (-1) 1.50 (+1) 20.0 (+1)
11 32 (-1) 7 (+1) 5.00 (-1) 1.50 (+1) 20.0 (+1)
12 | 40 (+1) 7 (+1) 5.00 1) 1.50 (+1) 10.0 1)

13 32 (-1) 3 (-1) 6.00 (+1) 1.50 (+1) 20.0 (+1)
14 40 (+1) 3 (-1) 6.00 (+1) 1.50 (+1) 10.0 (-1)

15 32 (-1) 7 (+1) 6.00 (+1) 1.50 (+1) 10.0 (-1)

16 40 (+1) 7 (+1) 6.00 (+1) 1.50 (+1) 20.0 (+1)
17 34 (-0.5) 5 (0) 5.50 0) 1.25 0) 15.0 0)

18 38 (+0.5) 5 (0) 5.50 0) 1.25 0) 15.0 0)

19 36 (0) 4 (-0.5) 5.50 0) 1.25 0) 15.0 0)

20 36 (0) 6 (+0.5) 5.50 0) 1.25 (0) 15.0 0)

21 36 (0) 5 (0) 5.25 (-0.5) 1.25 0) 15.0 0)

22 36 (0) 5 (0) 5.75 (+0.5) 1.25 0) 15.0 0)

23 36 (0) 5 (0) 5.50 0) 1.13 (-0.5) 15.0 0)

24 36 (0) 5 (0) 5.50 0) 1.38 (+0.5) 15.0 0)

25 36 (0) 5 (0) 5.50 0) 1.25 0) 12.0 (-0.5)
26 36 (0) 5 (0) 5.50 0) 1.25 0) 17.0 (+0.5)
27 36 (0) 5 (0) 5.50 0) 1.25 0) 15.0 0)

28 36 (0) 5 (0) 5.50 0) 1.25 0) 15.0 0)

29 36 (0) 5 (0) 5.50 0) 1.25 0) 15.0 0)

30 36 (0) 5 (0) 5.50 0) 1.25 0) 15.0 0)

X, — content of acetonitrile (%), x, — content of AOT (mmoL L) in 20 mmoL L™ ammonium acetate,
x3 — pH of the water phase; x4 — flow rate; x5 — column temperature

X, — sadrzaj acetonitrila (%), x, — koncentracija AOT-a (mmoL L) u 20 mmoL L' amonijum-acetatu,
x3 — pH vrednost vodene faze; x4 — protok mobilne faze; x5 — temperatura kolone
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Optimization based on multi-criteria decision making approach

The experiments were conducted according to the defined plan and the resulting
responses are presented in Table II. Design-Expert 7.0.0 was employed for the
necessary calculations. For kprs, k14, k4 and 1-v/p quadratic response model was
suggested as the most adequate and calculated coefficients of response model for coded
factor levels are given in Table III. On the other hand, for Rppara, five-factor
interaction response model was suggested as the most adequate. The coefficients of
response model calculated for coded factor levels are given in Table I'V.

Table I  Experimentally obtained responses
Tabela II Eksperimentalno dobijeni odgovori

Exp. Responses
Ne kora kra ka Rorrra 1- V/ p
1 22.64 26.18 26.57 2.81 0.54
2 8.39 9.20 9.62 1.32 0.07
3 17.64 20.50 21.43 2.80 043
4 6.37 7.02 7.36 1.18 0.16
5 8.02 9.46 9.96 1.78 0.53
6 5.19 5.74 6.13 1.24 0.24
7 6.08 7.01 7.41 1.65 0.21
8 2.61 2.85 3.08 0.62 0.33
9 27.80 32.70 34.08 3.40 0.13
10 7.10 7.90 8.27 0.76 0.24
1" 18.69 21.43 22.31 2.58 0.28
12 6.04 6.68 7.03 1.02 0.15
13 12.67 14.47 15.32 1.35 0.35
14 3.19 3.54 3.74 0.91 0.14
15 10.03 11.43 12.20 1.39 0.35
16 2.14 2.36 2.50 0.51 0.09
17 9.60 10.88 11.61 1.92 0.53
18 5.81 6.44 6.88 1.25 0.59
19 6.32 7.10 7.60 1.74 0.51
20 6.39 7.16 7.67 1.45 0.56
21 8.97 10.09 10.71 1.59 0.34
22 7.09 8.08 8.64 1.94 0.42
23 10.09 11.53 12.37 1.95 0.60
24 6.70 7.57 8.09 1.51 0.53
25 8.37 9.44 10.16 1.76 0.56
26 5.55 6.25 6.67 1.44 0.73
27 5.73 6.45 6.93 1.57 0.61
28 6.07 6.73 7.28 1.69 0.55
29 5.86 6.53 7.00 1.69 0.55
30 6.09 6.75 7.28 1.56 0.53

kpr4 — retention factor for DFA; k7, — retention factor for TA; k,—retention factor for A;
Rprasta — resolution between DFA and TA; 1— v/ p —measure of A and TA peak separation
kpr4 — retencioni faktor za DFA; kr, — retencioni faktor za TA; k,—retencioni faktor za A;
Rprasra — rezolucija izmedu DFA i TA; 1— v/ p —separacija izmedu A i TA
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Table III  Coefficients of quadratic response model for & pr, & ta, k 4 and 1—v/p
y =b, + bix; + byXy + b3xs tbsxy + bsxs + bipXiXot biaX X5t biaXXg + bysXXs + basXoxs +
b2sXoXy + basxoXs + baXsXa + bisxaXs + basxaxs + byixi” +baxs” + basxs® + baaxs™t bssxs”
Tabela III Koeficijenti kvadratnog modela za odgovore: k pg, kta, ka1 1-v/p
¥ = bo + bix; + baxy + bixs +byxy + bsxs + bioxiXot bisx Xs+ biaxixs + bisxxs + bysxoxs +
baaXoXy + bysxoXs + bagXsXy + bisxaXs + bysxaXs + byx)® +byxy” + basxs® + bygx, + bssxs”

Kor p-value kta p-value ka p-value 1- v/ P p-value
bo 6.90 <0.0001" 7.76 <0.0001" 8.32 <0.0001" 0.55 0.0007*
b -5.12 <0.0001" -6.07 <0.0001" -6.30 <0.0001" -0.083 0.0010*
b, -1.54 0.0030’ -1.81 0.0029’ -1.84 0.0037’ -0.013 0.4712
by -3.98 <0.0001" -4.59 <0.0001" -4.69 <0.0001" 0.017 0.3529
b, 0.55 0.1868 0.64 0.1865 0.71 0.1672 -0.049 0.0190*
bs -0.26 0.5202 -0.35 0.4509 -0.42 0.3949 0.005 0.7798
b1 0.75 0.0862 0.94 0.0699 0.92 0.0870 0.020 0.2849
b1 2.20 0.0003’ 2.63 0.0003' 2.67 0.0004" 0.0075 0.6799
b1y -1.18 0.0140° -1.33 0.0172’ -1.45 0.0147" 0.026 0.1699
bs 0.25 0.5382 0.36 0.4499 0.43 0.3968 0.0063 0.7306
bas 0.56 0.1827 0.67 0.1724 0.65 0.2078 -0.02 0.2849
bas -0.15 0.7178 0.22 0.6412 -0.27 0.5842 0.016 0.3797
bas -0.20 0.6150 -0.19 0.6870 -0.19 0.7013 -0.064 0.0055*
by 0.096 0.8100 0.058 0.9011 0.029 0.9527 0.0013 0.9449
bas 0.46 0.2702 0.55 0.2550 0.63 0.2251 -0.056 0.0109
bas -0.63 0.1396 -0.76 0.1300 -0.75 0.1527 0.025 0.1890
b 1.15 0.7740 1.21 0.7980 1.17 0.8147 0.069 0.7077
bz -4.25 0.3070 -4.93 0.3118 -5.28 0.3053 -0.031 0.8633
bas 245 0.5457 2.91 0.5415 2.88 0.5658 -0.065 0.0051
by 3.91 0.3431 4.75 0.3253 5.10 0.3194 0.089 0.6291
bss 0.11 0.9773 0.067 0.9807 0.011 0.9804 0.24 0.1829

* significant model terms at 95% confidence level
* interval pouzdanosti 95 %
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Table IV  Coefficients of second-order response model for Rppa/ra
¥ = b, + bix; + baxy + bixs +byxy + bsxs + bioxiXot biaX Xs+ biaxixs + bisxxs + bysxoxs +
byyXoXy + bysxoXs + byaXsXy + bysXsXs + basxeXs

Tabela IV Koeficijenti modela drugog reda za odgovor Rpga/ra
y =b, + bix; + byXy + b3xs tbsxy + bsxs + bipXiXpt+ bi3X x5t bigXXg + bysxXs + basXpxs +
b2aXoX4 + basxoXs + biaXsXy + bssxsXs + basxaxs

Rorara p-value
b, 1.610 <0.0001"
b 4 -0.640 <0.0001"
b, -0.120 0.0211°
b -0.380 <0.0001"
b, -0.100 0.0413'
bs -0.080 0.1037
b1 0.001 0.9790
b 13 0.280 <0.0001"
b1 -0.052 0.2784
b s 0.050 0.3010
b s 0.025 0.5997
b2 -0.001 0.9790
b 2s 0.084 0.0936
b -0.049 0.3128
b 1 0.079 0.1129
b as 0120 0.0243'

* significant model terms at 95% confidence level
* interval pouzdanosti 95 %

In the next stage, in order to discover global optimal conditions several dependent
properties were simultaneously optimized using MCDM based approach. For that
purpose, Derringer's desirability function (19) was selected to optimize five responses
with different targets. Derringer and Suich (19) proposed three types of desirability
functions depending on whether a particular response is to be maximized, minimized or
assigned a target value. In order to emphasize certain goal assigned to the response, the
weights (exponents) of adopted function have to be selected (15). It is important to
know that weights lower than 1 give less emphasis to the goal, while weights greater
than 1 give more emphasis to the goal. The restrictions adopted for the determination of
the most appropriate global desirability in this investigation are graphically presented in
Figure 4.
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Figure 4 Graphical representation of the constraints adopted for the determination of
global desirability (A — kprq; B—kr; C— ks D —Rppara and E — 1— v/p )

Slika 4  Graficki prikaz uslova definisanih za odredivanje globalne desirability funkcije
(A —kpra; B—kry3 C—kgs D —Rppama iE— 1-v/p)

It can be seen from Figure 4A, 4B and 4C that kpgy, krs and k4 responses were set
as target best kind and selected values for weights were 10 and 1, respectively. For
Rprara (Figure 4D) and 1-v/p (Figure 4E) the responses constraint was defined as
maximization. In the former case weight was adjusted to 0.1 as any response value
above 1.5 can be considered as acceptable. However, for 1-v/p s was set to 10, as the
most desirable response would have value 1. In this way the significance of this
response in the definition of global optimum was emphasized.

According to defined constraints the predicted optimal mobile phase composition
was: 32 % acetonitrile, 2 % ethylene glycol, 66 % 6.4 mmol L' AOT in 20 mmol L™
ammonium acetate, pH of the water phase 5.50 adjusted with acetic acid, flow rate 1.15
mL min” and column temperature of 10 °C and the corresponding global desirability
0.980.

Finally, the predicted optimal mobile phase was applied for the separation of
investigated substances in order to check the concordance between predicted and
experimentally obtained response values. The obtained experimental data for kpr4, k74,
k4, Rprara and 1-v/p were in a good agreement with predicted ones presented in
Figure 4. Representative chromatogram obtained after injection of a mixture, in which
the impurities TA and DFA had the maximum allowed concentrations in formulations,
under optimal conditions can be found in Malenovi¢ et al. (10).

Conclusion

In this paper a novel, simpler and more efficient MLC method for the separation
of A, TA and DFA was proposed. Application of MCDM approach improved method
optimization step by the desirability estimation of several interrelated responses. Global
optimal chromatographic conditions were defined using Derringer's desirability
function. First of all five investigated responses were converted to desirability functions,
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which were then modeled in the experimental domain with a good fit. Then, the global
desirability was defined according to adopted restrictions and the optimal
chromatographic conditions settled. Also, 3D-graphs of global desirability were
constructed and their investigation enabled the evaluation of system behavior. It could
be seen that all the parameters of the proposed method must be strictly controlled in
order to maintain method performance, which could have been expected, due to the
structural resemblance between A and TA that results in similar chromatographic
behavior and problematic separation. Finally, it can be concluded that the proposed
desirability-based MCDM approach proved to be valuable tool in the optimization of
chromatographic methods, especially novel ones like MLC.
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Kratak sadrzaj

U ovom radu, za optimizaciju metode micelarne te¢ne hromatografije (MLC) namenjene
za farmaceutsku analizu atorvastatina i njegovih necistoCa, trams-atorvastatina i desfluoro-
atorvastatina primenjen je multikriterijumski pristup. MLC je oblik reverzno-fazne te¢ne
hromatografije gde promene u mobilnoj fazi dovode i do modifikacije stacionarne faze. Ovo
rezultuje razli¢itim interakcijama (hidrofobnim, jonskim, sternim) sa znacajnim uticajem na
retenciju i selektivnost. Zbog toga je za separaciju odabran surfaktant koji sadrzi dvostruki lanac
i atom kiseonika, natrijum dioktil sulfosukcinat — AOT (Aerosol OT). Kao najefikasniji nacin za
istrazivanje velikog broja faktora 1 istovremenu optimizaciju suprotstavljenih ciljeva
(minimizacija vremena trajanja razdvajanja i maksimizacija rezolucije izmedu atorvastatina i
trans-atorvastatina) primenjena je multikriterijumska optimizacija. Centralni kompozicioni
dizajn (CCD) sa frakcionim faktorskim dizajnom, + 0.5 zvezda dizajnom i Cetiri replikacije u
centralnoj tacki kori$éen je za definisanje plana eksperimenta. Koris¢enjem Derringer funkcije
pozeljnih odgovora, optimizirano je pet odgovora. Predvideni optimalni uslovi bili su: 32 %
acetonitrila, 2 % etilen-glikola, 66 % 6,4 mmol L' AOT u 20 mmol L™ amonijum-acetatu, pH
vodene faze 5,50 podesen siréetnom kiselinom, protok 1,15 mL min™ uz temperaturu kolone
10 °C.

Kljuéne re¢i: Multikriterijumska optimizacija, Derringer funkcija pozeljnih odgovora,
Micelarna te¢na hromatografija, Atorvastatin i njegove necistoce
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Kratak sadrzaj

Kompetentnost farmaceuta jedan je od osnovnih preduslova za obezbedivanje
farmaceutske zastite visokog kvaliteta. Okvir opsteg nivoa (eng. General Level Framework -
GLF) koji je razvila grupa britanskih strucnjaka (eng. Competency Development and Evaluation
Group - CoDEG) obuhvata odgovaraju¢i upitnik i metode koje omoguéavaju definisanje,
procenu i razvoj struCne osposobljenosti farmaceuta u pruzanju farmaceutske zdravstvene
zastite. U okviru Apoteke Subotica je iniciran i organizovan panel eksperata radi analize,
adaptacije i validacije GLF dokumenta za primenu u javnim apotekama u Srbiji.

U radu je dat prikaz adaptacije GLF dokumenta za primenu u javnim apotekama u Srbiji.

Dokument je analiziran sa aspekta relevantnosti, razumljivosti, nacionalne regulative i
primenljivosti u praksi putem anonimnih ocena i diskusije uc¢esnika panela eksperata. Validirani
su nazivi i opisi 26 kompetencija farmaceuta identifikovanih u hrvatskoj verziji originalnog
dokumenta.

Dokument za procenu kompetencija farmaceuta prilagoden je farmaceutskoj praksi i
regulativi u Srbiji, pri ¢emu su, uz odgovaraju¢e, manje, izmene s ciljem prilagodavanja
farmaceutskoj praksi i regulativi u Srbiji, prihvacene sve kompetencije iz originalnog
dokumenta.

GLF dokument je, na osnovu adaptacije sprovedene od strane panela eksperata, pokazao
zadovoljavajuce karakteristike za primenu u farmaceutskoj praksi u Srbiji.

Kljuéne reéi: Kompetencija, Okvir opsteg nivoa, Apoteka Subotica
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Uvod

U savremenim zdravstvenim sistemima farmaceuti imaju aktivnu ulogu u
obezbedivanju racionalne farmakoterapije i preuzimaju odgovornosti za ishode leCenja.
Nove uloge farmaceuta zahtevaju nadogradnju ve¢ postojec¢ih znanja ste¢enih visokim
obrazovanjem 1 Kkontinuirano unapredenje farmaceutskih vestina. Pored strucne
edukacije, kontinuirana procena stru¢nog rada moze biti primenjena kao podsticaj za
unapredenje znanja 1 veStina, a time 1 kompetentnosti farmaceuta. Razvijene
kompetencije farmaceuta doprinose pruzanju farmaceutske zdravstvene zastite visokog
kvaliteta koja se zahteva kako od strane drugih zdravstvenih radnika tako i od
odgovarajucih regulatornih tela [1].

Kompetencije obuhvataju odgovarajuca znanja, vestine i iskustvo, a prema Videtu
i Holifordu predstavljaju stru¢nu sposobnost zasnovanu na radu i rezultatima rada [2].
Cilj razvoja kompetencija farmaceuta je sticanje, primena i razmena kompetencija
izmedu kolega, neophodnih za unapredenje kvaliteta rada i pruzanja farmaceutske
zdravstvene zastite. U poslednjih nekoliko godina uoc¢eno je posebno interesovanje
Medunarodne federacije farmaceuta (eng. International Pharmaceutical Federation -
FIP) za razvoj efikasnih programa za vrednovanje i razvoj kompetencija u apotekarskoj
delatnosti [3, 4].

Razvoj kompetencija u apotekarstvu jedan je od preduslova za pruzanje kvalitetne
farmaceutske zdravstvene zaStite i1 preuzimanje odgovornosti za ishod lecenja
pacijenata. Potrebne kompetencije usmerene su i na izvrSavanje zadataka i na usvajanje
odredenih obrazaca ponasanja da bi briga o pacijentu dostigla Zeljeni kvalitet [5].

Jedan od preporucenih modela za procenu i razvoj kompetencija farmaceuta je
dokument ,,Okvir opsteg nivoa“ (eng. General Level Framework document — GLF
dokument), razvijen 2005. godine od strane Akademske grupe za razvoj i evaluaciju
kompetencija (eng. Competency Development and Evaluation Group - CoODEG) Velike
Britanije [6]. GLF dokument sadrzi detaljne opise radnji, veStina i znanja koje
farmaceut treba da primenjuje u pruzanju farmaceutske usluge da bi bio procenjen kao
kompetentan.

GLF dokument se sastoji iz 4 segmenta:
Kompetencije pruzanja farmaceutske zdravstvene zastite
Kompetencije reSavanja problema
Licne kompetencije
Kompetencije menadzmenta i organizacije

b=

Ovaj dokument se pokazao dobrim alatom ne samo za evaluaciju, nego i za
razvoj stru¢nih kompetencija u farmaceutskoj delatnosti. Do sada su projekti
implementacije GLF sprovedeni u Velikoj Britaniji, Singapuru, Australiji, Novom
Zelandu i1 Hrvatskoj [7]. Takode se koristi za procenu polaznih kompetencija i napretka
ostvarenog u toku pohadanja poslediplomskog studijskog programa iz bolnicke
farmacije (MSc in Hospital Pharmacy) [8].
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U Srbiji do sada nije ustanovljen sistem procene strucnih kompetencija
farmaceuta u praksi. Upoznavsi se sa GLF dokumentom, menadzment i strucni savet
Apoteke Subotica, prihvatio je ovaj dokument kao proveren nacin za procenu i razvoj
strucnih kompetencija farmaceuta.

Cilj ovog rada je prikaz postupka prilagodavanja GLF dokumenta farmaceutskoj
praksi i zakonskoj regulativi nase zemlje.

Metode
Formiranje GLF tima Apoteke Subotica

Projekat razvoja okvira za procenu kompetencija namenjenog farmaceutskoj
praksi u Srbiji zapoceo je u januaru 2011. godine kada je formiran tim za
implementaciju GLF dokumenta Apoteke Subotica. Ovaj tim je ukljucio 7 diplomiranih
farmaceuta, od kojih je Cetvoro zavrsilo razliCite vidove poslediplomskog usavrSavanja
(specijalisticke akademske studije studijskih programa: Farmaceutski menadzment i
marketing, Farmakoekonomija i farmaceutska legislativa i Farmaceutska zdravstvena
zastita) . Clanovi tima imali su zadatke da aktivno udestvuju u projektu implementacije
okvira za procenu kompetencija. Njihovi zadaci bili su: (i) priprema materijala za panel
eksperata koji je obuhvatao prevod i obradu GLF dokumenta usvojenog u Hrvatskoj, (ii)
uces¢e u panelu eksperata, validaciju pojedinacnih kompetencija, (iii) procenu
kompetentnosti farmaceuta, (iv) analizu i (v) evaluaciju rezultata procene i edukaciju
farmaceuta.

Formiranje panela eksperata i validacija GLF-dokumenta

Pre implementacije GLF dokumenta, Apoteka Subotica potpisala je memorandum
o saradnji sa CoDEG grupom. Dodeljeni tutor ispred CoDEG grupe bio je njihov
predstavnik iz Hrvatske. Kao model GLF obrasca predlozen je dokument koji je
pripremljen u toku sprovodenja sli¢nog projekta u Hrvatskoj, gde se praksa i regulativa
ne razlikuju bitno od prakse javnih apoteka u Srbiji.

Originalni GLF dokument evaluiran je u Hrvatskoj tokom 2009. godine kada su
napravljene izmene vezane, pre svega, za razliCitu zakonsku regulativu u odnosu na
Veliku Britaniju, kao $to su, na primer, ovlas¢enja farmaceuta da sprovode propisivanje
lekova.

Formiranje panela eksperata i usvajanje srpske verzije GLF dokumenta
sprovedeno je u periodu 1.2 - 1.3.2011. godine.

Pocetkom februara kontaktirane su najvise strukovne institucije u Srbiji sa ciljem
delegiranja predstavnika panela eksperata. Svoje uceSée potvrdile su sve kontaktirane
institucije 1 zdravstvene ustanove. Uesnicima panela eksperata dostavljen je materijal
potreban za diskusiju (hrvatska verzija GLF dokumenta), a institucijama i
organizacijama ugovor o saradnji.
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Razmatranje hrvatske verzije GLF - dokumenta sprovedeno je u okviru panela
eksperata u kojem je ucestvovalo 14 clanova predstavnika: Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu (2 clana), Farmaceutske komore Srbije (1 ¢lan), Saveza
farmaceutskih udruzenja Srbije (2 ¢lana), apoteka - Apoteke Subotica (5 Clanova) 1
Apoteke Sombor (1 ¢lan), Doma zdravlja Subotica (1 ¢lan), Opste bolnice Subotica (2
¢lana), uz predstavnicu CoDEG grupe za jugoisto¢nu Evropu, kao moderatora panela.
Na ovaj nac¢in su u rad panela eksperata ukljuceni farmaceuti iz prakse (zaposleni u
javnim 1 bolnickim apotekama), farmaceuti koji ucestvuju u kreiranju zdravstvene
politike i predstavnici akademskih ustanova. Takode, Clanovi tima eksperata bili su i
lekar specijalista opSte medicine i diplomirani psiholog.

Validacija sadrzaja prvog segmenta GLF - dokumenta izvrSena je pregledom
dokumenta i analizom uz odgovaraju¢u diskusiju, primenom Delfi metode [7, 9].
Procenjeno je da li sve stavke u postoje¢em dokumentu odrazavaju koncept
kompetencija karakteristiCan za farmaceutsku praksu u Srbiji. Svaka pojedinacna
kompetencija razmatrana je sa aspekta razumljivosti, relevantnosti, uskladenosti sa
nacionalnom regulativom i primenljivosti u praksi. Pored naziva, razmatran je i detaljan
opis sadrzaja svake kompetencije. Nakon toga, svaki ¢lan panela eksperata anonimno je
ocenjivao svaku kompetenciju na skali od 1 do 10. Kompetencija je usvojena ukoliko je
ocenjena prosecnom ocenom visom od 7. U slucaju nize prosecne ocene, o kompetenciji
se diskutovalo do postizanja konsenzusa. Nakon usvajanja kompetencija na osnovu
dobijene prose¢ne ocene, pojedini opisi sadrzaja su delimi¢no izmenjeni s ciljem
uskladivanja sa zakonskom regulativom i farmaceutskom praksom u Srbiji.

Rezultati

Panel eksperata evaluirao je ukupno 26 kompetencija GLF dokumenta koje su
pojedina¢no navedene u Tabeli I.
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Tabela I Nazivi kompetencija prema GLF dokumentu
Table I The list of competences according to GLF

K1. Procena pacijenta i/ili korisnika usluga i njegovih potreba
K2. Konsultacija sa kolegom i/ili upuéivanje pacijenta lekaru
KS3. Belezenje konsultacija
K4. Saglasnost pacijenta
K5. Prikupljanje informacija o bolesniku/pacijentu
K6. Uzimanije istorije primenjenih lekova (farmako-anamneza)
K7. Interakcije lek — lek
K8. Interakcije lek — pacijent
K9. Interakcije lek — bolest

K10. Kontrola doziranja

K11. Izbor nacina i vremena doziranja

K12. Izbor farmaceutskog oblika i jacine leka

K13. Recept je jasan

K14. Recept je zakonit, ispravan (legalan)

K15. Oznacavanije leka

K16. Javno zdravstvo

K17. Zdravstvene potrebe

K18. Identifikovana potreba za informacijama

K19. Informacije o lekovima

K20. Pruzanje pisanih informacija

K21. Identifikacija problema terapije lekovima

K22. Procena vaznosti problema terapije lekovima

K23. Upotreba smernica

K24. ResSavanje problema terapije lekovima

K25. BelezZenje intervencija

K26. Procena rezultata intervencije

Ucesnici panela eksperata usvojili su sve predloZene kompetencije sa postignutim
proseCnim  ocenama iznad 7. Raspodela srednjih vrednosti ocena dodeljenih
pojedina¢nim kompetencijama prikazana je graficki na Slici 1.
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Slikal Prosecne ocene pojedina¢nih kompetencija
Figure 1 The average mark of each competency

Nakon ocenjivanja kompetencija, za svaki opis kompetencija razmatran je aspekt
zakonske regulative kao i razlike u radu apoteka u Republici Hrvatskoj i Republici
Srbiji. Delimi¢ne izmene opisa kompetencija u odnosu na Hrvatsku verziju GLF
dokumenta izvrSene su za kompetencije: K1, K3, K13, K14, K15, K16 i1 K18, $to je
detaljnije navedeno u daljem tekstu.

K1 Procena pacijenta/korisnika usluga i njihovih potreba

Hrvatska verzija GLF dokumenta konkretno navodi korake u komunikaciji sa
pacijentom. Srpska verzija ne navodi konkretne situacije, ve¢ opisno objasnjava kakva
komunikacija izmedu farmaceuta i pacijenta treba da bude, kako bi se prepoznale
potrebe pacijenata/korisnika.

K3 BeleZzenje konsultacija

U srpskoj verziji je vise istaknut znacaj belezenja konsultacija. Shodno stepenu
primene informacionog sistema, u hrvatskoj verziji istaknut je znacaj vodenja beleski u
elektronskom obliku, dok u srpskoj nije naznacen nacin belezenja.

K13 Recept je jasan

Kao i u hrvatskoj verziji GLF dokumenta, naglaseno je da recept mora biti Citko,
precizno i nedvosmisleno popunjen, te da farmaceut prilikom izdavanja ne sme biti u
dilemi u vezi sa vrstom, jac¢inom i ostalim podacima vezanim za propisan lek.

U srpskoj verziji GLF dokumenta pominje se pored ovoga i znacaj izdavanja
lekova u skladu sa savremenim farmakoterapijskim principima, kao i odgovarajuca
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identifikacija pacijenta (farmaceut prilikom izdavanja lekova mora na odgovarajuci
nacin utvrditi da li su propisani lekovi namenjeni datom pacijentu).

K14 Recept je zakonit, ispravan (legalan)

Ova kompetencija je prilagodena vazecoj zakonskoj regulativi Republike Srbije
koja reguliSe izdavanje lekova na lekarski recept.

K15 Oznacavanje lekova

U srpskoj verziji GLF dokumenta detaljnije su opisane sve informacije vezane za
pravilnu upotrebu i primenu lekova koje farmaceut mora da prenese pacijentu i napise
mu na svakom pakovanju leka: doziranje, vreme i nacin uzimanja leka (u odnosu na
hranu, pice, ostale lekove, pravilan polozaj tela).

Umesto nalepnica, koje se pominju u hrvatskoj verziji GLF dokumenta, uvedene
suu upotrebu tabele za pravilno doziranje lekova, koje se popunjavaju ukoliko pacijent
koristi viSe lekova istovremeno, kako bi se izbegle greske u terapiji. Primer tabele za
pravilno doziranje lekova dat je na slici 2.

Apoteka Subotica ogranak Farmaceut

TERAPIJSHI PLAN

T I I

Imeiprezime JMiB
datum: Fredlozeni terapijski plan
Lek Hadin primene Lek BR Macin primene
ujutra
upodne
uvede

[Drodatni saweti | uputstva:

Slika 2  Tabela za pravilno doziranje lekova
Figure 2 Table for medicines dosing

K16 Javno zdravlje

U srpskoj verziji GLF dokumenta posebno je naglaseno da je ucestvovanje u
zdravstvenom vaspitanju i edukaciji gradana iz raznih oblasti javnog zdravlja obaveza
svakog farmaceuta, ¢cime doprinosi pruzanju farmaceutske zdravstvene zastite visokog
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kvaliteta. Srpska verzija pruza konkretne informacije, dok je u hrvatskom dokumentu
preporucena poseta odredenim internet stranicama na kojima se mogu naéi informacije
vezane za unapredenje javnog zdravlja kroz delatnost apoteke.

K18 Identifikovana potreba za informacijama

U srpskoj verziji GLF dokumenta, u odnosu na hrvatsku, detaljnije je opisan nacin
komunikacije farmaceuta sa pacijentima. U srpskoj verziji se viSe istiCe veStina
komunikacije farmaceuta, dok je u hrvatskoj naglasak stavljen na potrebe pacijenata i
prilagodavanje komunikacije samom pacijentu.

Diskusija

rad razlikuje sa aspekta regulative u odnosu na rad u Hrvatskoj i Srbiji [10].

MenadZzment Apoteke Subotica inicirao je 1 organizovao panel eksperata sa ciljem
postizanja nacionalnog konsenzusa u formiranju GLF dokumenta prilagodenog
farmaceutskoj praksi i zakonskoj regulativi u Srbiji. Ocenjivanjem svake kompetencije,
ispitano je misljenje ¢lanova panela eksperata o tome koliko je svaka od kompetencija
unutar GLF dokumenta znacajna u farmaceutskoj praksi, odnosno njena relevantnost i
uskladenost sa zakonskom regulativom u Srbiji. Usvajanjem svih 26 kompetencija
prvog segmenta originalnog GLF dokumenta stvoreni su preduslovi za samoprocenu
kompetentnosti farmaceuta, kao i procena kompetentnosti farmaceuta od strane kolega
[6, 7, 11]. Takode, omogucena je procena razvoja kompetencija farmaceuta nakon
odredenog perioda edukacije [12]. Dokument je modeliran u odnosu na specifi¢nosti
zdravstvenog sistema u Srbiji, nacionalnu zakonsku regulativu i ulogu farmaceuta u
zdravstvenoj zastiti gradana. Prednost metodologije razvoja srpske verzije GLF
dokumenta ogleda se u uc¢escu veéeg broja stru¢njaka (diplomiranih farmaceuta, lekara i
diplomiranog psihologa), predstavnika strukovnih institucija i organizacija. Dokument
je prilagoden trenutnom stanju u praksi, zakonskoj regulativi i strategiji razvoja
farmaceutske struke putem unapredenja znanja i vestina u skladu sa ciljevima iskazanim
u okviru statuta Saveza farmaceutskih udruzenja Srbije [13].

Primenom kombinacije Delfi metoda i metoda nominalne grupe, u Hrvatskoj je na
slian naéin validiran originalan GLF dokument. Clanovi panela beleZili su anonimno
svoje stavove o svakoj kompetenciji pojedinacno i ocenjivali svaku kompetenciju na
linearnoj analognoj skali od 0 do 10 shodno njenoj vaznosti u pruzanju farmaceutske
zdravstvene zaStite. Bodovi na skali 1,00 - 3,00, oznacavali su da izjava/kompetencija
nije relevantna za praksu javnih apoteka; 4,00 - 6,00 da izjave/kompetencije mogu i ne
moraju biti od znacaja za farmaceutsku praksu; iznad 6,00 predstavljaju veoma znacajne
izjave/kompetencije. Nakon bodovanja usvojeni su nazivi kompetencija, a nakon toga
izvrSena su delimi¢na podesavanja pojedinih opisa. Sadrzaj kompetencija koji se odnosi
na ulogu farmaceuta u propisivanju lekova, kao i sadrzaj koji opisuje medicinsku
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dokumentaciju, pretrpeli su najveée promene usled prilagodavanja vazecoj zakonskoj
regulativi 1 farmaceutskoj praksi u Hrvatskoj [7].

Kao i u Hrvatskoj, na panelu eksperata u Apoteci Subotica, sve razmatrane
kompetencije prepoznate su kao vazne za farmaceutsku praksu, o ¢emu govore visoke
srednje ocene kompetencija, Cija se vrednost kretala u rasponu izmedu 8,26 i 9,80. Ovi
podaci istovremeno govore i o visokom stepenu usaglasenosti stavova svih ucesnika.

Nesto nizu ocenu u odnosu na ostale dobila je kompetencija K23 (,,upotreba
smernica“), Sto su ucesnici panela obrazlozili odsustvom odgovaraju¢ih smernica
namenjenih farmaceutima. Kroz diskusiju ¢lanova panela eksperata prihvacen je stav da
u periodu dok se ne kreiraju i usvoje smernice za farmaceute treba koristiti dostupne
smernice namenjene lekarima opste prakse.

Najvisu ocenu ¢lanova panela eksperata, dobile su kompetencije K1 (,,procena
pacijenta i/ili korisnika usluga®) i K13 (,recept je jasan®), ¢ija je srednja vrednost
iznosila 9,8. Obe kompetencije prepoznate su kao vrlo vaZan aspekt strucne
osposobljenosti farmaceuta.

Ocene usvojenih 26 kompetencija prvog segmenta GLF dokumenta u Hrvatskoj
bile su u rasponu od 7,0 do 9,7 [7]. Najvisu ocenu (9,7) dobila je kompetencija K10
(,,kontrola doziranja”), dok je druga kompetencija sa visokom ocenom od 9,5
kompetencija K1 (,,procena pacijenta i/ili korisnika usluga“), koja je i od strane panela
eksperata u Srbiji dobila najvisu ocenu. Najslabije ocenjene kompetencije u Hrvatskoj
bile su kompetencije K3 (,,belezenje konsultacija’”) i K16 (,,javno zdravlje”) koje su
dobile istu ocenu - 7,0. Kompetencija K16 u Srbiji je ocenjena visokom ocenom od
9,06, ¢ime su ucesnici panela eksperata dali veliki znacaj ulozi farmaceuta u
zdravstvenoj edukaciji gradana.

U narednom periodu slede aktivnosti na proceni kompetencija farmaceuta, kao i
njihovog razvoja. Ovakav pristup razvoju kompetencija omoguéi¢e farmaceutskoj struci
da istakne vaznost svoje uloge i poziva, kao i da farmaceutsku profesiju ucini vidljivom
1 prepoznatljivom u zdravstvenom timu i sistemu.

Zakljucéak

U savremenim zdravstvenim sistemima farmaceuti imaju aktivnu ulogu u
obezbedivanju racionalne farmakoterapije i preuzimaju odgovornost za ishode lecenja.
Nove uloge farmaceuta zahtevaju razvoj odgovaraju¢ih kompetencija kroz nadogradnju
ve¢ postoje¢ih znanja i1 kontinuirano unapredenje farmaceutskih vestina. GLF
dokument, razvijen u Velikoj Britaniji, predstavlja osnov za procenu kompetencija
farmaceuta u radu u apoteci. Apoteka Subotica prva je institucija u Srbiji, a i medu
prvima u svetu koja je prepoznala znacaj procene i razvoja kompetencija u stru¢nom
radu farmaceuta i zapocela projekat na primeni okvira opsSteg nivoa za procenu
kompetencija u svom svakodnevnom radu. Pripremom GLF dokumenta na srpskom
jeziku, uz odgovaraju¢e izmene s ciljem uskladivanja sa nacionalnom zakonskom
regulativom i farmaceutskom praksom u javnim apotekama u Srbiji, nastao je dokument
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od nacionalnog znacaja, ¢ime su postavljeni realni osnovi za procenu i razvoj
kompetencija farmaceuta u skladu sa svetskim trendovima i standardima.

Zahvaljujemo moderatoru panela eksperata (mr ph Arijani Mestrovi¢), svim

¢lanovima i ucesnicima panela eksperata, kao i institucijama koje su podrzale ovaj
projekat (Farmaceutskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, Savezu farmaceutskih
udruzenja Srbije, Farmaceutskoj komori Srbije, Apoteci Sombor, Opstoj bolnici i Domu
zdravlja u Subotici).
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Summary

The competency of a pharmacist is one of the fundamental preconditions for high-
quality pharmaceutical care provision. The General Lever Framework (GLF), which was
developed by a group of British experts (Competency Development and Evaluation Group -
CoDEG), represents a tool that allows definition, measurement and professional competences
development of the pharmacist during pharmaceutical care provision. Community Pharmacy
Subotica organized an expert panel in order to analyse, adapt and validate the GLF document,
which would be relevant to pharmacy practice in Serbia.

The aim of the paper is to present the adaptation process of the GLF document that could
be used in community pharmacies in Serbia.

Validation of the document was performed using the expert panel methodology. The
document was analyzed in terms of relevance, comprehension, compliance with national
regulation, and applicability in practice, through anonymous evaluation and discussion of the
expert panel participants. ~ Titles and  descriptions of  each  competence (26  in
total) were validated.

The document for the competence assessment was adapted in accordance with the
pharmacy  practice and regulationsin  Serbia. All  the competencies of  the original
document were accepted, with minor modifications in order to
accommodate pharmaceutical practices and regulations in Serbia.

GLF document, have shown satisfactory properties to be used in the pharmacy practice in
Serbia, based on the adaptation carried out by the expert panel.

Key words: Competence, GLF-General Level Framework,
Community Pharmacy Subotica
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In silico predvidanje apsorpcije karbamazepina
nakon oralne primene tableta sa trenutnim
oslobadanjem
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Kratak sadrzaj

Da bi se procenila mogucnost primene laboratorijskih (in vitro) i raCunarskih (in silico)
metoda za predvidanje apsorpcije lekovite supstance u gastrointestinalnom traktu (GIT-u) i
uspostavljanje in vitro-in vivo korelacije (IVIVK), neophodno je prethodno identifikovati in
vivo profil oslobadanja lekovite supstance iz preparata. U slucaju lekovitih supstanci koje, zbog
slabe rastvorljivosti, nije moguce primeniti intravenski, apsorpciju nije mogucée predvideti
primenom konvencionalnih farmakokinetickih metoda, pa je zato poslednjih godina veliki
istrazivacki interes usmeren ka primeni mehanisti¢kih apsorpcionih modela. Cilj ovog rada je da
se: 1) primenom in silico apsorpcionog modela razvije lek-specifican model za predvidanje
apsorpcije karbamazepina, ii) identifikuje profil in vivo oslobadanja koji ¢e sluziti kao osnova za
uspostavljanje IVIVK, 1iii) identifikuju biorelevantne specifikacije za brzinu rastvaranja
karbamazepina iz tableta sa trenutnim oslobadanjem i iv) dobijeni rezultati uporede sa
rezultatima prethodnih studija. Za in silico predvidanje apsorpcije karbamazepina primenjen je
GastroPlus™ programski paket. Vrednosti ulaznih parametara potrebnih za simulaciju su
preuzete iz literature ili su koriS¢ene in silico predvidene i/ili eksperimentalno odredene
vrednosti. Za utvrdivanje stepena korelacije izmedu in vitro i in vivo podataka primenjen je
konvolucioni pristup uspostavljanju IVIVK. Dobijeni rezultati su pokazali da je primenom in
silico metode moguée uspesno simulirati apsorpciju karbamazepina nakon oralne primene i da
se dobijeni profil koncentracije leka u krvi moze koristiti kao ciljni profil za ITVIVK i
identifikovanje ,,biorelevantnih® specifikacija za in vitro brzinu rastvaranja karbamazepina iz
tableta.

Kljuéne reci: karbamazepin, in silico simulacija apsorpcije, brzina rastvaranja,
in vitro-in vivo korelacija
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Uvod

Procena brzine i stepena apsorpcije, odnosno bioloske raspolozivosti lekovitih
supstanci iz oralno primenjenih farmaceutskih preparata predstavlja vazan korak u
razvoju Cvrstih farmaceutskih oblika i osnov je razvoja ,biorelevantnog™ testa za
ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata. Prema Biofarmaceutskom
sistemu klasifikacije lekova (BSK), ogranicavaju¢i faktori za apsorpciju lekovite
supstance se mogu identifikovati na osnovu njene rastvorljivosti/brzine rastvaranja u
fizioloSkim tecnostima i permeabilnosti kroz intestinalnu membranu (1). Kada su u
pitanju slabo rastvorljive lekovite supstance (BSK klasa II), za procenu rastvorljivosti in
vivo potrebno je razmotriti kombinovani uticaj fizicko-hemijskih osobina lekovite
supstance i fizioloskih uslova u organizmu.

Stepen i brzina kojom lekovite supstance dospevaju u sistemsku cirkulaciju se
najces¢e procenjuju konvencionalnim farmakokinetickim metodama (numericka
dekonvolucija, metoda Wagner Nelson-a, metoda Loo Riegelman-a), na osnovu
podataka o koncentraciji leka u plazmi u toku vremena dobijenih nakon intra- i/ili
ekstravaskularne primene leka. No, u slu¢ajevima kada se, zbog slabe rastvorljivosti, lek
ne moze primeniti u obliku rastvora za intravensku primenu ili kada lek pokazuje
nelinearnu kinetiku, primena ovih metoda nije moguca. 1z tog razloga poslednjih godina
veliku paznju privlaci razvoj in silico metoda kojima je apsorpciju lekovite supstance
moguce predvideti na osnovu njenih fizicko-hemijskih i farmakokinetickih osobina (2-
6). Do sada je u ove svrhe razvijeno nekoliko programskih paketa, od kojih je najSire
koris¢en GastroPlus™ program (3-11). Ovaj program zahteva veliki broj ulaznih
parametara koji se odnose na osobine izabranog fizioloskog sistema, fizicko-hemijske i
farmakokineticke osobine lekovite supstance, kao i izvesne osobine primenjenog
farmaceutskog oblika. Cak i male varijacije u vrednostima ulaznih parametara mogu
znacajno uticati na preciznost predvidanja, pa su procena uticaja pojedinacnih faktora na
apsorpciju lekovite supstance i odabir adekvatnih podataka u ovom postupku od
klju¢nog znacaja za uspesnu simulaciju.

Karbamazepin (CBZ) se koristi u terapiji epilepsije, bipolarnih afektivnih
poremecaja i trigeminalne neuralgije. U pitanju je supstanca koja, zbog visoke vrednosti
konstante disocijacije pK, 13.9 (12), ne jonizuje u fiziolosSkom opsegu pH vrednosti.
Prema kriterijumu BSK, pripada grupi slabo rastvorljivih, visoko permeabilnih
supstanci (BSK klasa IT), pri ¢emu literaturni podaci za rastvorljivost u vodi variraju u
opsegu 0.11-0.26 mg/ml (Sto odgovara doznom broju (D,) od 6.15 do 14.54) (13-17). U
literaturi se navodi da je apsorpcija karbamazepina nakon oralne primene spora i
varijabilna (18, 19). Naime, klinicke studije su pokazale da postoje znacajne varijacije u
brzini i obimu apsorpcije ove supstance, kako izmedu pojedinaca, tako i nakon primene
razliCitih preparata (20-22). Sa druge strane, dokumentovane su i studije u kojima su
rezultati klinickog ispitivanja pokazali biolosku ekvivalentnost izmedu preparata koji su
ispoljili znacajne razlike u brzini rastvaranja CBZ in vitro (18, 22, 23). S obzirom na to
da ne postoje podaci o i.v. primeni rastvora karbamazepina, apsolutna bioloSka
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raspolozivost ove supstance nije poznata, Sto ograni¢ava primenu nekih
konvencionalnih farmakokineti¢kih metoda za analizu njene apsorpcije. U literaturi su
opisane studije u kojima je za utvrdivanje profila in vivo apsorpcije/brzine rastvaranja
karbamazepina i1 procenu in vitro-in vivo korelacije (IVIVK) nivoa A primenjen
dekonvolucioni pristup zasnovan na profilu apsorpcije izraCunatom primenom Wagner-
Nelson-ove metode, kao i konvolucioni pristup zasnovan na profilu koncentracije leka u
plazmi predvidenom primenom GastroPlus™ programa (7, 9, 18, 21, 22, 24). Polazeéi
od pretpostavke da se dispozicija karbamazepina u organizmu moZe opisati
jednoprostornim farmakokineti¢kim modelom, Homsek i saradnici su in vivo dobijene
vrednosti o koncentraciji lekovite supstance u plazmi nakon primene dva preparata
(tablete sa trenutnim oslobadanjem) karbamazepina analizirali primenom Wagner-
Nelsonove metode. Poredenjem dobijenog profila apsorpcije sa profilima brzine
rastvaranja karbamazepina in vitro u razli¢itim medijumima pokazali su da je u slucaju
in vitro ispitivanja u odredenim medijumima (voda, 0,1 M HCI, acetatni pufer pH 4.5,
1% vodeni rastvor natrijum-laurilsulfata (NaLS)) moguce uspostaviti visok stepen
IVIVK za pojedina¢ne preparate. Medutim, ni u jednom od primenjenih medijuma nije
postignuta dobra korelacija za zbirni set podataka za oba ispitivana preparata. Stoga nije
bilo moguce identifikovati jedinstven medijum za predvidanje biofarmaceutskih
svojstava tableta sa trenutnim oslobadanjem karbamazepina (18). Sa druge strane,
rezultati Kovacevic¢a i saradnika, dobijeni primenom gastrointestinalne simulacije u
kombinaciji sa IVIVK, ukazali su na to da bi se 1% rastvor NaLS mogao smatrati
univerzalnim ,,biorelevantnim* medijumom za in vitro ispitivanje tableta sa trenutnim i
tableta sa kontrolisanim oslobadanjem karbamazepina. Pri ovome je za uspostavljanje
IVIVK kori§¢en zbirni set podataka za tablete sa trenutnim i Kkontrolisanim
oslobadanjem karbamazepina (7).

Kada je u pitanju gastrointestinalna simulacija apsorpcije karbamazepina, u do
sada opisanim studijama su za razvijanje modela apsorpcije ove supstance koris¢eni
razli¢iti ulazni parametri. Tako su Kovacevic i saradnici (7) za opisivanje
farmakokinetike karbamazepina koristili parametre koji karakteriSu jednoprostorni
model, dok su Zhang i saradnici (9) smatrali da se dispozicija karbamazepina nakon
primene tableta sa trenutnim oslobadanjem najbolje moze opisati dvoprostornim
modelom i, u skladu sa tim, odgovaraju¢im farmakokinetickim parametrima. Pored
toga, greska predvidanja modela Kovacevi¢a i saradnika i Zhanga i saradnika je
procenjena u odnosu na podatke dobijene iz razli¢itih in vivo studija. Samim tim su se i
razvijeni modeli apsorpcije CBZ u izvesnom stepenu razlikovali.

Cilj ovog rada je da se: i) proceni moguénost primene GastroPlus™ programskog
paketa za in silico predvidanje apsorpcije karbamazepina i identifikovanje profila in
vivo oslobadanja koji ¢e sluziti kao osnova za uspostavljanje in vitro-in vivo korelacije,
ii) identifikuju biorelevantne specifikacije za brzinu rastvaranja karbamazepina iz
tableta sa trenutnim oslobadanjem. Da bi se procenila validnost i robustnost razvijenog
modela za in silico predvidanje apsorpcije karbamazepina, dobijeni rezultati su
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uporedeni sa rezultatima dve prethodno publikovane, nezavisne studije u kojima su za
predvidanje apsorpcije ove supstance kori§¢eni razliciti setovi ulaznih podataka.

Eksperimentalni deo

Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz tableta

Brzina rastvaranja karbamazepina iz komercijalno dostupnih tableta sa trenutnim
oslobadanjem, jaCine 200 mg (oznaceni kao preparati CBZ1 i CBZ2), ispitana je u
aparaturi sa lopaticom, pri brzini od 75 o/min i temperaturi od 37+0.5 °C, u 900 ml
medijuma (voda) bez/sa dodatkom 0.5% i1 1% surfaktanta (saharoza laurata (D1216) ili
natrijum-laurilsulfata). Uzorkovanje je vrSeno u toku 2 h, a koliina rastvorenog
karbamazepina je odredena UV-spektrofotometrijski, na talasnoj duzini apsorpcionog
maksimuma (A=286 £+ 1 nm). Ispitivanja su radena sa po najmanje tri tablete, a prikazani
rezultati predstavljaju njihovu srednju vrednost.

Za poredenje profila brzine rastvaranja karbamazepina iz preparata CBZ1 i CBZ2
u razli¢itim medijumima koris¢en je model nezavisni matematicki pristup koji
podrazumeva izraCunavanje faktora slicnosti (f), prema jednacini (25):

., 2 0.5
f, =50log {1#2(1@—2)} x100

n g

gde su: n — broj uzorkovanja, R; i T; — procenat oslobodene lekovite supstance nakon
vremena t u slucaju referentnog (preparat CBZ1) i test preparata (preparat CBZ2).

In silico predvidanje apsorpcije karbamazepina

Za in silico predvidanje apsorpcije CBZ koris¢en je GastroPlus™ programski
paket (verzija 6.1.0003, Simulations Plus, Inc., Lancaster, CA, USA) zasnovan na
primeni ACAT (eng. Advanced Compartmental Absorption and Transit) modela
apsorpcije i gastrointestinalnog transporta. Kao ulazni parametri u ovom ispitivanju
koris¢eni su literaturni podaci, kao i in silico predvidene i/ili eksperimentalno odredene
vrednosti (Tabela I). Vrednosti ASF faktora (eng. Absorption Scale Factors; faktori
proporcionalnosti koji definiSu brzinu apsorpcije lekovite supstance u odredenom
regionu gastrointestinalnog trakta) su optimizovane (koriste¢i GastroPlus™ modul za
optimizaciju) tako da simulirani profil apsorpcije §to manje odstupa od in vivo uocenih
vrednosti (18). Svi ostali parametri koji opisuju fiziologiju humanog GIT-a u stanju ,,na
gladno* zadrzani su na GastroPlus™ preporudenim vrednostima. Za procenu greske
predvidanja pojedinacnih farmakokinetickih parametara (Cpax, tmax, PIKooow, PIKoo)
koris¢en je sledeci izraz:

A-B

PE(%) = x 100
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gde je PE (%) — greSka predvidanja izrazena u procentima, A — uocena

(eksperimentalna) vrednost i B — predvidena (simulirana) vrednost.

Tabela I Ulazni parametri za GastroPlus™ simulaciju apsorpcije karbamazepina:
primenjene vrednosti, kao 1 podaci koris¢eni u prethodnim studijama

Table I Summary of input parameters for CBZ gastrointestinal absorption

simulation: employed values, along with the data used in previous studies

Parametar Cgﬁg’s‘;"e Ref(7)  Ref(9)
molekulska masa (g/mol) 236.3
logP 2.45° 2.45 2.38
pKa 13.9° 11.83 12.01
efektivha permeabilnost (x 10'4cm/s) 4.3°
doza leka (mg) 400
zapremina tecnosti uzeta sa lekom (ml) 250 250 240
rastvorljivost u vodi (mg/ml) 0.21¢ 0.12 0.12
srednje vreme precipitacije (s) 900°
difuzioni koeficijent (x 10°cm?/s) 0.873 0.869 0.972
gustina Gestica leka (g/ml) 1.2° 1.2 1.5
poluprecnik Cestice (um) 25° 25 75
telesna masa ispitanika (kg) 75.5° 72 75
odnos koncentracije leka u krvi/plazmi 1.6 / /
slobodna frakcija leka u plazmi, f, (%) 25°% 30 22
klirens, CL (L/h/kg) 0.024" 0.024 0.015
volumen distribucije, V4 (L/kg) 1.26" 1.26 0.81
poluvreme eliminacije, t12 (h) 36.39 36.39 43.38
volumen distribucije u perifernom tkivu, V2 (L/kg) / / 0.121
konstanta distribucije, k12 (1/h) / / 0.036
konstanta distribucije, k21 (1/h) / / 0.240
vreme simulacije (h) 120 120 168
IR tableta/CR IR tableta IR tableta

farmaceutski oblik

integral oblik!

* podaci iz literature (26); ° podatak iz literature (12); © podatak iz literature (27); ‘eksperimentalno

odredena vrednost; *GastroPlus™ vrednosti; fin silico procenjena vrednost na osnovu strukture molekula
(ADMETPredictor™ modul); Epodatak iz literature (18); "podaci iz literature (7); 'kod predvidanja
apsorpcije na osnovu fizicko-hemijskih i farmakokineti¢kih osobina lekovite supstance; ’kod predvidanja

profila koncentracije lekovite supstance u plazmi na osnovu podataka o in vitro brzini rastvaranja

karbamazepina (CR funkcija u GastroPlus™ programu simulira oslobadanje Iekovite supstance iz tableta

u rastvorenom obliku, dok integral oblik znaci da se tableta ne raspada u toku prolaska kroz GIT)
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In vitro-in vivo Kkorelacija

Stepen korelacije izmedu in vitro i in vivo podataka procenjen je primenom
konvolucionog pristupa uspostavljanju IVIVK. Pri ovome su hipoteticki profili
koncentracije lekovite supstance u plazmi u toku vremena, predvideni na osnovu
podataka o brzini rastvaranja karbamazepina in vitro, primenom GastroPlus™
programa, uporedeni sa odgovaraju¢im profilom dobijenim u in vivo studiji (18). Stepen
korelacije izmedu odgovarajucih in vitro i in vivo profila procenjen je na osnovu
rezultata linearne regresione analize.

Rezultati i diskusija

Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz tableta

Ispitivanjem brzine rastvaranja karbamazepina iz tableta u razli¢itim medijumima
dobijeni su profili prikazani na Slici 1. Prikazani podaci pokazuju da se sa dodatkom
surfaktanta u medijum za ispitivanje povecava brzina rastvaranja karbamazepina, a
stepen povecanja zavisi od vrste i koncentracije primenjenog surfaktanta. Takode,
uocCava se da je brzina rastvaranja karbamazepina iz tableta CBZ2 u svim medijumima
veca u odnosu na brzinu rastvaranja iz tableta CBZ1. Sli¢ne rezultate su dobili Homsek
1 saradnici koji su pokazali da je rastvaranje karbamazepina iz generickog preparata brze
u odnosu na rastvaranje iz referentnog preparata i u medijumima bez (voda, puferi pH
1.2, 4.5 1 6.8), kao i medijumima sa dodatkom surfaktanta (0.5% 1 1% rastvor NaLS)
(18). Razlicito in vitro ponasanje ispitivanih preparata moze da bude posledica razlika u
sastavu formulacija (izbor pomoc¢nih materija), postupku izrade i/ili osobinama same
aktivne supstance (veli¢ina Cestica polazne sirovine). Osim toga, uocene razlike u brzini
rastvaranja bi se mogle objasniti i eventualnim razlikama u brzini prelaza anhidrovanog
u hidratni, manje rastvorljivi oblik karbamazepina, Sto zavisi od vrste pomoénih
materija upotrebljenih za izradu tableta, odnosno, njihove sposobnosti da uspore proces
transformacije karbamazepina iz anhidrovane u hidratnu formu (28, 29).
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Figure 1 Dissolution data for CBZ1 (a) and CBZ2 (b) carbamazepine tablets
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Iako su razlike u brzini rastvaranja lekovite supstance iz ispitivanih preparata
uocene u svim ispitivanim medijumima, izracunati faktori slicnosti pokazuju da su
brzine rastvaranja karbamazepina u medijumima sa NaLS statisticki znacajne, dok su
ispitivanjem u vodi, kao i u medijumima sa dodatkom DI1216, razlike u kinetici
rastvaranja aktivne supstance manje izrazene, odnosno, dobijeni profili se mogu
smatrati sli¢nim (Tabela II). Dobijeni rezultati se u izvesnoj meri razlikuju od rezultata
Homsek i saradnika koji su pokazali da se profili brzine rastvaranja karbamazepina iz
ispitivanog generic¢kog i referentnog preparata u medijumima sa dodatkom 0.5% 1 1%
NaLS statisticki znacajno razlikuju (£,=25.06 i1 £,=29.72, redom), sa tim da su razlike u
brzini rastvaranja karbamazepina uocene i kada je kao medijum za ispitivanje koris¢ena
voda (£,=17.21) (18).

Tabela II Izracunati faktori sli¢nosti (f2) dobijeni poredenjem profila brzine
rastvaranja karbamazepina iz preparata CBZ1 i CBZ2 u razli¢itim
medijumima

Table I  Similarity factors (f;) for CBZ1 and CBZ2 formulations in different
dissolution media

Medijum voda 0.5% D1216 1% D1216 0.5% NaLS 1% NalLS

f, 67.00 64.47 51.60 44.16 38.61

In silico predvidanje apsorpcije karbamazepina

Profil apsorpcije karbamazepina, dobijen na osnovu ulaznih podataka navedenih u
Tabeli I, kada su za predvidanje koris¢ene GastroPlus™ vrednosti ASF faktora, ukazao
je na znatno brzu apsorpciju karbamazepina u odnosu na in vivo uocene vrednosti (Slika
2). Pri tome je greska predvidanja za vreme postizanja maksimalne koncentracije
lekovite supstance u plazmi iznosila 43.33% (Tabela III). Da bi se postiglo §to manje
odstupanje predvidenog profila apsorpcije od srednjeg profila koncentracije
karbamazepina u plazmi uocenog u in vivo studiji, optimizovane su vrednosti ASF
faktora. GastroPlus™ predloZene i optimizovane vrednosti ASF faktora su prikazane u
Tabeli IV.

Predvideni profil apsorpcije karbamazepina, dobijen na osnovu izabranih ulaznih
podataka (Tabela I) i optimizovanih vrednosti ASF faktora, kao i podaci o koncentraciji
lekovite supstance u plazmi nakon oralne primene 400 mg (2 x 200 mg) karbamazepina
(18) prikazani su na Slici 2. Predvideni nivo apsorpcije karbamazepina od 99.89% je u
skladu sa literaturnim podacima koji ukazuju na dobru biolosku raspolozivost ove
supstance nakon oralne primene (30). Sli¢ne vrednosti od 98.02%, odnosno, 93%
apsorbovanog leka su dobijene i u prethodnim studijama u kojima je za predvidanje
apsorpcije CBZ primenjena gastrointestinalna simulacija (7, 9). Farmakokineticki
parametri izracunati na osnovu simuliranog profila i odgovaraju¢e vrednosti dobijene u
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in vivo studiji navedeni su u Tabeli III. Izracunate vrednosti za gresku predvidanja za
sve posmatrane farmakokineti¢ke parametre su manje od 10%, $to ukazuje na to da se
razvijeni model moze uspesno koristiti za predvidanje profila apsorpcije karbamazepina.

= = = simulirani profil bez optimizacije ASF vrednosti

0.5 = STULITANI profil sa optimizacijom ASF vrednosti
O invivo podaci E|]
O E-J T T T T T 1
0 20 40 0 100 120

60 vreme (h) 8

Slika 2. GastroPlus™ simulirani i srednji profil koncentracije karbamazepina u plazmi
in vivo (18) nakon oralne primene 400 mg karbamazepina

Figure 2. GastroPlus™ predicted and observed mean carbamazepine plasma
concentration—time profiles (18) following oral administration of 400 mg CBZ

U Tabeli III su navedeni i farmakokineticki parametri predvideni na osnovu
prethodno razvijenih modela apsorpcije CBZ (7, 9). Najvece razlike u odnosu na
vrednosti predvidene u ovom ispitivanju se uocavaju za tmax (14.8% razlike kada se
uzmu u obzir vrednosti iz studije Kovacevica i saradnika (7), odnosno, 162.3% razlike
prema vrednostima iz studije Zhang-a i saradnika (9)). Znacajne razlike su dobijene i za
PIK vrednosti kada je za predvidanje koris¢en model Zhang-a i saradnika (43% 1 47%
razlike u vrednostima PIK(_,, 1 PIK¢_, redom). Pri ovome treba imati u vidu da su
pomenuti modeli Kovacevica i saradnika i Zhang-a i saradnika validirani u odnosu na
razlicite in vivo profile koncentracije leka u plazmi koji se medusobno znacajno
razlikuju. U ispitivanju Kovacevi¢a i1 saradnika su za poredenje sa predvidenim
farmakokinetickim parametrima koriS¢ene iste in vivo uocene vrednosti kao i u ovoj
studiji, dok je za procenu greSke predvidanja modela koji je razvio Zhang sa
saradnicima koris¢en in vivo profil koncentracije leka u plazmi na kome se uocava tzv.
»apsorpcioni plato® (u periodu izmedu 3.7 i 41 h nakon oralne primene tablete
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karbamazepina koncentracija leka u plazmi se kretala u opsegu = 20% u odnosu na
vrednost Cpax). No, ako se uzme u obzir da CBZ pokazuje varijabilnu kinetiku nakon
oralne primene (npr. literaturni podaci za tn.x se krecu u opsegu 2 do 24 h (30)),
vrednosti farmakokinetickih parametara predvidene u sva tri pomenuta modela se mogu
smatrati prihvatljivim. Prikazani podaci, takode, pokazuju da forma razvijenog modela
apsorpcije zavisi i od izbora vrednosti koje se koriste za procenu tacnosti predvidanja,
Sto ukazuje na to da je pri validaciji modela potrebno razmotriti Sto Siri opseg vrednosti
farmakokinetickih parametara dokumentovanih u literaturi.

Tabela III Poredenje farmakokinetickih parametara izracunatih na osnovu srednjeg
profila koncentracije CBZ u plazmi dobijenog u in vivo studiji (18) sa
simuliranim vrednostima (PE (%) — greska predvidanja izraZzena u
procentima), zajedno sa vrednostima dobijenim gastrointestinalnom
simulacijom apsorpcije CBZ u prethodnim studijama

Table III Comparison of pharmacokinetic parameters between simulated and
in vivo observed data (18) for CBZ following oral administration of a
single 400 mg dose from IR tablet (PE (%) — percent prediction error),
along with the values obtained by gastrointestinal simulation of CBZ
absorption in previous studies

Predvidena Predvidena
Izracunata vrednost bez vrednost sa

Parametar vrednost optimizacije = optimizacijom e Eelios REe

. O .

(in vivo) ASF (%) ASE (%) izref (7) izref(9)
vrednosti vrednosti

Cornax 3.78 3.92 3.77 3.75 0.75 3.76 3.71

(pg/ml)

tmax () 6.00 3.40 43.33 6.10 167 700 16.00

PIKo .. (Mg -

i) 229.08 227.15 0.84 231.28 0og 22690  330.00

E}n’:?;'<“9 22458  201.98 10.06 205.28 859 201.20  301.60
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Tabela IV GastroPlus™ predloZene i optimizovane vrednosti ASF faktora
Table IV GastroPlus™ default and optimized ASF values

Deo GIT-a GastroPlus™ vrednost Optimizovana vrednost
Zeludac 0 0

Duodenum 2.769 30.600

Jejunum 1 2.720 1.063

Jejunum 2 2.705 1.000

lleum 1 2.668 4.398

lleum 2 2.624 0.025

lleum 3 2.559 0.036

Cekum 0.066 0.198

In vitro-in vivo korelacija

GastroPlus™ simulirani, hipoteticki profili koncentracije karbamazepina u
plazmi, predvideni na osnovu razli¢itih profila brzine rastvaranja lekovite supstance in
vitro (prikazanih na Slici 1), zajedno sa odgovaraju¢im in vivo uoCenim profilom
koncentracije karbamazepina u plazmi (18) prikazani su na Slici 3.
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Slika3  Hipoteticki profili koncentracije karbamazepina u plazmi predvideni na osnovu
razlicitih profila brzine rastvaranja lekovite supstance in vitro, zajedno sa in vivo
uocenim profilom koncentracije karbamazepina u plazmi (18) (simulirani profili
CBZ1 u 1% rastvoru D1216 i CBZ2 u 0.5% rastvoru D1216 se medusobno
preklapaju; horizontalna isprekidana linija predstavlja 20% odstupanja u
vrednosti C,,,, u odnosu na in vivo uoceni podatak)

Figure 3 GastroPlus™ simulated carbamazepine in vivo profiles, estimated on the basis of
different dissolution profiles ir vitro, along with the actual ir vivo data (18)
(simulated profiles CBZ1 in 1% D1216, and CBZ2 in 0.5% D1216 overlap;
dotted lines represent 20% deviation in C,,,, compared to the actual value
observed in vivo)

Dobijeni rezultati pokazuju da se, bez obzira na razlike u kinetici rastvaranja
lekovite supstance in vitro, simulacijom dobijaju slicni farmakokineticki profili, koji se
po vrednosti PIK i Cpa, kao osnovnim parametrima za procenu bioloske
raspolozivosti/bioloske ekvivalentnosti preparata, ne razlikuju znacajno od in vivo
uocenih vrednosti (Tabela V). Znacajne razlike su uocene samo u vremenu postizanja
maksimalne koncentracije lekovite supstance u plazmi (tmax), €ije su se vrednosti kretale
u opsegu od 3.18 h u slucaju hipotetickog profila CBZ2 u 1% NaLS do 12.9 h u slucaju
profila CBZ1 u vodi.
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Tabela V Poredenje farmakokinetickih parametara predvidenih na osnovu razli¢itih
profila brzine rastvaranja karbamazepina in vitro sa in vivo vrednostima
Table V Comparison of pharmacokinetic parameters simulated on the basis of
different in vitro dissolution profiles with in vivo observed values

In vivo vrednosti: Cax = 3.78 ug/ml; PIKq_,., =229.08 ug h/ml (18)

Core PIKs ..
In vitro profil Predvidena  vrednost Predvidena vrednost PE (%)
(ug/mi) RO (g im)

CBZ1, voda 3.46 -9.11 231.13 0.89
CBZ2, voda 3.52 -7.50 231.17 0.90
CBz1,0.5% D1216  3.46 -9.36 231.17 0.90
CBZ2, 0.5% D1216 3.59 -5.38 231.23 0.93
CBZ1, 1% D1216 3.58 -5.63 231.24 0.93
CBZ2, 1% D1216 3.41 -10.85 231.25 0.94
CBZ1, 0.5% NaLS 3.70 -2.21 231.29 0.96
CBZ2, 0.5% NaLS 3.93 3.91 231.32 0.97
CBZ1, 1% NaLS 3.74 -1.20 231.3 0.96
CBZ2, 1% NaLS 3.98 5.09 231.33 0.97

Kovacevi¢ i saradnici (7) su simulirali profil apsorpcije CBZ na osnovu podataka
o brzini rastvaranja lekovite supstance in vitro u razliitim puferima, kao i u
medijumima sa dodatkom 0.1-1% NaLS i dosli do slicnog zakljucka da se predvideni
farmakokineticki profili medusobno ne razlikuju znacajno. Ovakvi rezultati dodatno
potvrduju pretpostavku da je dispozicija karbamazepina u organizmu primarno
definisana njegovim farmakokinetickim karakteristikama (dugo poluvreme eliminacije),
a ne osobinama primenjenog farmaceutskog oblika.

U cilju uspostavljanja IVIVK nivoa A izmedu srednjeg profila koncentracije
karbamazepina u plazmi uoc¢enog u in vivo studiji i odgovarajucih vrednosti predvidenih
na osnovu razli€itih in vifro podataka, konstruisan je korelacioni dijagram prikazan na
Slici 4. Linearnom regresionom analizom zbirnog seta podataka za preparate CBZ1 1
CBZ2, dobijeni su statisticki parametri na osnovu kojih je procenjen stepen korelacije
izmedu in vitro i in vivo podataka (Tabela VI).
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Slika4  Korelacioni dijagram izmedu in vivo uoCenih vrednosti za koncentraciju
karbamazepina u plazmi i odgovarajuéih vrednosti predvidenih na osnovu

razli¢itih in vitro profila brzine rastvaranja (GastroPlus™ generisane vrednosti)

Figure 4 IVIVC plot for carbamazepine IR tablets

Tabela VI StatistiCki parametri in vitro-in vivo korelacije
Table VI  Statistical parameters of the obtained IVIVC

Medijum
voda

0.5% D1216
1% D1216
0.5% NaLS

1% NaLS

a

0.8031
0.8171
0.7956
0.8426
0.8194

-
0.9563
0.9636
0.9119
0.8454
0.7700

a - koeficijent pravca (nagib prave); r - koeficijent korelacije
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Dobijeni rezultati pokazuju da je najveéi stepen korelacije sa in vivo podacima
postignut u slucaju profila brzine rastvaranja karbamazepina u medijumu sa 0.5%
DI1216 (r=0.9636, a=0.8171), mada je visok stepen korelacije postignut i u slucaju
profila brzine rastvaranja u vodi (r = 0.9563, a = 0.8031), kao i u medijumu sa 1%
DI1216 (r=0.9119, a=0.7956). Najvece odstupanje od profila apsorpcije karbamazepina
in vivo uoceno je u slucaju in vitro ispitivanja u medijumima sa dodatkom NaLS
(r=0.8454 i a=0.8426 u medijumu sa 0.5% NaLS, odnosno, r=0.77 i a=0.8194 u
medijumu sa 1% NaLS). U radu Homsek 1 saradnika (18) je, takode, pokazano da se
0.5% 1 1% rastvor NaLS ne mogu koristiti kao univerzalni medijumi za predvidanje
ponasanja CBZ in vivo. Naime, u pomenutom ispitivanju je pokazano da se ispitivanjem
u 1% rastvoru NaLS moze uspostaviti korelacija 1:1 sa in vivo podacima samo u slucaju
pojedinacnih tableta karbamazepina. Medutim, korelacija nivoa A za zbirni set podataka
za oba ispitivana preparata u ovoj studiji nije uspostavljena.

Izbor biorelevantnog medijuma/specifikacija za ispitivanje brzine rastvaranja
karbamazepina iz tableta

Americka farmakopeja za ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz tableta
sa trenutnim oslobadanjem propisuje upotrebu vode sa dodatkom 1% NaLS (900 ml), u
aparaturi sa lopaticom, pri brzini od 75 o/min, pri ¢emu se kao zahtev postavlja da se
najmanje 75% od deklarisane koli¢ine karbamazepina rastvori za 60 min (test 1),
odnosno, da se za 15 min rastvori 45-75% supstance i ne manje od 75% za 60 min (test
2) ili da se za 15 min rastvori 60-85% supstance i ne manje od 75% za 60 min izvodenja
testa (test 3) (31). Medutim, dobijeni rezultati koji pokazuju da ispitivanjem brzine
rastvaranja karbamazepina u medijumu sa 1% NaLS nije moguce uspostaviti IVIVK
nivoa A ukazuju na to da primena ovog medijuma nije pogodna za predvidanje
ponaSanja karbamazepina in vivo. Na isti zakljuCak navode i rezultati uporednog
ispitivanja brzine rastvaranja karbamazepina iz tableta koji su pokazali da se profili
brzine rastvaranja lekovite supstance iz medusobno bioloski ekvivalentnih preparata
CBZ1 i CBZ2 u 1% rastvoru NaLS ne mogu smatrati slicnim (Tabela II). Sa druge
strane, dobijeni rezultati pokazuju da se ispitivanjem brzine rastvaranja karbamazepina
u vodi bez/sa dodatkom 0.5% ili 1% D1216 dobijaju rezultati koji daju dobru korelaciju
sa in vivo uoCenim vrednostima. Stoga bi se ovaj medijum mogao predloziti kao
biorelevantni za in vitro ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz tableta sa
trenutnim oslobadanjem. No, da bi ovaj predlog bio Sire prihvacen, potrebno je izvrsiti
dodatna in vitro ispitivanja i drugih tableta karbamazepina sa trenutnim oslobadanjem i
dobijene rezultate uporediti sa odgovaraju¢im podacima dobijenim u klinickim
studijama. Takode, dobijeni rezultati, kao i rezultati prethodnih studija (7, 18), navode
na zakljucak da se, sa ciljem obezbedenja bioloske ekvivalentnosti preparata, moze
uspostaviti znatno §ira specifikacija za brzinu rastvaranja karbamazepina (oko 45-75%
rastvorene supstance za 60 minuta ispitivanja) u odnosu na aktuelne zahteve americke
farmakopeje.
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Mechanistic simulation of carbamazepine
absorption after oral administration
of immediate release tablets

Sandra Grbié, Jelena Parojcié, Zorica Purié¢

University of Belgrade - Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical
Technology and Cosmetology, Vojvode Stepe 450, 11221 Belgrade, Serbia

Summary

The main prerequisite to establish quantitative in vitro-in vivo correlation (IVIVC) and
define biorelevant in vitro methodology is to identify drug dissolution profile in vivo. When
intravenous data are not available due to poor drug solubility, oral drug absorption cannot be
estimated by means of conventional pharmacokinetic analysis. Development of the mechanistic
absorption models has therefore received widespread attention over the past few years. The
objective of this study is to: 1) develop drug-specific absorption model for carbamazepine using
in silico absorption model, ii) use the generated absorption model to provide the target in vivo
dissolution profile for IVIVC, iii) identify biorelevant dissolution specifications for
carbamazepine immediate-release tablets, and iv) compare the obtained results with the results
of the previous studies. GastroPlus™ software package was used for computer simulations. The
required input parameters were experimentally determined, in silico predicted and/or taken from
the literature. Convolution approach was applied to assess the relationship between the in vitro
and in vivo data. The presented data demonstrated that in silico simulation technology can be
successfully used to predict carbamazepine absorption profile, and that the generated plasma
concentration profile can serve as the target profile for IVIVC and identification of biorelevant
dissolution specifications for carbamazepine immediate-release tablets.

Key words: carbamazepine, in silico absorption simulation, dissolution,
in vitro-in vivo correlation
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Kratak sadrzaj

Kontaktni herbicid parakvat (PK) je dipiridinsko jedinjenje, koje podleze redoks
metabolizmu i svoju toksi¢nost ispoljava posredstvom povecanog stvaranja slobodnih radikala.
Ciljni organi sistemskog toksi¢nog efekta PK kod Coveka su pluca i bubrezi. Mehanizam PK-
indukovane neurotoksi¢nosti do sada jos uvek nije u potpunosti rasvetljen.

Cilj naSeg rada bio je da se ispita uloga azot oksida (NOx) u neurotoksi¢nosti PK, sa
posebnim osvrtom na glutationski ciklus [glutation (GSH) i enzim glutation peroksidazu
(GPx)]. U cilju da se istrazi uloga NOx u oksidativnom stresu (OS) i / ili nitrosativnom stresu
(NS), kao odgovoru na neurotoksi¢nost PK. U predtretmanu parakvatom koristili smo NG-nitro-
L-arginin metil estar (L-NAME), neselektivni inhibitor azot oksid sintetaze (NOS), aplikovan je
pre davanja PQ .

Studija je sprovedena na pacovima Wistar soja nasumice podeljenim u grupe (n = 8 za
kontrolnu grupu i n = 24 za eksperimentalne grupe) u zavisnosti od tretmana. Testirana
jedinjenja su intrastrijatalno (i.s.) aplikovana. Merenje sadrzaja GSH i aktivnosti GPx izvrSena
su 30 min, 24 sata i 7 dana posle tretmana.

Parkinsonizam je kao simptom primeéen samo u grupi pacova tretiranih PK - om.
L-NAME je ispoljio zastitni efekat kod zivotinja kod kojih je i.s. davan PK, $to bi se moglo
zakljuCiti na osnovu odsustva simptoma parkinsonizma i smanjenog OS/NS odgovora u
strijatumu u grupi pretretiranoj sa L-NAME.

Kljucne reéi: parakvat, neurotoksic¢nost, strijatum, azot oksid, L-NAME.
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Skraéenice: glutation, GSH; glutation peroksidaza, GPx; i.s., intrastrijatalno; i.p.,
intraperitonealno; MDA, malondialdehid; NADPH, nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat; NOy, azotni oksid; NOs5~, nitrati; NS, nitrozativni stres; O,, molekularni kiseonik;
0,*", superoksidni anjon radikal; OS, oksidativni stres; PK, parakvat; RAV, reaktivne

azotove vrste; RKV, reaktivne kiseonicne vrste; SOD, superoksidna dizmutaza.

Uvod

CH3‘N+\_/ \_/ N.—CHj

Profesionalno ili slucajno izlaganje visokim dozama pesticida moze dovesti do
trovanja ili smrtnog ishoda, bez obzira na put unosa u organizam (inhalacija, ingestija ili
preko koze) (1). Parakvat (1,1°-dimetil-4,4’-dipiridin) (PK), je brzo deluju¢i kontaktni
herbicid. Posebno je toksi¢an za pluc¢a i bubrege, a izaziva i konvulzije (2). Toksi¢nost
PK ostvaruje se naruSavanjem celijskog integriteta, posredstvom stvaranja visoko
reaktivnih radikala, kroz proces redoks kruzenja u prisustvu molekularnog kiseonika
(02) (3-5). Posto toksicne doze izazivaju osteCenja renalnih tubula, zbog neadekvatne
ekskrecije dolazi do povecanja koncentracije PK u krvi i tkivima. Imaju¢i u vidu
hemijsku slicnost dipiridinskih jedinjenja sa hinonima (elektrofilna jedinjenja), koji
ekskretovani u obliku konjugata sa glutationom (GSH) ostecuju renalne tubule, moguée
je da se i konjugati PK sa GSH izlu¢uju preko bubrega (6).

Toksi¢ni efekat PK na molekularnom nivou pokrenut je stvaranjem slobodnih
radikala (SR) kroz proces redukciono-oksidacionih (redoks) reakcija (7). Drugi aspekt
toksicnosti PK ostvaruje se kroz iscrpljivanje enzima antioksidativne zastite (katalaze,
superoksid dizmutaze, glutation reduktaze, glutation peroksidaze - GPx), koji
,uklanjaju® reaktivne proizvode i utroSak celijskih izvora reduktivnih ekvivalenata,
NADPH i1 GSH (donora elektrona), ¢ime se remeti redoks homeostaza u celiji i
promovise stanje oksidativnog stresa (OS) (8, 9).

Dopaminergicki neuroni su ciljna mesta neurotoksicnog efekta PK, zbog svoje
znacajne osetljivosti prema oksidativnom oStecenju, posredovanom reaktivnim vrstama
kiseonika (RVK) (2, 10 - 12). Dopaminergicki neuroni, lokalizovani u substantia nigra
(SN), salju svoje projekcije u strijatum (13).

Pored toga, izgleda da stimulacija N-metil-d-aspartatnih receptora (NMDA)
glutamatom, koja je praéena ulaskom Ca*" u ¢eliju i NMDA receptor-posredovanim
oslobadanjem azot oksida (NOy) preko enzima azot oksid sintaze (NOS) ima znacajnu
ulogu u neurotoksi¢nosti PK (2, 14, 15). Parakvat stimulise efluks glutamata, pokrec¢uci
tako ekscitotoksi¢nost, posredstvom reaktivnih vrsta azota (RAV) (2, 15).
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NG-nitro-L-arginin metil estar (L-NAME) je kompetitivni nespecifi¢ni inhibitor
azot oksid sintaze (NOS), te je moguée da smanjujuéi sintezu NO sprecava i razvoj
OS/NS u neuronima (16). Nitrati (NO3") su stabilni finalni metabolicki produkti NOx, a
1 drugih RAV (5, 17, 18). U cilju proucavanja uloge NOx u neurotoksi¢nosti PK,
testirali smo hipotezu da predtretman L-NAME-om moze omoguditi razlikovanje
efekata PKV od RAV na finalni odgovor strijatuma na PK - indukovanu
neurotoksi¢nost i vaznije od toga, da inhibicijom stvaranja NOx moZe umanjiti
oksidativno/nitrozativno ostecenje nervnih ¢elija.

Materijal i metode
Eksperimentalne Zivotinje

Eksperimentalne zivotinje su tretirane u skladu sa vodi¢em za eksperimentalne
studije, No. 282-12/2002 (Eticki komitet Vojnomedicinske akademije, Beograd, Srbija).
Eksperimenti su izvodeni na odraslim muZzjacima Wistar pacova tezine oko 220 grama.
Pacovi su bili podeljeni u tri grupe (dve kontrolne i jedna eksperimentalna) i smesteni u
kavezima pod standardizovanim uslovima (temperatura sredine 23 + 2°C, relativna
vlaznost od 55 + 3 % i ciklus svetlo/tama 13/11 sati) i imali su slobodan pristup hrani i
vodi. Svi eksperimenti su radeni posle sedam dana adaptacije Zivotinja na laboratorijske
uslove u periodu od 9 h ujutru do 13 h popodne.

Eksperimentalni dizajn

Testirane supstance su aplikovane u pojedinacnoj dozi, intrastrijatalno (i.s.) u
finalnoj zapremini od 10 pL, da se nervno tkivo ne bi opteretilo volumenom. Posle
adaptacije, pacovi su podeljeni u 5 grupa. Jedna grupa od 8 netretiranih Zivotinja je
odmah Zrtvovana. Pacovi svih ostalih grupa su anestezirani pentobarbital natrijumom
[45 mg/kg telesne mase (TM)] intraperitonealno (i.p.) pre intrastrijatalne (i.s.) aplikacije
slede¢ih supstanci: kontrolna grupa (n = 8) tretirana je sa 10 pL 0,9 % NacCl rastvora;
PK grupa (n = 24) — zivotinje su trovane PK u pojedinacnoj dozi (2,5 pg/10 pL); L-
NAME + PK grupa (n = 24) — Zivotinje su pretretirane sa L-NAME u jednoj
pojedinacnoj dozi (10 pg/10 pL) 30 minuta pre davanja PK; i L-NAME grupa (n = 24) —
zivotinje su tretirane sa L-NAME jednokratno (10 pug/10 pL).

Pacovi u svim eksperimentalnim grupama su dekapitovani nakon 30 minuta, 24 h
1 7 dana (po 8 zivotinja u svakom terminu), a glavice su odmah zamrzavane u tecnom
azotu i ¢uvane na -70 °C do analize. Aplikacija PK, L-NAME i NaCl je vrsena
Hamiltonovim Spricem na stereotaksicnom instrumentu za male laboratorijske Zivotinje
1 prema odgovaraju¢im koordinatama za strijatum (koordinate: 8,4 mm iza bregme, 2,6
mm levo od srednje linije suture i 4,8 mm ventralno od dure) (19).

Od biohemijskih parametara sadrzaj ukupnog glutationa i aktivnost glutation
peroksidaze mereni su obostrano u strijatumu posle 30 minuta, jednog dana i 7 dana
nakon tretmana.
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Reagensi

Sve hemikalije bile su analiticke Cistoc¢e. U studiji su koris¢ene sledece supstance:
Parakvat - Galokson® (200 g/L) (Galenika, Zemun, Srbija); Pentobarbital natrijum —
Vetanarcol® (0,162 g/mL) (Werfft - Chemie,Vienna, Austria); Glutathione reductase
(EC 1.6.4.2), Type III, from yeast [9001-48-3], Sigma Chemical Co (St Luis, MO,
USA) — visoko rafinisana suspenzija u 3,6 M (NH4),SO4, na pH 7,0; 2500 U/1.6 mL
(9,2 mg prot/mL — biuret) 170 U/mg proteina (1 jedinica redukuje 1 umol GSSG/min,
pH 7,6 na 25 °C); fizioloski rastvor (0,9 % NaCl) (Vojnomedicinska akademija,
Beograd, Srbija); glutation, glutation disulfid i NADPH (Boehringer Corp. - London,
UK); NaNO; (Mallinckrodt Chemical Works - St. Louis, MO, USA); natrijum glukonat,
etilendiamintetra siréetna kiselina — EDTA (Sigma - Sr. Louis, USA); Natrijum fosfat -
NapyHPO4, kalijum dihidrogen fosfat - KH,;PO,, glicerol, metanol, acetonitril,
trihlorsiréetna kiselina, tiobarbiturna kiselina (Merck - Darmstadt, Germany); natrijum
tetraborat i borna kiselina (Zorka - Sabac, Srbija); karbonatni pufer (50 mM, pH 10,2),
(SeRAYV, Feinbiochemica - Heidelberg, New York); NaNO;, Mallinckrodt Chemical
Works (St. Louis, USA); natrijum glukonat, Merck (Darmstadt, Germany); glicerol,
Merck (Darmstadt, Germany); metanol, HPLC ¢isto¢e, Merck (Darmstadt, Germany);
acetonitril, HPLC ¢isto¢e, Merck (Darmstadt, Germany); standardni puferi pH 7,0 i pH
10,0, HI 7710P (Vila do Conde, Portugal). Dejonizovana voda je pravljena preko
Millipor mili-Q sistema za prec¢iS¢avanje vode (Waters - Millipore, Milford, MA, USA).

Priprema tkiva i merenja

Homogenati selektivno osetljivih mozdanih struktura pripremani su kao Sto je
opisano ranije (20). Izolovan je ipsi i1 kontralateralni strijatum i sve vreme procedure
drzani su na ledu. Izolovani preseci su prebaceni u saharozni medijum (0.25 mol/L
saharoza, 0.1 mmol/L EDTA u natrijum-kalijum fosfathom puferu, pH 7) i
homogenizovani u staklenom homogenizeru s teflonskim tu¢kom na 800 obrtaja/min
(Tehnica Zelezniki Manufacturing, Slovenia). Nakon dva uzastopna centrifugiranja na
1000 obrtaja u minuti, u trajanju od 15 min na 4°C, odvojen je supernatant, a grubi talog
je resuspendovan u 1 mL dejonizovane vode. Solubilizacija subcelularnih membrana u
hipotoni¢nom rastvoru postignuta je Pasterovom pipetom konstantnim mesanjem od 1h.
Zatim su homogenati centrifugirani na 2000 obrtaja u minuti 15 min na 4 °C, a dobijeni
supernatant je koriS¢en za analizu. Za merenje ukupne koncentracije proteina metodom
po Lowr-iju koris€en je kao standard kristalizovani serumski albumin goveceta (21).

Glutation (GSH) - Za odredivanje ukupnog GSH koriS¢ena je reciklirajuca
reakcija oksidacije GSH do GSSG u prisustvu Elman-ovog reagensa (5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoeva kiselina, DTNB) 1 specifi¢nost delovanja enzima glutation reduktaze
prema supstratu GSSG, kada se on redukuje u GSH (22). Rezultati su izrazavani u nmol
GSH na mg proteina.

Glutation peroksidaza (GPx) - Ova metoda se zasniva na indirektnom
odredivanju aktivnosti GPx spektrofotometrijskim merenjem potrosnje NADPH na
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340 nm. Enzim GPx katalizuje redukciju lipidnih hidroperoksida u alkohol/H,O
koris¢enjem redukujucih ekvivalenata GSH, koji tako postaju oksidovani. Regeneracija
potroSenog GSH deSava se redukcijom GSSG u GSH, katalizovano enzimom GR, koja
koristi NADPH kao donor redukujucih ekvivalenata. Za redukciju svakog mola GSSG
potreban je jedan mol NADPH (23). Rezultati su predstavljeni u jedinicama (units, U)
aktivnosti enzima po mg proteina: U GPx / mg proteina.

Statisticka analiza

Podaci su analizirani koriS¢enjem verzije Statistica software 7.0 (Stat Soft, Inc.).
Poredenje parametara OS sa kontrolnim vrednostima uradeno je koriS¢enjem
nezavisnog Student T-testa. Razlike su smatrane statisticki znacajnim za p < 0,05.

Rezultati

Ne postoji znacajna razlika u analiziranim parametrima OS unutar kontrolnih
grupa [intaktne (rezultati nisu predstavljeni) i lazno-operisane], §to govori da sam
tretman nije doveo do oksidativne povrede mozdanog tkiva. Rezultati analiziranih
biohemijskih parametara predstavljeni su graficki za obe strane strijatuma, a kontrolne
vrednosti se odnose na lazno-operisane pacove. Rezultati pokazuju da je trend
oksidativnih promena u strijatumu slican za obe strane, kako tretirane (ipsilateralne)
tako 1 suprotne, kontralateralne strane.

Eksperimentalne grupe Zivotinja su aktivno prac¢ene od tretmana do Zrtvovanja.

Sadrzaj ukupnog GSH bio je snizen visSestruko 24h posle davanja PK, dok je
sedmog dana bio povecan 134% u odnosu na kontrolne vrednosti. Sedam dana nakon
davanja samo L-NAME ili kombinacije L-NAME sa PK, sadrzaj GSH bio je obostrano
smanjen u strijatumu u odnosu na kontrolne vrednosti (Grafikoni 1, 2).
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Grafik 1: Sadrzaj ukupnog glutationa u ipsilateralnom strijatumu posle
jednokratne intrastrijatalne administracije parakvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost = SD i izraZzene su u jedinicama:
nmol GSH/mg proteina. Broj pacova/terminu Zrtvovanja, n = 8. Predstavljene su
vrednosti za ipsi- i kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike u odnosu na kontrolne
vrednosti smatrane su statisticki znacajnim za p < 0.05 (Student T-test).
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Grafik 2: Sadrzaj ukupnog glutationa u kontralateralnom strijatumu posle
jednokratne intrastrijatalne administracije parakvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost = SD i izraZzene su u jedinicama:
nmol GSH /mg proteina. Broj pacova/terminu zrtvovanja, n = 8. Predstavljene su
vrednosti za ipsi- i kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike u odnosu na kontrolne
vrednosti su smatrane statisticki znacajnim za p < 0.05 (Student T-test).
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Aktivnost GPx bila je znacajno povecana u strijatumu (p < 0,05) obostrano 30
minuta od aplikacije PK, nakon ¢ega je postojao blagi trend sniZenja aktivnosti enzima,
mada je aktivnost GPx i dalje bila znacajno visa od kontrolnih vrednosti (Grafikoni 3,
4). Davanje inhibitora NOS je takode povecala aktivnost enzima bilo u kombinaciji sa
PK, ili samog L-NAME, osim u terminu 7 dana nakon davanja L-NAME+PK, kada je
zabelezeno znaCajno smanjenje aktivnosti enzima od ¢ak 70% u odnosu na kontrolu

(Grafik 3).
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Grafik 3: Aktivnost glutation peroksidaze u ipsilateralnom strijatumu posle
jednokratne intrastrijatalne administracije parakvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD i izrazene su u jedinicama: mU
GPx’/mg proteina. Broj pacova/terminu Zrtvovanja, n = 8. Predstavljene su vrednosti za
ipsi- i kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike u odnosu na kontrolne vrednosti su
smatrane statisticki znacajnim za p < 0.05 (Student T-test).
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Grafik 4: Aktivnost glutation peroksidaze u kontralateralnom strijatumu posle
jednokratne intrastrijatalne administracije parakvata

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD i izrazene su u jedinicama: mU
GPx’/mg proteina. Broj pacova/terminu Zrtvovanja, n = 8. Predstavljene su vrednosti za
ipsi- i kontralateralnu stranu hipokampusa. Razlike u odnosu na kontrolne vrednosti su
smatrane statisticki znacajnim za p < 0.05 (Student T-test).
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Diskusija

Bihejvioralne promene koje su se javile kod zivotinja nakon trovanja PK upucuju
na povecanu osetljivost nigrostrijatnog dopaminskog sistema. Kod zivotinja je
registrovano rotaciono kretanje kontralateralno od strane aplikovanja PK. Ovi simptomi
su reverzibilnog karaktera i povukli su se 2-3 h od trovanja. Ovakav nalaz je u skladu sa
literaturnim podacima u kojima je uoceno da se nakon i.s. davanja PK Wistar pacovima
ostvaruju neurohemijski, morfoloski i bihejvioralni efekti (24).

U mehanizmu delovanja PK na celije nigrostrijatnog sistema od znacaja su i
neurotoksi¢ni efekti PK, koji nastaju kao posledica povecanog efluksa glutamata u
sinapticku pukotinu. Kao rezultat stimulacije receptora, putem glutamata, ¢iji efluks
stimulise PK, povecava se koncentracija Ca*" u ¢eliji, $to kao rezultat ima aktivaciju
NOS i stvaranje NO® iz L-arginina (25, 26). Nastali NO® sa O,"", gradi peroksinitritni
anjon (ONOO"), koji ostvaruje dodatne neurotoksicne efekte (27, 28).

30 minuta nakon is. aplikovanja PK u strijatumu, obostrano je registrovano
znacajno povecanje aktivnosti GPx (p < 0,05); (Grafikoni 3, 4). Ovako visoka aktivnost
enzima nije bila pra¢ena promenama u sadrzaju ukupnog GSH (Grafikoni 1, 2).
Medutim, nakon 24h u strijatumu obostrano aktivnost GPx, premda povecana u odnosu
na kontrolu, znacajno je bila niZza u odnosu na rani termin posmatranja (30 minuta). Ovo
smanjenje aktivnosti enzima, bilo je praeno znacajnim smanjenjem koncentracije
ukupnog GSH. Smanjenje sadrzaja GSH koje se odrazava i na aktivnost GPx, moze da
se objasni i stvaranjem s-nitrozoglutationa (29). Smanjeni sadrzaj ukupnog GSH u
analiziranim strukturama mozga, ukazuje na nepotpunu oksidativnu zastitu ¢elije. U
nastojanju ¢elije da odrzi energetsku ravnotezu, moguce je da jedan deo GSH podlegne
razgradnji, jer razgradnjom svakog molekula GSH, oslobadaju se dva molekula ATP-a,
Sto bi moglo biti jedno od objasnjenja snizenog sadrzaja GSH u strijatumu nakon i.s. PK
(30). Ovaj snizeni sadrzaj GSH obostrano u strijatumu ukazuje i na njegovo aktivno
ucesce u antioksidativnoj zastiti prilikom trovanja PK (Grafikoni 1, 2). Takode, moguce
je da se smanjenje javlja i kao posledica konjugovanja PK sa GSH, koji bi mogao da
smanji toksi¢ni efekat PK u mozdanoj strukturi, s obzirom da bihejvioralne promene
nisu registrovane nakon davanja PK reverzibilnog karaktera. Sedmog dana nakon
trovanja PK, sadrzaj GSH se znacajno povecao, §to se moze tumaciti kompenzatornim
povratnim mehanizmom koji je uslovljen pove¢anom potrebom celije da se zastiti od
OS-a.

Enzim GPx odgovoran je za uklanjanje H,O,, prekursora hidroksilnog radikala
(odgovornog za inicijalnu fazu lipidne peroksidacije). Donor elektrona u reakcijama
koje katalizuje GPx je GSH. U mozgu se najve¢i deo nastalog H,O, (niske
koncentracije) uklanja GPx, koja je distribuirana u glija i dopaminergi¢nim ¢elijama ili
nervnim zavrSecima u SN i Caudo-putamenu.

Primenom L-NAME, kompetitivnog antagoniste enzima NOS, blokira se sinteza
NO u neuronima i glija ¢elijama, i dolazi do nagomilavanja L-arginina, prekursora u
biosintezi NO®, ali i ornitina, prekursora glutaminske kiseline. Iz ovog proizilazi da
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inhibicija NOS delimi¢no moze doprineti nastanku ekscitotoksi¢nosti, ali nasuprot
ovome 1 povecanoj antioksidativnoj zastiti. Poznato da je glutaminska kiselina zajedno
sa cisteinom i glicinom ukljucena u biosintezu GSH $§to objaSnjava povecanu aktivnost
GPx ve¢ 30 minuta nakon davanja L-NAME obostrano u strijatumu pacova (Grafikoni
3, 4).

Inhibicija NOS davanjem L-NAME utic¢e na sadrzaj GSH. U naSem istrazivanju
zapazeno je da posle trovanja PK, kada sinteza NO® nije bila inhibirana, u periodu od
24 h do sedmog dana, postojao je porast ukupnog GSH, za razliku od preostalih
tretmana, kada je (ne)posredno ometena sinteza NO (Grafik 2).

Za razliku od trovanja PK, predtretman sa L-NAME doprinosi postepenom
sniZzavanju aktivnosti enzima GPx (odgovornog za uklanjanje lipidnih hidroperoksida i
H,0,), a posebno niska aktivnost GPx izmerena je sedmog dana (Grafik 3). [zmereni
smanjeni sadrzaj GSH je u tom slucaju verovatno bio posledica energetske iscrpljenosi
tkiva, kao 1 manjka donora redukcionih ekvivalenata (NADPH), odnosno verovatno je
aktivnost G-6PDH u ovakvim uslovima razvijenog OS, determiniSu¢i faktor.
Smanjenom sintezom NO, koja nastaje nakon delovanja L-NAME, smanjuje se i
aktivacija transkripcijskih faktora u ¢eliji, od kojih je NFKB znacajan u stimulisanju
gena za sintezu GSH.

Povecanje aktivnosti GPx u ipsi i kontralateralnom strijatumu nakon delovanja L-
NAME upucuje na znacaj metabolizma NO u aktiviranju ovog enzima, odnosno ka
usmeravanju redoks stanja prema stvaranju vodonik peroksida, Sto je praceno i
oCuvanim sadrzajem ukupnog GSH. Smanjeni sadrzaj GSH obostrano u strijatumu
zivotinja koje su dobile samo L-NAME 7. dana, moze biti i posledica vremenski
ograni¢enog delovanja L-NAME, nakon ¢ega je obnovljeno stvaranje NO, za koji je
pokazano da je medijator aktivacije faktora transkripcije koji indukuju aktivnost GPx.
Povecana aktivnost enzima obostrano u strijatumu posle 30 minuta i 24 h u grupama
koje su pre PK dobile L-NAME, upucuje na zastitini efekat ovog inhibitora sinteze NO.
Znacajno smanjenje aktivnosti GPx koje se javlja nakon 30 minuta, u odnosu na
promene koje se javljaju nakon delovanja samog PK, upuéuje na verovatni znacaj
sintetisanog NO u aktivaciji GPx, ili pak, u indukciji gena za sintezu enzima GPx.

Rezultati na$ih istrazivanja potvrduju ukljuCenost NOx u mehanizme
neurotoksicnosti PK. Pacovi trovani PK ispoljili su simptome parkinsonizma, a §to se
tie biohemijske analize parametara glutationskog ciklusa, pokazano je da je aktivnost
GPx bila znacajno povecana u ovoj grupi. Pracenje aktivnosti GPx se moze smatrati
veoma osetljivim 1 pouzdanim indikatorom oksidativnog-nitrozativnog stresa, kao
odgovora na neurotoksi¢ni efekat PK. Takode, ovom studijom je pokazano da je posle
24 casa dosSlo do energetskog kolapsa i masivnog narusavanja redoks homeostaze
nervnih ¢elija strijatuma u grupi trovanoj PK. Odsustvo bihejvioralnih promena u grupi
zivotinja koje su predtretirane sa L-NAME pre i.s. davanja PK, kao i stabilizacija
¢elijskih funkcija 24 ¢asa (nije izmeren pad aktivnosti GPx i pad sadrzaja GSH kao u
DK grupi) potvrduje protektivnu ulogu ovog nekompetitivnog inhibitora NOS u
neurotoksicnosti izazvane PK.
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Dozvola Etickog odbora za rad sa zivotinjama

Autori su obavljali eksperiment u skladu sa institucionalnom politikom humanog i
etickog tretmana eksperimentalnih zivotinja, i spremni su da dostave o tome podatke i
originalne materijale, ako se trazi. Eksperimentalne Zzivotinje su tretirane u skladu sa
Smernicama za proucavanje zivotinja, br 282-12/2002 (Eticki komitet Vojnomedicinske

akademije, Beograd, Srbija).

Izjava o originalnosti rada

Rezultati predstavljeni u rukopisu nisu objavljeni ili predati za objavljivanje negde

drugde.

Izjava o sukobu interesa

Autori izjavljuju da nema sukoba interesa.
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Summary

Contact herbicide paraquat (DQ) is bipyridylium compound, which undergoes redox
metabolism; hence enlarged in humans radical production mediated its toxicity. Target organs
of systemic effect of PQ poisoning are lung and kidney. The mechanism of PQ-induced
neurotoxicity is not elucidated till now.

The objective of our study was to examine the role of nitric oxide (NOx) in PQ-induced
neurotoxicity, primarily focusing on glutathione cycles [total glutathione content (GSH) and
glutathione peroxidase (GPx) activity]. In order to investigate the role of NOj in oxidative stress
(OS) and/or nitrosative stress (NS) response to PQ neurotoxicity, we used NG-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME), a non-selective inhibitor of nitric oxide synthase (NOS) in the
pretreatment of PQ administration.

Study was conducted on Wistar rats randomly divided in groups (n=8 for controls and
n=24 for experimental groups) depending on the applied treatments. The tested compounds
were intrastriatally (i.s.) administered. Measuring of GSH content and GPx activity was
performed at 30 min, 24 hours and 7 days after treatments.

Parkinsonism’s like symptoms were observed only in the group of rats treated with PQ.
The L-NAME protected animals from PQ-induced neurotoxicity, which could be concluded
from the absence of Parkinsonism’s like symptoms and reduced OS/NS response in the striatum
of rats pretreated with L-NAME.

Key words: paraquat, neurotoxicity, striatum, nitric oxide, L-NAME.
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Kratak sadrzaj

Mnogi lekovi koji se koriste za leCenje beba i dece nisu dostupni na trziStu u
farmaceutskom obliku koji je pogodan za primenu kod ove populacije pacijenata. Stavise, veci
broj ovih lekova nije registrovan za upotrebu kod pedijatrijske grupe pacijenata. S obzirom da
deca najbolje prihvataju te¢ne farmaceutske preparate za peroralnu primenu, ukoliko nisu
dostupni na trziStu lekova, mogu se pripremati ex tempore za pojedinacnog pacijenta iz
dostupnih registrovanih lekova. Izrada teénih farmaceutskih oblika za peroralnu primenu iz
¢vrstih farmaceutskih oblika zahteva pazljivo razmatranje mnogih faktora, kao S$to su
fizickohemijske osobine aktivnih i pomo¢nih supstanci i kompatibilnost lekovitih supstanci sa
ekscipijensima, ali i kompatibilnost pomo¢nih materija medusobno. Kod izbora formulacije,
uvek treba da se odabere ona za koju u strucnoj literaturi postoje podaci o stabilnosti preparata,
eventualno i roku upotrebe, bioloskoj raspolozivosti, efikasnosti i podnosljivosti leka koji je
izraden ex tempore. U ova nastojanja ukljucila su se i brojna ovlas¢ena tela donoSenjem
odgovaraju¢ih dokumenata, poput Uredbe EU broj 1901/2006 koja je stupila na snagu 1.1.2007.
godine, sa ciljem da se lekovi za pedijatrijsku populaciju u¢ine dostupnijim, kao i da se osigura
izrada lekova najviseg kvaliteta s obzirom da ex tempore izradeni lekovi ne prolaze kroz
pretklinicke i klinicke studije.

Kljuéne re€i: ex tempore izrada lekova, farmaceutski oblici za decu,
tecni farmaceutski preparati, peroralna primena
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Uvod

Uprkos brojnim registrovanim lekovima na trziStu, pri lecenju je ponekad
potrebno propisati i izraditi magistralni lek prilagoden potrebama pojedinac¢nog
pacijenta. Godinama su magistralni lekovi/preparati ¢inili samo nekoliko procenata svih
propisanih lekova, ali je poslednjih godina njihovo propisivanje ¢esée, jer se povecava
potreba za individualizovanom terapijom. Ona je najpotrebnija deci i posebnim
grupama bolesnika, poput starijih ljudi, za koje Cesto nema registrovanog leka u
odgovaraju¢em farmaceutskom obliku (1).

Aktivne supstance se primenjuju kao deo farmaceutskih preparata u kojima su
kombinovane sa jednom ili viSe pomoc¢nih/nelekovitih supstanci (poznatim kao
farmakoloski neaktivne supstance ili ekscipijensi), koje imaju razliCite, specijalizovane
funkcije u farmaceutskom obliku. Formulacija farmaceutskog oblika zahteva
razmatranje fizickih, hemijskih 1 bioloskih karakteristika svih aktivnih supstanci i
ekscipijenasa koji ¢e se koristiti za oblikovanje lekovitog proizvoda. Lekovite i
pomocéne supstance moraju biti kompatibilne da bi se proizveo lek koji je stabilan,
efikasan, prihvatljivog ukusa, koji se lako primenjuje i dobro podnosi (2,3).

Cilj ovog rada je razmatranje faktora koji utiCu na ex tempore pripremanje
farmaceutskih oblika lekova pogodnih za pedijatrijsku primenu.

Farmaceutski oblici lekova pogodni za pedijatrijsku primenu

Deca nisu mali ljudi! Fizioloski procesi koji odreduju rasporedivanje ili ,,sudbinu‘
leka u organizmu, podlezu radikalnim promenama tokom bioloSkog sazrevanja, narocito
tokom prvih nedelja i u prvoj godini Zivota (4). Shodno tome, menja se i na¢in na koji
se lekovi apsorbuju, rasporeduju, metabolisu i eliminiSu iz organizma, $to se ne moze
predvideti iz podataka za odrasle osobe (5). Starosna dob pacijenata za koje je lek
namenjen takode ima vaznu ulogu u oblikovanju farmaceutskih preparata.

U vodicu za Kklinicko ispitivanje lekova za pedijatrijsku populaciju
(CPMP/ICH/2711/99), pedijatrijski bolesnici su klasifikovani u sledece Cetiri kategorije
6,7):

e prevremeno rodena novorodencad

¢ novorodencad rodena u terminu (0 - 27 dana starosti)

odojc¢ad i mala deca (1 - 23 meseca)
deca (2 — 11 godina)
adolescenti (12 — 16 ili 18 godina).

Bebe i deca mlada od 5 godina starosti ne mogu da gutaju ¢vrste farmaceutske
oblike (npr. tablete, tvrde kapsule). Cvrsti oblici koji sadrze fiksnu dozu leka (npr. 250
mg) takode ne bi bili prakticni za upotrebu kod ovakvih pacijenata jer doziranje zavisi
od telesne mase (mg/kg) ili telesne povrSine (mg/m2) deteta. Stoga, tecni lekoviti
preparati imaju prednost kod oralne primene kod odoj¢adi i dece u odnosu na Cvrste
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farmaceutske oblike. Jedan pedijatrijski te¢ni peroralni preparat (npr. paracetamol, sirup
120 mg/5ml ) se moze koristiti kod beba i dece svih uzrasta, jer se doza leka moze
prilagoditi pacijentima variranjem zapremina leka (deca uzrasta do 3 meseca treba da
uzimaju 5-10 mg/kg; deca od 3 meseca do 1 godine 60-120 mg (2,5-5 ml) 1-4 puta
dnevno; deca od 1 do 5 godina 120-250 mg (5-10,4 ml) 1-4 puta dnevno; deca od 6 do
12 godina 250-500 mg (10,4-20,8 ml) 1-4 puta dnevno (3,8,9).

U nedostatku registrovanih lekova na trziStu, farmaceuti Sirom sveta (Cesto)
pribegavaju izradi teCnih preparata za peroralnu primenu iz sprasenih tableta, ili tvrdih
kapsula, tako sto ih disperguju (suspenduju) ili rastvaraju u odgovaraju¢em vehikulumu.
U tim slucajevima je registrovan/gotov lek u obliku tableta ili kapsula izvor lekovite
supstance i oblikovanjem u tecan farmaceutski oblik, postize se lakSe i1 preciznije
doziranje za pacijente kojima nisu propisane standardne doze leka, kao Sto su bebe i
mala deca, i bolja komplijansa/adherenca.

Registrovani lekovi za decu na trziStu i ,,specijalni” preparati

Odgovaraju¢i farmaceutski oblici za primenu kod dece postoje za veoma mali broj
komercijalno dostupnih lekova te se potreba za ex fempore izradom preparata stalno
povecava, uzimajuci u obzir da se povecava i broj registrovanih lekova za odrasle sa
ocekivanom upotrebom i kod dece (10). Vecina lekova nije registrovana za primenu kod
pedijatrijskih pacijenata zbog velikog broja razloga, izuzev kada neka bolest Siroko
pogada bebe i decu. Jedan od tih razloga je mnogo manje trziste za decu u odnosu na
trziSte za odrasle, pogotovo za lekove za Ceste bolesti (npr. hipertenzija). Takode,
farmaceutska industrija se nerado odlucuje da registruje lekove za bebe i decu, jer to
zahteva izvodenje adekvatnih studija na pedijatrijskoj populaciji. Stoga, dodatni
troskovi, ograni¢ena finansijska dobit, potencijalno usporavanje izdavanja dozvole za
stavljanje leka u promet za odrasle osobe, shvatanje da su pravna odgovornost i
regulatorni zahtevi za sprovodenje studija kod dece veéi nego kod studija na odraslim
ljudima, prepreke su za formulisanje i registrovanje pedijatrijskih farmaceutskih oblika
na trzistu (8,10).

Farmaceutski preparati izradeni ex tempore nisu registrovani lekovi te ne podlezu
zahtevima regulatornih organa. Stoga lekar koji propisuje lek i farmaceut koji ga
izraduje ne mogu imati iste pretpostavke o kvalitetu, bezbednosti i efikasnosti tog leka,
kao $to bi imali za registrovane lekove (11). Sprovodenjem nekoliko studija u Velikoj
Britaniji ustanovljeno je da oko 11 % lekova koji se koriste za leCenje dece nije
registovano za primenu kod ove populacije (eng. off label) ili uopste nemaju dozvolu za
stavljanje leka u promet (eng. unlicensed). Situacija je sli¢na i u ostalim evropskim
zemljama (12).

Mnogi lekovi prisutni na trzistu dostupni su samo u obliku ¢vrstih farmaceutskih
oblika, koje deca, u zavisnosti od uzrasta, ne mogu da progutaju. Nadalje, doza koja
treba da se primeni predstavlja samo deo Cvrstog farmaceutskog oblika, a
proporcionalno smanjivanje je teSko posti¢i. Na Slici 1 prikazane su smernice za
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obezbedivanje odgovarajucih peroralnih doza leka za decu kod kojih primena tableta ili
kapsula nije pogodna (5).

da li je lek registrovan za primenu kod dece

da < e
tecni
farmaceutski
oblik dostupan
te¢ni farmaceutski ¢ te¢ni farmaceutski oblik <«——» lek nije
oblik dostupan nije dostupan registrovan za
primenu kod
dece
gotov preparat manipulisanje ¢vrstim farmaceutskim oblicima,
dostupan preparatima za i.v. primenu ili lekovitim
lek registrovan za supstancama da bi se dobio farmaceutski
primenu kod dece oblik tecne konzistencije
»specijalni” preparat ) > preparat izraden ex tempore

lek nije registrovan u tecnom obliku za peroralnu primenu

Slikal Smernice za obezbedenje odgovarajuéih peroralnih doza leka za decu kod kojih
primena tableta ili kapsula nije pogodna (5)

Figure 1 Decision pathway for providing oral doses to children for whom whole
tablets/capsules are unsuitable (5)

U nekim zemljama, odredeni preparati se ponekad izraduju ex fempore u veéim
koli¢inama. Izrada ovakvih preparata se vrsi u laboratorijama i bolnickim apotekama
koje primenjuju standarde Dobre proizvodacke prakse (eng. skra¢enica GMP), a
registrovanje i inspekciju njihovih aktivnosti obavljaju agencije za lekove. U Velikoj
Britaniji, Agencija za kontrolu lekova (eng. Medicines Control Agency) moze da izda
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dozvolu za stavljanje u promet za preparate izradene u ovim laboratorijama i ovakvi
preparati se oznacavaju kao ,,specijalni” preparati. Izradom ,,specijalnih” preparata i
njihovim plasmanom na trziSte mogu se baviti i veCe kompanije. Farmaceut koji
nabavlja specijalitet (a ne lekar koji ga propisuje) odgovoran je za kvalitet preparata.
Nabavka treba da se obavlja prema specifikaciji preparata i uz savetovanje sa
farmaceutima koji su zaduzZeni za obezbedenje kvaliteta pri nacionalnoj zdravstvenoj
sluzbi (eng. National Health Service) (5,12).

Farmaceutski oblici za decu koji se najcesce izraduju ex tempore razlikuju se od
drzave do drzave. Na primer, u Velikoj Britaniji, Norveskoj i Svedskoj preparati izbora
su te¢ni lekoviti oblici za peroralnu primenu, u Francuskoj i Spaniji kapsule, dok se u
Italiji i Finskoj najcesce izraduju praskovi za peroralnu primenu. Lek koji se u jednoj
zemlji izraduje ex tempore, u drugoj moze biti registrovan na trzistu. Zbog ogranicenih
podataka o dostupnosti ovakvih lekova, uvoz lekova je otezan ili gotovo nemogu¢ (12).

Formulacija te¢nih preparata za peroralnu primenu kod dece zahteva pazljivo
razmatranje mnogih faktora koji obezbeduju izradu lekova optimalnog kvaliteta i
efikasnosti. Izradu ovih preparata iz spraSenih tableta treba primenjivati samo ako
postoje adekvatni podaci o stabilnosti proizvoda, i treba uvek imati na umu da Cesto
postoje jednostavnije i pouzdanije metode za pripremu farmaceutskog oblika (13).
Rizici povezani sa ex tempore izradom lekova, upotrebom lekova koji nisu registrovani
za primenu kod dece, ukljucuju koriS¢enje pogresnih proskripcija i proracuna, izbor
neodgovaraju¢ih ekscipijenasa, koriS¢enje pogresnih koliina supstanci i formulisanje
nestabilnih proizvoda. Posledice mogu biti fatalne. Jedna beba je umrla u Engleskoj
2000. godine, nakon Sto je primila preparat koji je ex tempore izraden iz leka koji nije
registrovan za decu, a finalni/konacni preparat koji je izdat sadrzavao je hloroform.
Naime, u ex fempore izraden preparat pogresno je ukljucen koncentrovani rastvor
hloroforma (eng. Chloroform Water Concentrate) umesto hloroform vode dvostruke
jacine (eng. Chloroform Water Double Strenght) (14).

O registrovanim lekovima za decu na svetskom trziStu i ex tempore izradi
preparata za pedijatrijske pacijente, kao i o problemu u vezi sa njihovom stabilnoscu,
odgovaraju¢im pakovanjem i primenom, diskutovano je tokom predavanja na osmom
Svetskom kongresu o farmaceuticima, biofarmaceuticima i farmaceutskoj tehnologiji
(eng. 8" World Meeting on Pharmaceutics, Biopharmaceutics and Pharmaceutical
Technology), odrzanom u Istanbulu, od 19. do 22. marta 2012. godine. Izmedu ostalog,
obrazlozen je sadrzaj nacrta novog Vodia za razvoj farmaceutskih preparata za
primenu u pedijatriji (eng. Guideline on Pharmaceutical Development of Medicines for
Paediatric Use, EMA/CHMP/QWP/180157/2011) (15,16). Kada je re¢ o te¢nim
farmaceutskim preparatima, u Vodiu se favorizuje primena rastvora pre nego
suspenzija za peroralnu primenu, kad god je to moguce, s obzirom da je primena
suspenzija povezana sa potencijalnim rizikom od pogresnog doziranja, bilo usled
neodgovarajuéeg muckanja preparata pre primene ili kao posledica nestabilnosti
preparata (aglomeracija, flokulacija, flotacija ili sedimentacija, kao najCeS¢e pojave
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nestabilnosti farmaceutskih suspenzija). lako se primenom oralnih kapi (te¢nih
farmaceutskih preparata koji se doziraju na kapi) obezbeduje pouzdanije doziranje, u
nacrtu Vodica se navodi da na ambalazi u tom slucaju mora biti naveden najveci broj
kapi koji se moZe uneti kao pojedinac¢na doza, kao i da to ne bi trebalo da bude vise od
10 kapi (tj. oko 0,5 ml) preparata. Tekst Vodica dostupan je za komentare strucne
javnosti do kraja 2012. godine (16).

Izrada te¢nih farmaceutskih preparata za peroralnu primenu

U Tabeli I su prikazani primeri lekova koji nisu dostupni na trziStu u obliku koji je
pogodan za primenu kod beba i male dece (3,8). Kao §to se vidi, ve¢i broj lekovitih
supstanci iz razlic¢itih farmakoterapijskih grupa, a najvise su zastupljeni lekovi koji se
koriste za lecenje kardiovaskularnih bolesti, bolesti nervnog sistema i antineoplastici,
nije dostupan u adekvatnom obliku za primenu kod ove populacije pacijenata.

......

izraduje se nekoliko stotina razliitih preparata za primenu kod dece. Neki od njih imaju
monografije u farmakopejama ili su podaci o njima objavljeni u relevantnoj strucnoj
literaturi. Oralne/peroralne kapi, sirupi i oralne/peroralne suspenzije su pogodne za
primenu kod novorodencadi, beba i male dece, dok su tablete ili kapsule prihvatljive za
stariju decu i adolescente (8).

Farmaceuti mogu da pripremaju te¢ne lekovite preparate iz komercijalno
dostupnih tableta i tvrdih kapsula. [ako bi neke od ovih preparata mogli da pripremaju i
staratelji deteta, farmaceut bi trebalo da ih izraduje kako bi se smanjila moguénost
nastajanja greSaka u doziranju. Postupak izrade podrazumeva najceSce prevodenje
registrovanih lekova u oblik koji pacijent moze lako da primeni peroralnim putem.
Vecina lekova se ne rastvara potpuno u vodi, zbog Cega najviSe ex tempore izradenih
teCnih preparata iz tableta ili kapsula, predstavljaju suspenzije za peroralnu
primjenu/peroralne suspenzije (3).
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Tabela I Primeri lekovitih supstanci koji na trZi$tu nisu dostupni u farmaceutskom obliku koji je
pogodan za primenu kod beba i male dece (3,8)

Table I Examples of medications not available in a suitable dosage form (eg. a liquid formulation)
for infants and young children (3,8)

acetazolamid fenobarbiton metotreksat prokarbazon
albendazol fenoksibenzamin meflokvin propafenon
amiodaron glutamin metilfenidat riboflavin
amitriptilin hidroksiurea metimazol sakvinavir
arginin holestiramin minoksidil sertralin
aspartat irbesartan natrijum-benzoat sildenafil
biotin kaptopril neomicin skopolamin
bupropion karbenicilin nikardipin sotalol
busulfan klindamicin nimodipin spirinolakton
cink-sulfat klobazam ofloksacin testosteron
dantrolen klonazepam olanzapin tiagabin
deksametazon klonidin paromomicin topiramat
enalapril lanzoprazol piridoksin ursodiol
etambutol leukovorin prazosin varfarin
etionamid lizinopril primidon verapamil
famciklovir lomustin probenecid vigabatrin

U Tabeli II su prikazani primeri odabranih formulacija/receptura za ex tempore
izradu te¢nih lekovitih preparata za peroralnu primenu (1,2,11).

Iako ne postoji zvanican protokol za ex tempore izradu tecnih preparata iz tableta
ili kapsula, postupak obi¢no ukljucuje sprasivanje tableta ili praznjenje sadrzaja kapsula
u tarionik. Zatim se prasku dodaje mala koli¢ina izabranog vehikuluma i uz meSanje
izradi glatka pasta. Ostatak vehikuluma se dodaje postepeno, uz mesanje. Smesa se
potom prenese u menzuru. Tarionik se ispere malom koli¢inom vehikuluma te se i taj
sadrzaj doda u menzuru, i menzura dopuni vehikulumom do potrebne
koli¢ine/zapremine preparata (1,2). U ove preparate se mogu dodavati i ekscipijensi kao
§to su konzervansi, sredstva za suspendovanje i korigensi ukusa. Cesto se koristi
vehikulum koji predstavlja smesu glicerola ili sirupa, sa metilcelulozom kao sredstvom
za suspendovanje i parabenima kao konzervansima (13). Komercijalno dostupni
vehikulumi za suspendovanje (npr. Ora-Plus®, Paddock Laboratories, Minneapolis,
SAD) se mogu kombinovati sa jednakom zapreminom sirupa (Ora-Sweet”, Paddock
Laboratories). Vehikulum koji sadrzi metilcelulozu se takode priprema ex tempore, s
obzirom da na trzi$tu nije registrovan. Ipak, treba imati u vidu da se pH vrednost ovih
vehikuluma razlikuje: Ora-Plus®/Ora-Sweet” imaju pH vrednost oko 4,2 do 4,4, dok 1
% suspenzija metilceluloza/sirup ima pH vrednost oko 6,8 (3).
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Tabela II Odabrane formulacije za ex tempore pripremu te¢nih preparata za peroralnu primenu iz
komercijalno dostupnih (registrovanih) lekova (1,11)

Table II  Oral liquid dosage forms prepared by modification of commercial medications (1,11)
Farmaceutski Sastav Uslovi ¢uvanja Rok
preparat upotrebe
. amiodaron hidrohlorid, tableta -
amiodaron, 200 m x 20 u frizideru, u
oralna suspenzija Ora-PI%s® 50 ml tamnoj staklenoj | 28 dana
40 mg/mi (11) Ora-Sweet SF® do 100 ml boci
kaptopril, rastvor
za oralnu kaptopril, tableta 12,5 mg X8 u frizideru. u
primenu natrijum-askorbat, injekcija 500 mg tamnoi bo’ci 56 dana
1 mg/ml (1) sterilna voda za irigaciju do 100 ml )
kaptopril, oralna
suspenzija kaptopril, tableta 25 mg x4 u frizideru, u
1 mg/ml (11) Ora-Plus® do 50 ml tamnoj staklenoj | 7 dana
Ora-Sweet® do 100 ml boci
klonidin, oralna
suspenzija klonidin, tableta 0,2 mg x 15 U frisideru. u
0,1 mg/ml (1) sterilna voda za irigaciju 1-2 ml tamnol boel 28 dana
obicni sirup (USP) do 30 ml )
piridoksin iidoksin hidrohlori |
hidrlohlorid, ) piridoksin hidrohlorid, tableta )5(026ng u friZideru, u
oralna suspenzija i i
10mg/ml (1p1) : ksantan guma 0,5% rastvor (KeItroI®) LaorEPOJ staklenoj | 28 dana
do 100 ml
spirinolakton, broi
oralna suspenzija | spirinolakton, tableta 25 mg ~ x 12 ?eamsoerr;?ljjri i
2,5 mg/ml (1) sterilna voda za irigaciju 5ml frizigeru . 28 dana
Sirup od visSnje (NF) do 120 ml S
tamnoj boci

U formulaciju nekih preparata se prema stru¢noj literaturi (1,11) mogu ukljuciti i
vehikulumi koji su oficinalni u farmakopejama (USP30/NF25). U Tabeli III su
prikazani neki oficinalni (prema USP30/NF25) i neki komercijalno dostupni vehikulumi
i njihov sastav (1,10,17,18).
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Tabela III Primeri vehikuluma za ex tempore izradu te¢nih lekovitih preparata
Table III Examples of vehicles for extemporaneous liquid dosage forms

Vehikulum

Sastav

Proizvodac¢

Sirup od visnje
Cherry Syrup NF (14)

sok od viSnje, saharoza, etanol,
preciSéena voda

Sirup od narandze
Orange Syrup NF (14)

tinktura kore slatke narandze,
limunska kiselina, talk, saharoza,
preciséena voda

Ora-Plus® (1,10)

preciS¢ena voda, mikrokristalna
celuloza, karmeloza-natrijum,
ksantan guma, korigens ukusa,
limunska kiselina, trobazni natrijum-
fosfat, simetikon, metil paraben,
kalijum-sorbat

Paddock Laboratories,
SAD

Ora-Sweet® (1,10)

preciScena voda, saharoza, glicerol,
sorbitol, korigens ukusa, limunska
kiselina, trobazni natrijum-fosfat,
metil paraben, kalijum-sorbat

Paddock Laboratories,
SAD

Ora-Sweet SF® (1,10)

preciScena voda, glicerol, sorbitol,
saharin-natrijum, ksantan guma,
korigens ukusa, limunska kiselina,
natrijum-citrat, metil paraben, propil
paraben, kalijum-sorbat

Paddock Laboratories,
SAD

Bicitra® (10)

natrijum-citrat, dihidrat (500 mg /5
ml); limunska kiselina, monohidrat
(334 mg/5 ml)

Draxis Pharma, SAD

Ponekad se u recepturu mogu ukljuciti i alternativni rastvaraci kao Sto je etanol,
narocito kad je lek tesko rastvorljiv u vodi, i puferi kojima se podeSava pH na vrednost
optimalnu za stabilnost aktivne supstance ili aktivnost konzervansa. lako se formulacije
teCnih preparata koji se izraduju iz ¢vrstih farmaceutskih oblika ¢ine jednostavne, one
su veoma cCesto kompleksna smeSa vehikuluma i rastvora ili suspenzije ekscipijenasa i
lekovite supstance. Ukoliko je aktivna supstanca rastvorena, nerastvorni ekscipijensi bi
se mogli ukloniti filtracijom, ali bi moglo do¢i i do gubitka znacajnih koli¢ina leka, ako
je njegovo rastvaranje iz preparata nepotpuno. Suspendovani ekscipijensi mogu da uticu
negativno na izgled preparata, a rastvoreni mogu da umanje stabilnost leka, npr.
menjanjem pH vrednosti preparata. Zato se preporucuje upotreba samih Cistih aktivnih
supstanci, koje su Cesto teSko dostupne, umesto koris¢enje registrovanih preparata (13).
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S obzirom da deca odbijaju da peroralno uzimaju lekove koji nemaju prijatan
miris i ukus, u preparate se ¢esto dodaju ekscipijensi koji koriguju ove osobine te¢nih
preparata. Takode, upotreba ekscipijenasa je neophodna da bi se obezbedila
ujednacenost sadrzaja leka, povecala stabilnost 1 sprecio rast mikroorganizama za vreme
cuvanja i upotrebe preparata. Za razliku od aktivnih supstanci, status ekscipijenasa nije
regulisan u vecini zemalja, iako neki od njih mogu da budu $tetni za decu (5). Stoga,
veoma je vazno da se prilikom izbora formulacije/recepture razmotre moguci nezeljeni
efekti ekscipijenasa za izradu preparata.

Za korigovanje ukusa preparata mogu se koristiti prirodni i vestacki zasladivaci.
Upotreba saharoze, glukoze i fruktoze moze dovesti do povecanja nivoa Secera u krvi,
kao 1 do nastanka karijesa, pogotovo ako se koriste rastvori sa vise od 10 % saharoze.
Deca koja imaju naslednu netoleranciju na fruktozu, mogu da razviju znacajne
simptome nakon uzimanja saharoze. Sorbitol i manitol mogu da izazovu osmotsku
dijareju. U vezi sa primenom veStackih zasladivaca kao $to su saharin, ciklamat i
aspartam, postoje podaci o nezeljenim efektima koji jo§ uvek nisu dovoljno razjasnjeni.
Karcinogeni potencijal saharina i ciklamata pokazan u ispitivanjima na zivotinjama, nije
dokazan i kod ljudi. Primena aspartama, koji je izvor fenilalanina, moze da izazove
fenilketonuriju. Sa njegovom upotrebom se takode povezuje hiperaktivnost kod dece,
ali to jo$ nije potvrdeno (3,19-21).

Etanol se Cesto upotrebljava kao korastvara¢ u vodi teSko rastvornih lekovitih
supstanci, te je moguée da dovede do pojave akutnih i hroni¢nih toksi¢nih neZeljenih
efekata (hipoglikemija, letargija, stupor, koma, depresija disanja i kardiovaskularni
kolaps). Komisija za lekove ameri¢kog udruzenja pedijatara (The Committee on Drugs
of the American Academy of Pediatrics) preporucuje da lekovi namenjeni za decu budu
formulisani bez upotrebe etanola. Ukoliko je dodatak etanola neophodan, zbog
stabilnosti 1/ili rastvorljivosti aktivne supstance, njegova koncentracija u preparatu ne
sme da bude veca od 5 % (V/V). Ovo udruzenje takode preporucuje da pakovanje
preparata sa etanolom treba da bude Sto manje kako bi se sprecilo uzimanje letalnih
doza, ukoliko bi dete popilo celo pakovanje (13,20,22).

Glicerol 1 propilenglikol se takode upotrebljavaju kao korastvaraci u te¢nim
lekovitim preparatima za primenu kod dece. Blago su slatkog ukusa. Kada se glicerol
primeni u visokim koncentracijama (40 %) i zapreminama, moze da prouzrokuje
mukozitis u stomaku. Zbog higroskopnih osobina i osmotskog delovanja, moze da
dovede do dijareje i disbalansa elektrolita (19). Propilenglikol se smatra manje
toksicnim od ostalih glikola. Medutim, njegova toksicnost je procenjena na jednu
tre¢inu toksi¢nosti etanola. Primena propilenglikola je povezana sa kardiovaskularnim,
hepatickim, respiratornim i neZeljenim efektima na centralnom nervnom sistemu,
posebno kod novorodencadi kod kojih je njegovo biolosko poluvreme eliminacije
produzeno (~17h) u poredenju sa odraslima (5h) (5,7,20).

Primena estara parahidroksibenzojeve kiseline (parabeni), benzojeve kiseline i
natrijum-benzoata moze da prouzrokuje reakcije hipersenzitivnosti i izazove simptome
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astme (13,21). Osim toga, smatra se da benzoati i parabeni mogu pogorsati neonatalnu
hiperbilirubinemiju vezujuci se za proteine plazme umesto bilirubina, ali ovaj efekat jos
nije dokazan in vivo (13).

Nedostaci ex tempore izradenih te¢nih farmaceutskih preparata za
peroralnu primenu

Uobicajen problem u vezi sa ex tempore izradom lekovitih preparata je nedostatak
podataka o njihovoj fizickoj 1 hemijskoj stabilnosti. Ovi podaci nedostaju cak i u
priru¢nicima koji su objavljivani kao vodici za pripremu tec¢nih farmaceutskih preparata
za decu. Prvi takvi prirucnici su predstavljali skup formulacija/receptura/proskripcija
koje su izradivane u bolnicama i formulacija koje su preporucile farmaceutske
kompanije, sa malim osvrtom na objavljene naucne podatke (13). U poslednje tri
decenije naucnici Sirom sveta su sprovodili ispitivanja stabilnosti ex tempore izradenih
preparata iz komercijalno dostupnih farmaceutskih oblika. Predvidanje roka upotrebe
ovakvih preparata se uglavnom zasnivalo na podacima o hemijskoj stabilnosti, koji su
dobijeni HPLC analizom. U veéini sluCajeva testovi stabilnosti nisu ukljucivali
ispitivanje fizicke i mikrobioloSke stabilnosti, i nisu oponasali uslove kojima su
preparati izlozeni za vreme ¢uvanja i upotrebe (5).

U strucnoj literaturi su dostupni podaci o stabilnosti preparata koji su ex tempore
izradeni iz Cistih aktivnih supstanci. Pretpostavke da i preparati izradeni iz tableta ili
kapsula iste aktivne supstance imaju istu stabilnost mogu biti veoma opasne. U
istrazivanju u kojem je ispitivana stabilnost tecnog preparata izoniazida izradenog iz
tableta prema propisu BPC (British Pharmaceutical Codex) je pokazano da je
degradacija leka nakon tri dana ¢uvanja preparata na 4°C i 25 °C bila znacajna (>10%)),
dok su kontrolni uzorci (izradeni sa samim izoniazidom) ostali pod istim uslovima
stabilni nakon 30 dana. Utvrdeno je da je laktoza prisutna u tabletama prouzrokovala
brzu degradaciju leka. BPC za ex tempore izradenu suspenziju izoniazida navodi rok
upotrebe od 28 dana. Pokazano je da ovaj rok upotrebe vazi samo za suspenziju
izradenu od Ciste aktivne supstance, ali ne i za suspenziju izradenu iz tableta. To
pokazuje koliko je vazno da se vrsi procena stabilnosti kada se postojece formulacije
menjaju na bilo koji nacin (10,23,24).

Prema tome, kada je neophodno da se farmaceutski preparati izraduju ex tempore
iz komercijalno dostupnih lekova, najbolje je da se izraduju prema formulaciji za koju
postoje podaci o stabilnosti, koja je procenjena odgovarajuc¢im analitickim metodama. U
preglednom ¢lanku koji su Glass i Haywood objavili 2006. godine (10) obradena su 83
ex tempore izradena teCna farmaceutska preparata iz registrovanih lekova, gdje je
pokazano da je samo 7,2% od analiziranih formulacija diskutabilne stabilnosti. Taj
relativno mali broj ex tempore izradenih lekova se odnosi na: kaptopril, hidralazin-
hidrohlorid, izoniazid, levotiroksin-natrijum, fenoksibenzamin-hidrohlorid i tetraciklin-
hidrohlorid. Na osnovu iznetih podataka u ovom radu, kao i brojnih informacija koje se
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mogu pronaci u strucnoj literaturi, u Tabeli IV su prikazani korisni izvori informacija o
farmaceutskim preparatima za decu.

Tabela IV Korisni izvori informacija o farmaceutskim preparatima za decu (2,11,25-30).
Table IV Useful sources of information about pediatric formulations (2,11,25-30).

British National Formulary for Children, British Medical Association and Royal Pharmaceutical
Society, London: Pharmaceutical Press, 2011-2012

Costello I, Long P, Wong I, Tulen C, Yeung V. Pediatric Drug Handling, London:
Pharmaceutical Press, 2007

Nahata MC, Pai V. Pediatric drug formulations. 6th ed. Sinsinati: Harvey Whitney Books Co.,
2011

Sagraves R. Pediatric Dosing and Dosage Forms, U: Swarbrick J. Encyclopedia of
Pharmaceutical Technology (3rd ed), London: Informa Healthcare, 2006

Taketomo C, Hodding J, Kraus D. Pediatric dosage handbook (13th ed), Hadson: Lexi-Comp
Inc, 2006

Trissel LA. Stability of compounded formulations. Washington: American Pharmaceutical
Association, 2000

JakSevac MikSa M. Magistralni pripravci. Zagreb: Hrvatsko farmaceutsko drustvo, 2008

Jackson M, Lowey A. Handbook of extemporaneous preparation: a guide to pharmaceutical
compounding, London: Pharmaceutical Press, 2010

Jew RK, Soo-HooW, Erush SC. Extemporaneous Formulations for Pediatric, Geriatric, and
Special Needs Patients. 2nd ed. Bethesda, MD: American Society for Health-System
Pharmacists; 2010

Jo§ jedan problem koji postoji u vezi sa ex fempore izradom preparata iz
komercijalno dostupnih lekova je i nedostatak podataka o bioloSkoj raspolozivosti
aktivne supstance, nakon njihove primene u kona¢nom (finalnom) obliku koji ¢e se
primeniti, a koja moze da bude nepredvidiva. Kada se za izradu preparata koriste tablete
ili tvrde kapsule sa trenutnim oslobadanjem Ileka, pretpostavlja se da bioloska
raspolozivost leka nece biti promenjena. Medutim, pri upotrebi oblika sa
modifikovanim oslobadanjem lekovite supstance, koji ima posebne osobine, treba imati
u vidu da se nacin oslobadanja potpuno menja kada se tableta sprasi i od nje izradi tecni
oblik kao §to je npr. peroralni rastvor ili suspenzija (5,8).

Za vetinu ex tempore izradenih preparata ne izvode se farmakokineticke,
farmakodinamicke i studije bioloske raspolozivosti zbog visokih troskova i sloZenosti
samog izvodenja studija. Stoga terapiju ovakvim lekovima treba pazljivo nadgledati i
pratiti njihovu efikasnost i podnosljivost, kada se primene na ovaj nacin (8). Problemi
izazvani nedostatkom lekova odgovarajucih za primenu kod dece uslovili su donosenje
razli¢itih dokumenata od strane regulatornih agencija. U zemljama ¢lanicama Evropske
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unije od januara 2007. godine na snazi je Uredba broj 1901/2006 o lekovima za primenu
u pedijatriji (31), dok je u SAD donet dokument pod nazivom Best Pharmaceuticals for
Children Act, usvojen zajednickim naporima Americke uprave za hranu i lekove (FDA)
1 Nacionalnog instituta za zdravlje dece (eng. National Institute of Child Health and
Human Development, NICHD). Ovim putem ovla$¢ena tela su definisala zahteve koje
treba da ispuni 'idealni' farmaceutski preparat koji se primenjuje u pedijatriji: da se
primenjuje kao rastvor ili rastvara u ustima; da je bez ukusa; pruza moguénost
podesSavanja doze pacijentima najnizih uzrasta; sadrzi minimalan broj ekscipijenasa;
stabilan je pod uticajem svetlosti, vlage i toplote; kao i da omogucava nesmetano
oslobadanje lekovite supstance (32).

Zakljucak

Iako su lekovi za decu jos pre vise od 30 godina opisani kao ,,lekovi sirocad®,
stvari se jo§ uvek nisu znacajno promenile. Mnogi lekovi koji se Siroko upotrebljavaju
za lecCenje odraslih nisu registrovani za primenu kod dece. lako se neki od takvih lekova
opravdano propisuju, njihova optimalna doza ili ucestalost primene kod dece Cesto nije
poznata, naroCito u prvih nekoliko godina nakon registracije leka za odrasle. U
nedostatku registrovanih lekova za primenu u decijoj populaciji, izrada ex tempore
preparata je i dalje prisutna u praksi. S obzirom da efikasnost i bezbednost lekova koji
nisu namenjeni za leCenje dece nije adekvatno proucena, ex tempore izradi te¢nih
lekovitih oblika treba uvek pristupati sa narocitim oprezom. Iskustva nakon primene ex
tempore izradenih farmaceutskih preparata u bolnicama treba da budu zabeleZzena u
literaturi $to bi omogudilo izradu vodica za optimalnu primenu lekova u pedijatrijskoj
populaciji.

U radu su, izmedu ostalog, prikazani podaci o ex tempore izradi odabranih
peroralnih tecnih farmaceutskih preparata za decu, preporucenim vehikulumima,
uslovima ¢uvanja i rokovima upotrebe, kao i korisni izvori informacija o farmaceutskim
preparatima za decu.
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Liquid extemporaneous pharmaceutical
preparations for pediatric patients

Bubi¢ Paji¢ Natasa L+ Panteli¢ Ivana®, Savi¢ SneZana?,
Vuleta Gordana®

! Faculty of Medicine — studies of Pharmacy, Department of Pharmaceutical
Technology, Save Mrkalja 14, Banja Luka
? University of Belgrade — Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical
Technology and Cosmetology, Vojvode Stepe 450, 11221 Belgrade, Serbia

Summary

Many drugs used for the treatment of babies and children are not available in the market
in dosage forms appropriate for this population. Moreover, a considerable number of these
drugs are not registered for pediatric use. Since liquid oral dosage forms are considered most
acceptable for children, if not available in the market, they can be extemporaneously prepared
from available registered drug preparations. Preparation of such liquid oral dosage forms from
solid dosage forms demands meticulous consideration of many factors, such as physicochemical
characteristics of both active substances and excipients, along with drug-excipient and
excipient-excipient compatibility. When deciding on a formulation, the one with literature
background concerning stability data, recommended expiry date, expected bioavailability,
efficacy and tolerability of the ex tempore prepared drug should preferably be selected. Many
regulatory bodies have recognized the importance of these issues, and introduced suitable
guidelines such as Regulation of the EU No 1901/2006 that became mandatory on 1.1.2007.,
with the purpose to make pediatric drugs more available, as well as to ascertain the preparation
of drugs of outmost quality, having in mind that extemporaneous drugs are not submitted
through preclinical and clinical trails.

Key words: extemporaneous drug preparation, pediatric dosage forms, liquid
pharmaceutical preparations, oral application
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Prilozi - Contributions

IzveStaj sa 57. simpozijuma Saveza farmaceutskih udruZenja
Srbije

Naziv struénog skupa: 57. simpozijum SFUS

Organizator: Savez farmaceutskih udruzenja Srbije

Vreme 1 mesto: Vrnjacka Banja, 20-22. oktobar 2011.

2

Kursevi se odrzavaju u kongresnoj dvorani, Kongresni centar ,,Zvezda

21.10.2011

Kurs 1.

Gojaznost - prevencija i leCenje globalne epidemije
Resenje broj:153-02-278/2011-01 od 16.08.2011
Oznaka kursa: B-309/11

Broj bodova za predavace: 12

Broj bodova za slusaoce: 6

Ciljevi kursa:

1. Sagledavanje znacaja epidemioloskih podataka za gojaznost

2. Upoznavanje sa lekovima koji uti¢u na povecan apetit i izazivaju gojaznost

3. Upoznavanje sa savetovanjem gojaznih pacijenata o promeni nacina Zzivota i
primeni balansirane dijete

4. Upoznavanje sa uticajem gojaznosti na farmakokinetiku lekova

5. Upoznavanje sa primenom biljnih proizvoda za regulaciju povecane telesne
mase
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PROGRAM KURSA 1.

Moderator: Radica Stepanovi¢ Petrovic¢

Satnica Tema Metod Predavac
obuke
Epidemiologija, dijagnostika i osnovni redavanje Prof. dr Draga Ple¢as
08.30 - 09.00 p . 9 : g . P : 9
principi u terapiji gojaznosti
Dobro balansirana dijeta u regulisanju . . »
09.00-9.30 predavanje Doc. dr Brizita Bordevi¢
telesne mase
9.30-10.00 Uticaj lekova na apetit i telesnu masu predavanje Prof. dr Radica Stepanovi¢
Petrovi¢
Doc. dr Sandra Vezmar
Gojaznost kao faktor farmakokineticke . T
10.00 - 10.30 o . predavanje Kovacevic¢
varijabilnosti
Asist . dr sci. Katarina Vucicevi¢
Primena biljnih proizvoda za Prof. dr Nada Kovacevic,
10.30 - 11.00 " ) predavanje
regulaciju povecane telesne mase Doc. dr Tatjana Kundakovi¢
11.00 - 12.00 Diskusija
12.00 -13.00 Pauza za ru€ak
Tema radionice: Doc. dr Tatjana Kundakovi¢
13.00 -15.00 Proizvodi namenjeni za regulaciju radionica Prof. dr lvan Stankovi¢
telesne mase na trzistu — prikaz i kriticki Doc. dr Brizita Dordevié
osvrt
test
15.00 -15.30

Evaluacija kursa

Predavanje po pozivu

Petak, 21.10.2011.

Kongresna dvorana Hotel ,,Zvezda”
17.00-18.00 Farmaceutska komora Srbije
Apotekarski sektor Srbije danas

22.10.2011.
Kurs 2.

Aktivnosti i odgovornost farmaceuta u savremenoj terapiji i kontroli

dijabetesa

Resenje broj:153-02-278/2011-01 od 16.08.2011
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Oznaka kursa: B-310/11

Broj bodova za predavace: 12

Broj bodova za sluSaoce: 6

Ciljevi kursa
1. Sagledavanje znacaja epidemioloskih podataka za dijabetes
2. Upoznavanje sa savremenim aspektima terapije dijabetesa
3. Upoznavanje sa koracima u sprovodenju farmaceutske zdravstvene zastite u
terapiji dijabetesa
4. Upoznavanje farmaceuta sa struktuiranim pristupom samokontroli
5. Upoznavanje sa nezeljenim dejstvima lekova koji se koriste u terapiji dijabetesa

PROGRAM KURSA 2.
Moderator: Miroslav Savi¢
Satnica Tema Metod Predavac
obuke
08.30 - 09.00 Dijabetes, dijagnostikovanje i Doc. dr Katarina Lali¢
epidemiologija predavanje
09.00 - 9.30 Farmakologija insulina predavanje Prof. dr Nenad Ugresi¢
9.30 - 10.00 Farmakologija oralnih hipoglikemijskih predavanje Prof. dr Miroslav Savi¢
lekova
10.00 - 10.30 Farmaceutska zdravstvena zastita u predavanje Doc. dr Sandra Vezmar
terapiji dijabetesa Kovacevic
Prof . dr Branislava Miljkovi¢
10.30 - 11.00 Farmakovigilanca lekova u terapiji predavanje Dipl. farm. spec. Tatjana Sipeti¢
dijabetesa
11.00 - 12.00 Diskusija
12.00 -13.00 Pauza za ru¢ak
13.00 -15.00 U toku radionice bi¢e obuhvaceni radionica kolege iz prakse
prakti¢ni aspekti insulinske terapije, Dipl. farm. spec. Milana Dugi¢
sFruktwranl prlstup.) sa.\mokohtroll terapije Dipl. farm. spec. Jelena Milogevié
dijabetesa, upravljanje kvalitetom u . . o
apoteci — prijemom, skladistenjem i Dipl. farm. spec. Tatjana Miki¢
¢uvanjem insulina. Dipl. farm. spec. Mirjana Knjeginji¢
Dipl. farm. Nada Sarik
15.00 -15.30 test

Evaluacija kursa
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Svi radovi su objavljeni u ¢asopisu Arhiv za farmaciju 4/2011

Simpozijumu je prisustvovalo 390 ucesnika,od kojih 316 sa uplacenom
kotizacijom.

Tokom odrzavanja simpozijuma, u¢esnici su posetili izlagace i razgovarali sa
struénim saradnicima o novim lekovima, medicinskim sredstvima i dijetetskim
proizvodima.

Posebnu zahvalnost dugujemo ¢lanovima sekcije Mladi farmaceuti:
Valentini Gnjidi¢, Katarini Irié¢, Katarini Jokicevi¢ i Mariji Milutinovi¢, za veliku
pomo¢ u distribuciji Stampanog materijala, registraciji ucesnika, izdavanju uverenja.

Zahvaljujemo svim kolegama koji su podrzali svojim prisustvom ovaj skup i svim
onima koji su popunili Anketu i na taj nain nam omogudili da procenimo uspesnost
skupa i da se upoznamo sa interesovanjima, primedbama i predlozima, kako bismo u
buduce organizovali joS uspesnije simpozijume.
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ANALIZA ANKETE SPOROVEDENE NA 57. SIMPOZIJUMU

UKUPNO REGISTROVANIH UCESNIKA 316

(1) Sta Vas je opredelilo da dodete na Simpozijum?

Tema 83
Bodovi 39
Predavaci 4
Mesto odrzavanja 8
Edukacija 6
Druzenje 24
Ukupno 164
Nije odgovorilo 67

(2) Sta vam se najvise dopalo?

Tema i predavanja 61
Predavaci 14
Radionica 4
Organizacija 10
Druzenje 3
Standovi 12
Ukupno 104
Nije odgovorilo 127
(3) Sta Vam se nije dopalo?
Sala 1
Organizacija 1
Koncepcija predavanja 2
Malo prakti¢nih predavanja, vise teorije 2
Ukupno 6
Nije odgovorilo 225
(4) Da li imate neke primedbe na ,,Zbornik radova”?
nema primedbi
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OCENE PREDAVACA - KURS 1

PREDAVAC ODLICAN DVOREI; ER DOBAR | ZADOVOLJAVA ZADO\TgL JAVA PRC?S'EENC :‘ A RANG
DRAGA PLECAS 103 74 29 9 3 4,22 8
BRIZITA BPORBDEVIC 115 69 27 10 3 4,26 7
RADICA STEPANOVIC 190 23 10 1 1 4,78 1
SANDRA VEZMAR 137 70 14 0 1 4,54 3
NADA KOVACEVIC 167 42 11 1 1 4,68 2
NADA KOVACEVIC-

Radionica 99 60 13 3 2 4,42 4
IVAN STANKOVIC
Radionica 110 66 14 4 4 4,38 6
BRIZITA DPORBEVIC
Radionica 116 64 15 2 5 4,41 5
Registrovanih u¢esnika: 316
Opsta ocena Kursa 1: 4,3
OCENE PREDAVACA - KURS 2

PREDAVAC ODLICAN D\?;ER DOBAR | ZADOVOLJAVA | ADO\’;‘;_ JAVA ZRSEESE RANG
KATARINA LALIC 160 40 7 2 0 4,71 3
NENAD UGRESIC 183 25 3 0 0 4,85 1
MIROSLAV SAVIC 170 28 10 0 0 4,77 2
SANDRA VEZMAR 148 44 6 1 0 4,70 4
TATJANA SIPETIC 118 52 10 5 1 4,51 8
MILANA DUCIC 146 51 9 4 0 4,61 7
JELENA MILOSEVIC 149 48 10 4 0 4,62 6
TATJANA MIKIC 148 49 10 3 0 4,63 5
MIRJANA KNJEGINJIC 148 51 9 3 0 4,63 5
NADA SARIK 145 48 9 4 0 4,62 6

Registrovanih uc¢esnika: 316
Opsta ocena Kursa 2: 4,45
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57. SIMPOZIJUM SFUS - PREDLOG TEMA

hipertenzija

terapija u trudnoci
antikoagulantni lekovi
prevencija mozdanog udara
anoreksija

hormoni

neracionalna primena antibiotika
kardiovaskularne bolesti
autoimune bolesti

terapija koznih bolesti

prevencija karcinoma dojke i
materice

terapija depresije
karcinom pluca
oftalmoloska terapija

homeopatija

Beograd, 1.11.2011.

oboljenja Stitne Zlezde
astma, bronhitis
interakcije lekova
bolesti zavisnosti
alergije

venska insuficijencija
kontracepcija
homeopatija u pedijatriji
biljni antidepresivi
farmaceutski otpad
teme iz psihijatrije
citostatici

reumatizam

imunitet

osteoporoza

Strucni i Organizacioni odbor 57. simpozijuma SFUS
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Lekovi za retke bolesti: primer
modifikovane glukocerebrozidaze

Smilja MatijaSevi¢', Miroslav M. Savi¢®

'Klini¢ki centar Srbije, Sluzba za farmaceutsku delatnost i snabdevanje, Pasterova 2,
Beograd
? Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet, Katedra za farmakologiju, Vojvode
Stepe 450, Beograd

Kratak sadrzaj

Do danas je definisano oko 5000 retkih bolesti, od kojih u zbiru boluje priblizno 6%
populacije. Razvoj lekova za retke bolesti suoCen je sa ograni¢enim znanjima o njima i
otezanim obezbedivanjem pacijenata za klinicka ispitivanja. Dodatno, farmaceutska industrija
nema jasan ekonomski motiv da investira u ova istrazivanja. Ipak, podsticajna regulativa,
uvedena u SAD 1983. godine, a u Evropskoj uniji 1999. godine, doprinela je da vise od 200
retkih bolesti dobije specificno razvijene lekove. Mnogi medu njima imaju veliku molekulsku
masu i dobijeni su rekombinantnom biotehnologijom. Ovo je 1 primer modifikovane
glukocerebrozidaze, koja obezbeduje enzimsku supstituciju kod Gaucher-ove bolesti. Naime, u
poredenju sa prirodnim enzimom, modifikacija terminalnih ostataka boc¢nih glikozilovanih
lanaca enzima, na nacin da sadrze manozu, obezbeduje specifi¢no prepoznavanje enzima od
strane makrofaga i klinicku delotvornost kod oblika bolesti bez neuroloskih deficita. Nakon
algluceraze, koja je dobijana iz placenti i stoga bila teSko dostupna, razvijeni su imigluceraza
kao standardni lek, a zatim i1 velagluceraza alfa i taligluceraza alfa, koji uz sigurnije snabdevanja
trziSta u uslovima eventualnih proizvodnih akcidenata mogu da obezbede i smanjenje cene
terapije.

Kljuéne reci: lekovi-sirocici; Gaucher-ova bolest; imigluceraza;
velagluceraza alfa; taligluceraza alfa

* Autor za korespondenciju: Dr Miroslav M. Savié, Tel.:+381-11-3951280
Fax: +381-11-3972840, E-mail adresa: miroslav@pharmacy.bg.ac.rs
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Mogucnost primene biljnih droga i sastojaka
biljaka za regulaciju povecane telesne mase

Nada Kovaéevi¢', Tatjana Kundakovi¢

Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet, Katedra za farmakognoziju,
Vojvode Stepe 450, 11221 Beograd

Kratak sadrzaj

U tretmanu gojaznosti, najvazniji cilj je smanjiti unos hranljivih materija i/ili povecati
potros$nju energije. Postoje razli¢iti nacini kako se to moze posti¢i: smanjenje apetita, uzimanje
manje koli¢ine hrane ili hrane sa manjom nutritivnom (energetskom) vrednoscu. Takode,
moguce je 1 smanjiti apsorpciliu hranljivih sastojaka iz digestivnog trakta.

Hrana sa vise dijetnih vlakana (povrée, voce), ili proizvodi sa derivatima celuloze,
pektinom, biljnim sluzima ili gumama (agensi koji povecavaju zapreminu) mogu da uticu na
za%reminu hrane koja se uzima tokom obroka. To se dogada zbog osobine ovih sastojaka da
bubre u Zelucu i crevima i daju osecaj sitosti. S druge strane, veci deo ovih materija se sastoji iz
nesvarljivih ugljenih hidrata, Sto utice na volumen i skracuje vreme zadrZavanja sadrzaja u
crevima. Sredstva za povecanje zapremine imaju mali efekat na transport u tankom crevu, ali
uti¢u na transport u kolonu. Pored toga, polisaharidi iz biljaka se mogu delimi¢no rastvoriti u
vodi i formirati viskozan rastvor, koji ¢e obloziti intestinalnu sluznicu i smanjiti resorpciju
hranljivih sastojaka iz hrane. Dalje, za regulaciju telesne mase, mogu biti koris¢eni stimulativni
laksansi (biljne droge sa antranoidima). Koriste se same ili sa drugim biljnim droiama koje
poboljéavalj(u varenje, ali 1 sa diureticima. Veliki broj biljnih ¢ajeva, instant cajeva ili kapsula sa
ovakvom kombinacijom sastojaka moze se nac¢i na trziStu. Upotreba ovakvih J)roizvoda, u
kombinaciji sa niskokaloricnom ishranom, moze biti efikasna, ali nekontrolisana i duga primena
donosi odredene opasnosti (npr. disbalans elektrolita).

Neki prirodni proizvodg i preparati se mogu koristiti za ubrzavanje metabolic¢kih procesa,
naro¢ito metabolizma lipida (povecavaju termogenezu). U poslednje vreme, proizvodi sa
kofeinom, efedrinom, bromelainom, lecitinom ili lg<arnitinom, veoma su popularni kao dodatak
tretmanu za regulaciju telesne mase. Nova istrazivanja pokazuju da neka prirodna jedinjenja (cis
izomer gugulsterona) mogu ispoljiti efekat na mrSavljenje inhibicijom diferencijacije
preadipocita, indukujuci apoptozu, kao i ubrzavajuci lipolizu razvijenih adipocita.

Odredeni biljni proizvodi umanjuju apetit (droge sa taninima, velike koli¢ine gorkih
materija...) tako Sto deluju na sluznicu zeluca. U poslednje vreme, medutim, mnogo vise se
govori o supstancama prirodnog porekla koje mogu da smanje apetit centralnim delovanjem i
uticu na osecaj sitosti i gladi. Neke od tih supstanci se mogu na¢i u nekim cvetovima i
1Elodovima (hidroksilimunska kiselina, p-sinefrin) ili u nekim masnim uljima (pinolenska

iselina iz semena Pinus koraiensis) i mogu se bezbedno koristiti u tacno odredenim dozama.
Neka druga jedinjenja su veoma mocna sredstva za supresiju apetita tako §to deluju na
hipotalamus (steroidni glukozidi iz Hoodia sp.) sa nedovoljnom potvrdom o bezbednosti
primene u tretmanima za gubitak mase koje planira sam korisnik.

Kljuéne re€i: gojaznost, sastojci biljaka, uticaj na varenje i resorpciju,
uticaj na metabolicke procese, smanjenje apetita.

* Kovadevié N., Tel. +381113951399; Fax. +381113972840;
E-mail. nada.kovacevic@pharmacy.bg.ac.rs.
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