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l. INTRODUCERE

Cercetarile experimentale din cadrul tezei se referd la forme farmaceutice solide cu amiodarond, medicamente ce
implica in primul rand o mare variabilitate a efectului si o mare serie de efecte adverse. Cauza principald a tuturor
problemelor aniodaronei este coeficientul sau de partitie octanol /apa foarte ridicat (logP= 7,2), de aici derivand
rand pe rand:

- eliberarea lenta si incompletd in tractul gastrointestinal,

- precipitarea in intestin,

- metabolizarea rapida si extensiva,

- distributia aproape completd si acumularea in tesutul gras si in alte compartimente profunde, cum ar fi

muschiul cardiac,
- circulatia entrohepatica, eliminarea in bila, revenirea foarte lentd din depozite in sdnge si de aici un timp de
injumatatire de ordinul zecilor de zile,

- o cuplare farmacocinetica-farmacodinamica foarte complexa si foarte dependenta de timp, etc.
Nu Tn ultimul rand, variabilitatea foarte mare a efectului este insotitd si de o variabilitate foarte mare a efectelor
adverse.
O prima abordare spre rezolvarea acestor probleme vine dinspre tehnologia farmaceutica si constd in multe metode
de crestere a solubilitatii amiodaronei, a cresterii gradului si vitezei de eliberare in vivo. Formele farmaceutice
realizate trebuie caracterizate si trebuie sa fie stabile tehnologic si fizico-chimic. Mai departe insd, aceastd crestere
nu rezolva neapérat toate problemele, deoarece o crestere prea mare duce la precipitarea amiodaronei in intestin si la
o variabilitate necontrolata a absorbtiei si farmacocineticii.
Deoarece nu avem acces experimental la cedarea in vitro trebuie urmarita o corelare intre datele de cedare in vitro si
datele de farmacocinetica in Vvivo. Aceasta inseamna cercetari in vitro si cercetari de farmacocinetica atat in ceea ce
priveste amiodarona, cat si metabolitul activ destetilamiodarona, presupunand analiza si modelarea datelor, analiza
statisticd a variabilitatii datelor farmacocinetice si, in final, elaborarea unor metode de cercetare a corelérilor.
Dificultatea cea mai mare nu este la capitolul stiinta, ci la cel de morala. Este etic sa se faca studii exinse mult in
timp din cauza timpului de Tnjumadtatire a amiodaronei de ordinul zecilor de zile, pe un numar foarte mare de
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subiecti din cauza variabilitatii foarte mari a parametrilor farmacocinetici si multiplicate cu numarul de variante de
formulari? Tn plus, se pune problema cheltuielilor foarte mari de timp si bani.

O solutie, macar ca metoda de screening prealabil, aplicatd in aceastd lucrare, este analiza datelor din studiile de
bioechivalentd, analizd ce Se poate extinde mult mai mult decdt estimarea bioechivalentei, de exemplu la
caracterizarea variabilitatii farmacocineticii si chiar la coreldri in vitro —in vivo. Nu numai ca se poate acest lucru,
dar este si o datorie morala de valorificare a acestor date.

Domeniul bioechivalentei medicamentelor, domeniu de o importanta deosebitad in contextul necesitatii imperioase a
reducerii cheltuielilor de sanatate si a asigurdrii dezideratului major privind asigurarea accesului la tratamente
medicamentoase si pentru tdrile mai sarace si pentru populatiile defavorizate chiar din tari bogate. Deci, studii de
bioechivaneta sunt multe, date sunt foarte multe si folosirea lor nu aduce decét foloase. Aceastd metoda a fost
aplicata in prezenta teza.

Componentele principale ale cercetarilor matematice si statistice in cadrul lucrdrii sunt legate de o problema a
prezentului Tn evaluarea farmacocineticii compusilor activi (medicamentul parinte si metabolitii sai), cu trimitere,
intr-o perspectivd mai largd, la modelarea farmacocinetica-farmacodinamicd si la un obiectiv indepirtat, dar
probabil realizabil in viitor si anume medicina personalizatd pe baza parametrilor farmacocinetici individuali.
Obiectivul principal al cercetarilor de acest tip, realizate Th cadrul tezei, a fost acela de a contribui la 0 mai buna
intelegere a surselor de variabilitate ce afecteaza raspunsul individual la tratamentul cu amiodarona si a ierarhiei
efectului acestora, a determiaarii factorilor cu adevarat critici. Medicii vorbesc de inter-variabilitate — care poate fi
genetic determinate, farmacistii vorbesc despre intra-variabilitate, care ESTE IGNORATA si care este determinati
in mod esential de solubilitate si permeabilitate.

Urmadrirea simultand a farmacocineticii amiodaronei si a metabolitului activ este efectiv o performanta. Un astfel de
studiu, evident, nu se poate face de catre un singur cercetitor, nefiind nici etic, nici moral si nici legal. Cercetarile
din cadrul tezei sunt deci numai o componenta.

1. PARTEA DE CONTRIBUTII PERSONALE

111.1. DEZVOLTAREA UNOR COMPRIMATE PE BAZA DE DISPERSII SOLIDE CU
AMIODARONA
I11.1.1. Prepararea dispersiilor solide in matrici de polimeri, pentru cresterea disponibiltatii substantei
active
Obiectivele acestei prime etape a studiului au fost urmdtoarele:
- obtinerea de dispersii solide de Amiodarond Clorhidrat in matrici de polimeri, pentru cresterea
disponibiltatii substantei active
- caracterizarea din punct de vedere fizico-chimic a dispersiilor solide utilizind metodele conventionale
specifice descrise Tn literatura de specialitate.
I11.1.1.1.Motivarea studiului intreprins
Pentru obtinerea de dispersii solide de Amiodarona Clorhidrat in matrici de polimeri, in prezentul studiu s-au
preparat diferite amestecuri de substantd activa in raport 1:2 cu polimeri solubili precum: PEG 1500, PEG 4000;
PEg 8000, Soluplus; Koliphor 188; si amestecuri intre acestia pentru a determina tipul/ tipurile de polimeri si
influenta amestecului unui polimer cu altul in biodisponibilitatea substantei active.

11.1.1.2. Materiale si metode

Materiale

Amiodarona Clorhidrat si restul de excipienti au fost primite prin donatie de la Fabrica de Medicamente Labormed
Pharma S.A. Pentru cantarirea substantelor am folosit o balante Mettler Toledo si Kern Germania (cu sensibilitate
0.01 mg).

Metode

Prepararea dispersiilor solide

Prepararea dispersiilor solide de Amiodarona Clorhidrat in matrici de polimeri

Pentru prepararea amestecurilor fizice s-au céntarit substantele, pe balanta electronicd cu 2 zecimale Kern,
corespunzator rapoartelor molare mentionate si detaliate in tabelel de mai jos.

Pe rand, componentele (polimerii, urmati de substantele active) au fost amestecate, timp de 15-20 minute, Tntr-un
recipient de sticla borosilicat pe un incélzitor electric termostatat la o temperatura de 90-120°C a incalzitorului.
Pentru o mai buna estimare a temperaturii din amestec s-a folosit in loc de baghete din sticla, varful unor termometre
digitale cu sensibilitate de 0,1 °C. S-a mentinut temperatura in amestec cu atentie in jurul valorii de 85-90 °C.
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Dupa solubilizarea substantei active in matrita topitd de polimeri/amestecuri de polimeri, s-a turnat dispersia pe un
suport cerat si a fost introdus pentru 1h la o temperaturd de 0-8 °C pana cand amestecul s-a solidificat.
Imediat dupd scoaterea amestecurilor din camera frigorificd, amestecurile au fost macinate cu ajutorul unui

macinator mecanic cu cutit la o turatie de 10000RPM.

S-a avut grija ca macinarea sa fie rapida, timpul de remanenta a dispersiilor in macinare a fost mic, pentru evitarea
incalzirii rotorului si topirea superficiald a granulelor in incinta de macinare.
Granulele obtinute au fost trecute printr-o sita de 1mm, iar refuzul a fost recalibrat, pana cand toata dispersia solida

calibrata a trecut prin sita de Imm.

Tn tabelele urmatoare sunt prezentate formulele dispersiilor solide si parametrii de lucru folositi pentru obtinerea lor:
Tabelul 4. Formula si parametrii de lucru ai formulei F2.1

Amiodarona Dispersie Solida Formula 2.1
. Cantitate | Cantitate | Cantitate Cam't?te Cantlta}te
Nr. Ingrediente < proba probi
mg/cpr % proba . o .
teoretica efectiva

Total dispersie 150.00 30.00 30.00 30.00 20.00
Parametrii de lucru (temperatura masurata in topitura °C/ aspectul dispersiei) 90°C Alb opac
Tabelul 5. Formula si parametrii de lucru ai formulei F2.2
Amiodarona Dispersie Solida Formula 2.2
. Cantitate Cantitate Cantitate Cantltzi\te Cantltzilte
Nr. Ingrediente 9 proba proba
mg/cpr % probi . o .
teoretica efectiva

Total comprimat 150.00 30.00 30.00 30.00 20.00
Parametrii de lucru (temperatura masurata in topitura °C/ aspectul dispersiei) 90°C Alb opac
Tabelul 6. Formula si parametrii de lucru ai formulei F2.3
Amiodarona Dispersie Solida Formula 2.3
. Cantitate Cantitate Cantitate Cantlta}te Cantlt:ilte
Nr. Ingrediente 9 proba proba
mg/cpr % probi o oo
teoretica efectiva

Total comprimat

150.00

30.00

30.00

30.00

20.00

Parametrii de lucru (temperatura masurata in topiturd °C/ aspectul dispersiei)

90°C

Alb opac

Tabelul 7. Formula si parametrii de lucru ai formulei F2.4
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Amiodarona Dispersie Solida

Formula 2.4

Cantitate

Ingrediente ma/cpr

Total comprimat

Cantitate
%

Cantitate
proba

Cantitate
proba
teoretica

Cantitate
proba
efectiva

Tabelul 8. Formula si parametrii de lucru ai formulei F2.5

Amiodarona Dispersie Solida

Formula 2.5

Cantitate

Ingrediente mglcpr

Total comprimat

Cantitate
%

Cantitate
proba

Cantitate
proba
teoretica

Cantitate
proba
efectiva

Tabelul 9. Formula si parametrii de lucru ai formulei F2.6

Amiodarona Dispersie Solida

Formula 2.6

Cantitate

Ingrediente mg/cpr

Total comprimat

Cantitate
%

Cantitate
proba

Cantitate
proba
teoretica

Cantitate
proba
efectiva

Tabelul 10. Formula si parametrii de lucru ai formulei F3.1

Total comprimat

150.00

30.00

30.00

30.00

Amiodarona Dispersie Solida Formula 3.1
. Cantitate Cantitate Cantitate Cantlta}te Cantlta}te
Nr. Ingrediente < proba proba
mg/cpr % proba . .
teoretica efectiva

20.00




Tabelul 11. Formula si parametrii de lucru ai formulei F3.2

Amiodarona Dispersie Solida

Formula 3.2

Cantitate

Ingrediente mglcpr

Total comprimat

Tabelul 12. Formula si parametrii de lucru ai formulei F3.3

Cantitate
%

Cantitate
proba

Cantitate
proba
teoretica

Cantitate
proba
efectiva

Amiodarona Dispersie Solida

Formula 3.3

Cantitate

Ingrediente malcpr

Total comprimat

Tabelul 13. Formula si parametrii de lucru ai formulei F3.4

Cantitate
%

Cantitate
proba

Cantitate
proba
teoretica

Cantitate
proba
efectiva

Amiodarona Dispersie Solida

Formula 3.4

Cantitate

Ingrediente mg/cpr

Total comprimat

Tabelul 14. Formula si parametrii de lucru ai formulei F3.5

Cantitate
%

Cantitate
proba

Cantitate
proba
teoretica

Cantitate
proba
efectiva

Amiodarona Dispersie Solida Formula 3.5
. Cantitate Cantitate Cantitate Cantlta}te Cantlta}te
Nr. Ingrediente < proba proba
mg/cpr % proba . e
teoretica efectiva




Tabelul 15. Formula si parametrii de lucru ai formulei F3.6
Amiodarona Dispersie Solida Formula 3.6

. Cantitate Cantitate Cantitate Cantlta}te Cantlta}te

Nr. Ingrediente < probi prob:i
mg/cpr % proba . < A

teoretica efectiva

Total comprimat

Din cauza temperaturii prea mari necesare topirii celor 2 componente din formula F3.6, o coloratie brund a aparut in
amestec si un fum innecacios a inceput sa fie detectat. S-a decis oprirea acestui experiment, iar formula nu a mai fost
folositd mai departe in formularea de dispersii solide si s-a ales pentru incercare prin extrudare la cald intr-un
extrudor cu surub.

111.1.1.3. Rezultate si discutii

Toate dispersiile solide obtinute, au fost mécinate cu usurinta. Au rezultat granule uniforme ca aspect, cu densitate
ridicata si aspect uniform. Comparativ cu substanta activa care are 0 natura purvelurenta, granulele obtinute au un
aspect lucios, cu o granulatie optima.

111.1.1.4. Concluzii

Prin simpla evaluare vizuald nu este posibild caracterizarea corespunzatoare a granulelor obtinute.

Tn continuare, dispersiile solide obtinute sub forma de granule au fost supuse controlului calitativ prin urmitoarele
metode: microscopie, granulometrie, densitate aparenta si tasata.

I11.1.2. Caracterizarea dispersiilor solide cu amiodarona
111.1.2.2. Caracterizarea dispersiilor solide prin microscopie optica folosind lumina reflectata
111.1.2.1.1. Motivarea studiului Tntreprins
Cateva particularitati de interes pot fi oferite prin efectuarea microscopiei.
in vederea evaluirii morfologiei microscopice de la suprafata complecsilor si a dimensiunilor aproximative ale
acestora am efectuat microscopia opticé cu lumina incidenta (reflectata).
Microscopia este 0 metodd mai mult calitativa folositd pentru a studia aspectul structural al materiilor prime.
I1.1.2.1.2. Materiale si metode
Pentru analizarea omogenitatii amestecului s-au observat probe de substantd activa si amestec final cu ajutorul unui
Microscop Motic Phantera echipat cu lumina reflectata.
I1.1.2.1.3. Rezultate si discutii
Pentru observarea cristalelor s-a ales folosirea unei ilumindri tangentiale. Astfel cristalele si caracterizarea
substantelor si amestecurilor de pulberi au fost mai usor de efectuat.
In figurile de ma jos se pot observa imaginile marite ale granulolor macinate de dispersii solide. S-a cautat
obeservarea fenomenului de co-topire sau solubilizare in topiturd a substantei active in matricea de polimer/polimeri.



Céte.goryr Objective:4x Scale:0.52:1 FPS:3
Figura 5. Captura imaginii microcopice a dispersiei solide cu formula F.2.2

Category

Figura 6. Captura imaginii microcopice a dispersiei solide cu formula F.2.3



Category Objective:4x Scale:0.52:1 FPS:3
Figura 7. Captura imaginii microcopice a dispersiei solide cu formula F.2.4

Category ' Objectiv'e:4x Scale:0.52:1 FPS:3
Figura 8. Captura imaginii microcopice a dispersiei solide cu formula F.2.5

-

Category 7O.lt‘>jectAi“ve:4x Scale:0.52:1 FPS:3
Figura 9. Captura imaginii microcopice a dispersiei solide cu formula F.2.6




Category _ Objective:4x Scale:0.52:1 FPS:3
Figura 10. Captura imaginii microcopice a dispersiei solide cu formula F.3.1

Cétewgory "Objective:4x Scalé:0.52:1 FPS:0
Figura 11. Captura imaginii microcopice a dispersiei solide cu formula F.3.2

Category

Figura 12. Captura imaginii microcopice a dispersiei solide cu formula F.3.3
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Figura 13. Captura imaginii microcopice a dispersiei solide cu formula F.3.4
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Category Objective:4x Scale:0.52:1 FPS:3
Figura 14. Captura imaginii microcopice a dispersiei solide cu formula F.3.5

111.1.2.14. Concluzii

in urma evaluarii morfologiei dispersiilor solide obtinute, utilizand microscopia optica cu iluminare tangentiala, prin
comparatie cu substantele ca atare si cu simplele lor amestecuri fizice, s-a evidentiat o modificare semnificativa in
forma, dimensiunea si structura sistemelor binare. Cristalele sunt translucide, uniforme, ceea ce conduce la
concluzia ca fenomenul de dispersare a amiodaronei Tn matricile de polimeri a avut loc cu succes.

111.1.2.2. Caracterizarea dispersiilor solide prin determinarea caracteristicilor volumetrice

111.1.2.2.1. Motivarea studiului Tntreprins

Pentru a se aprecia comportarea unui material in procesul de comprimare se recomanda si studiul comportarii
materialului la un proces mecanic de tasare. Volumul initial si volumul dupa tasare da indicatii asupra proprietatii
pulberilor de a-si diminua volumul sub actiunea unei forte mecanice, si proprietatea substantei de a ocupa spatiile
libere din structura sa netasatd. Cu cat volumele sunt asemanatoare, cu atat se poate spune cé subtanta s-a aranjat in
spatiul constrans de cilindru cit mai bine posibil, rezultind concluzia ci avem de-a face cu o curgere bunid a
substantei, insa poate indica o lipsa de compresibilitate a pulberii.

Daca facem analogia cu bilele de rulment, acestea isi vor ocupa aproape imediat volumul inital si nu va diferi cu
mult fatd de cel tasat, insd la comprimare, aceste bile nu vor avea cum sa creeze legaturi intre ele si nu vor face un
tot unitar.
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d)

Daca am avea, pe de alta parte, granule asemanatoare cu un pachet de cuie de fier, volumele initiale si cele dupa

tasare vor diferi corespunzator, vor avea 0 curgere proastd, dar la comprimare vor crea punti mecanice si vor crea un

solid unitar.

111.1.2.2.2. Materiale si metode

din raportul intre densitatea la tasare si densitatea aparenta a pulberii. O valoare ridicata a acestui indice desemneaza

un caracter coeziv accentuat al pulberii §i o diminuare a curgerii libere.

tasare a materialului.

Densitatea aparentd sau masa volumetricd reprezintd o caracteristici volumetricd importantd pentru reologia

pulberilor, alaturi de volumul aparent, volumul porilor si porozitatea. Acest lucru estre prezentat in tabelul urmator.
Tabelul 16. Relatia intre compresibilitatea procentuala (indicele Carr) si curgere

Indicele Carr Curgerea

5-10% Excellent - Excelenta (curgerea liberd a granulelor)

10-15% Good - Buna (curgerea libera a granulelor
pulverulente)

15-20% Fair - Medie (granule pulverulente)

20— 25 % Passable - Slaba (pulberi foarte fluide)

25-30% Poor-Foarte slaba (pulberi coezive fluide

35-38% Very poor - Extrem de slaba (pulberi coezive)

>40 % Very very poor — Extrem extrem de slaba (pulberi

foarte coezive)

Densitatea aparenta caracterizeaza gradul de impachetare sau de tasare al unei pulberi si schimbdrile survenite in
volumul sdu prin consolidare, fiind in acelasi timp si un indicator al capacitatii de comprimare al acesteia.

Densitatea in vrac se determind prin masurarea volumului ocupat de o masa cunoscutd de pulbere turnata Tntr-un
cilindru gradat.

Densitatea dupa tasare se determind provocand tasarea unui esantion de pulbere aflat intr-un cilindru gradat. Dupa
citirea volumului initial, cilindrul este supus unor socuri mecanice i se continua citirile pana cand schimbarile de
volum observate sunt minime.

Pentru determinari s-a utilizat dispozitivul de tasare mecanica ERWEKA SVM 12.

Modul de lucru:
in cilindrii gradati i uscati ai aparatului s-au introdus 20g din pulberea compusa de analizat;
- se fixeaza cilindrii in suporti;
- se citeste volumul aparent netasat Vy, estimat cu precizie de 1 ml;
- se provoaca 10, 500 si 1250 de tasdri mecanice si se citesc volumele corespunzitoare Vig, Vs, V1250,
estimate cu precizie de 1 ml;
daca diferenta intre Vsg §1 Vioso este mai mare de 2 ml, proba se supune din nou la alte 1250 de socuri
(total 2500 tasari), si se citeste volumul rezultat (Vsgp) ;
se efectueaza 5 determinari pentru fiecare pulbere si se calculeazd media.
Exprimarea rezultatelor:
Volume aparente
- volumul aparent Tnainte de tasare sau volumul bulk (Vo);
- volumul aparent dupa tasare sau volumul tasat (V¢): V1250, SaU V500
Capacitatea de tasare
- se calculeaza diferenta Vo — Vs
Densitati aparente sau mase volumetrice aparente
- densitatea aparent inainte de tasare sau densitatea produsului n vrac (g/cm?);
po= M/V,
- densitatea aparentd dupa tasare sau densitatea produsului tasat (g/cm®)
pr = M/ Via50 Sau M/ Vasgo
Raportul Hausner (RH)
RH = ps /pg
Indicele Carr (compresibilitatea %)
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IC =ps—po / ps X 100

1I1.1.2.2.3.Rezultate si discutii

Rezultatele obtinute sunt redate in tabelele urmatoare:

Tabelul 17. Determinarea densitatilor si a indicilor de compresibilitate si de curgere a dispersiilor solide dupa
macinare pentru formulele F2.1-F2.6

111.1.2.2.4.Concluzii

In ambele cazuri ale pulberilor compuse studiate, sciderea volumelor este mai accentuati in timpul primelor 500 de
taséri, apoi modificarile sunt neinsemnate. Analizand rezultatele obtinute, atit valorile raportului Hausner, cat si cele
ale indicelui Carr, acestea indica faptul ca ambele tipuri de dispersii studiate au o comportare asemandtoare, cu o
curgere medie spre foarte buna.

Formulele de dispersii solide cu PEG ca ingredient majoritar prezintd o curgere superioara celor combinate cu
soluplus, indicand probabil o mai mare coezine a granulelor in cazul celor din urma.

I11.1.2.3. Determinarea méarimii particulelor

111.1.2.3.1. Motivarea studiului Tntreprins

Dimensiunea particulelor reprezintd o proprietate esentiald a pulberilor, care influenteaza calitatea farmaceutica si
terapeutica a produselor finite.

Pulberile cu dimensiune mica a particulelor prezintd suprafata de contact marita, compresibilitate mare, 0 mai mare
ratd de dizolvare datorita suprafetei, insa o curge deficitara. In practica se urmareste un compromis intre aceste
aspecte.

111.1.2.3.2. Materiale si metode

Metoda cernerii si a sortarii

Principiul masurarii se bazeaza pe trecerea pulberilor sau a granulelor prin ochiurile unei site (cernere) sau pe
separarea fractiunilor de particule cu o serie de site suprapuse in ordinea descrescatoare a marimii ochiurilor
(sortare). Se lucreaza de obicei cu materiale uscate, dar se poate lucra si in mediu umed, atunci cand pulberile se
aglomereaza in timpul cernerii.

Cernerea se efectueaza prin agitare, care se face in plan orizontal (liniar sau prin rotire) sau in plan vertical, care este
mai eficientd. Se poate folosi i cernerea cu ajutorul unui curent de aer.

Analiza granulometrica a pulberilor compuse si clasarea dupa marime s-a efectuat prin metoda cernerii prin agitare
mecanicd, cu ajutorul aparatului Cisa Sieve Shaker produs de Cisa Cedaceria Industrial, Spania.

. Bara mobila pentru reglarea inaltimii coloanei de site,
. Bare verticale de sustinere a barei mobile,

. Dispozitiv de prindere pe bara mobila,

. Coloana de site (max8),

. Platforma de vibrare,

. Sistemul de control al aparatului,

. Picior din cauciuc pentru reglarea inaltimi aparatului.

~NoOoO VB WN R

Principiul metodei

Metoda consta in trecerea materialului prin agitare mecanica, printr-un set de site cu marimi cunoscute, agezate una
sub alta, in ordinea crescatoare a gradului de finete.

Descrierea echipamentului utilizat:

- set de 8 site de otel inoxidabil, cu indltimea de 50 mm si diametrul de 100 mm, standardizate 80 pm — 1,18 mm;

- capacitatea maxima a aparatului: 8 site cu inél{imea de 55 mm sau 16 site cu indl{imea de 25mm;

- greutatea maxima a coloanei de site, inclusiv materialul de cernut: 6,50 kg;

- sistemul de sustinere a coloanei de site: doud bare verticale de otel care sustin o bard orizontald din aluminiu
prevazuta cu cleme de fixare pentru ajustarea coloanei de site;

- tipul de miscare: tridimensionala, constand intr-o0 combinatie intre migcarea verticald cu amplitudinea variabila, si
cea de rotatie a materialului de cernut pe toata suprafata sitei;

- sistemul de control:

— amplitudinea: 5-20 (15 nivele de intensitate )
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— timpul: 0-99 minute;
- sisteme de cernere: uscata si umeda;
- nivel de zgomot (fara site si cu amplitudine maxima): <66 dBA.
Tehnica de lucru:
- se cantdreste proba si se transfera pe prima sité a setului de site selectionat;
- se acopera ansamblul cu capac si se pune aparatul 1n functiune;
S-a folosit un ansamblu format din urmatoarele site:
- Capac Superior
- sitade 710 um
- sitade 425 um
- sitade 250 um
- sitade 180 um
- Capac Inferior

dupd trecerea timpului programat, se cantiresc fractiunile rdmase pe fiecare sitd i in recipientul de
colectare de la baza ansamblului.

Conditiile experimentale ale testului:

- masa de material luat in lucru: 20g;

- timpul de cernere: 3 minute;

- amplitudinea: 2.5mm;

- conditiile mediului: temperatura gi umiditatea camerei.

Se calculeaza procentajul de produs rdmas pe fiecare sitd, conform relatiei:

g% = masa de material ramas pe sitd / masa totald de material X100
111.1.2.3.3. Rezultate si discutii

Histograma distributiei granulelor in functie de marime

S 32.655

2

E 11.582 19.459 24.844

g B—

& 11.460

<180um 180-250pm 250-425pum 425-710pm >710pum
% 32.655 11.582 19.459 24.844 11.460

Dimensiune particule (um)

Figura 17. Histograma distributiei granulometrice a dispersei solide cu formula F2.1
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Histograma distributiei granulelor in functie de marime

S 30.216
) 25.816
E 14.406 22.947
: -
©
= —
) - . 615
_ %
<180um 180-250pm 250-425pum 425-710pm >710um
% 30.216 14.406 25.816 22.947 6.615
Dimensiune particule (um)
Figura 18. Histogramele distributiei granulometrice a dispersei solide cu formula F2.2
Histograma distributiei granulelor in functie de marime
< 30.279
e ‘ 12.639 22,566 26.380
3
[N -
[
<180pm 180-250um 250-425um 425-710pm >710pm
% 30.279 12.639 22.566 26.380 8.136

Dimensiune particule (um)

Figura 20. Histogramele distributiei granulometrice a dispersei solide cu formula F2.4

Histograma distributiei granulelor in functie de marime

< 32.655
E -11.582 19.459 24.844
5 — - - 11.460
(S
g aam
<180pum 180-250pum 250-425um 425-710pm >710pm
% 32.655 11.582 19.459 24.844 11.460

Dimensiune particule (um)

Figura 21. Histogramele distributiei granulometrice a dispersei solide cu formula F2.5
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Histograma distributiei granulelor in functie de marime

%

g 16.668 30.845
2 - 14.805 28.949
5
©
g ,
<180um 180-250um 250-425um 425-710um
% 16.668 14.805 30.845 28.949

Dimensiune particule (um)

Figura 22. Histogramele distributiei granulometrice a dispersei solide cu formula F2.6

Histograma distributiei granulelor in functie de marime

S 27.395
2 - 12.086 26.342 27.067
8 .»
s . 7.110
- [— .}
<180um 180-250um 250-425um 425-710um
% 27.395 12.086 26.342 27.067

Dimensiune particule (um)

>710pum
8.734

>710pum
7.110

Figura 23. Histograma distributiei granulometrice a dispersei solide cu formula F3.1

Histograma distributiei granulelor in functie de marime

g 30.422
[0}
= 25.811
2 ‘ 12.742 23.968
S
L
I iloss
<180pm 180-250pm 250-425pm 425-710pm
% 30.422

12'7zbz|mensiune particzuqéstfl&m) 23.968

>710pum
7.058

Figura 24. Histograma distributiei granulometrice a dispersei solide cu formula F3.2
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Histograma distributiei granulelor in functie de marime

45.550
E\i
@ 16.711 25.840
2 - . 10.976
@
g ' —— 924
%
<180um 180-250pum 250-425pm 425-710pum >710um
% 45.550 16.711 25.840 10.976 0.924

Dimensiune particule (um)

Figura 25. Histograma distributiei granulometrice a dispersei solide cu formula F3.3

Histograma distributiei granulelor in functie de marime

49.424
S
§ 17.599 25.010
@ 7.528
[N
L=
' %
<180um 180-250um 250-425pm 425-710pm >710um
% 49.424 17.599 25.010 7.528 0.440

Dimensiune particule (um)

Figura 26. Histograma distributiei granulometrice a dispersei solide cu formula F3.4

Histograma distributiei granulelor in functie de marime

S 28.299

= - 10.243 23.755 29.564

S -

£ . 8.139

‘ [——

<180pum 180-250um 250-425um 425-710pm >710um

% 28.299 10.243 23.755 29.564 8.139
Dimensiune particule (um)
Figura 27

. Histograma distributiei granulometrice a dispersei solide cu formula F3.5
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111.1.2.3.4.Concluzii

Din analiza histogramelor se constatd cd in formulele de dispersii solide dupad macinare, distributia dimensiunii
particulelor este uniforma. Toate formulele au particule fine sub 180 um peste 20% ceea ce va garanta O
compresibilitate buna si un profil de dizolvare marit, iar faptul ca nicio formuld nu prezinta particlue fine peste 50%
din compozitie indica faptul ca vom avea o curgere adecvata a acestor granule.

111.1.3. Formularea comprimatelor

Obiectivele acestei etape a studiului au fost urmatoarele:

- amestecarea dispersiilor solide de amiodarona cu excipientii pentru comprimarea directa

- stabilirea caracteristicilor de curgere a pulberilor complexe.
Preformularea, sau cunoagterea materiilor prime ce se vor utiliza, este prima etapd in realizarea unui nou
medicament. in cadrul preformularii, dispersiile solide de amiodarona ce vor constitui ingredientele active ale unor
comprimate cu administrare orala.
Dispersiile obtinute sub forma unor granulate au fost omegenizate timp de 10 minute in vase de polipropilena
impreund cu excipientii pentru comprimarea directa, urmate de lubrifierea amestecurilor cu stearat de magneziu
pentru inca 5 minute, intr-un dispozitiv rotativ cu o viteza de 14 rpm.
Pulberile astfel compuse au fost apoi analizate si S-au determinat proprietitile fizice ale amestecului de pulberi ce
urmeazd a fi comprimat, caracterizandu-i gradul de finete, proprietatile de curgere si densitatea acestora.

111.1.3.1. Prepararea amestecului de pulbere ce urmeaza a fi comprimat

111.1.3.1.1. Motivarea studiului Tntreprins

Proprietatile fizico-chimice ale particulelor (cum sunt: forma, marime, densitate, greutate), precum si cele mecanice
(elasiticitate, plasticitate, fragilitate) influenteazd comportamentul comprimatelor in timpul procesului de
comprimare §i ulterior ca medicamente.

In prezentul studiu s-au preparat diferite amestecuri de substanti activa in raport 1:2 cu polimeri solubili
precum:PEG 1500, PEG 4000; PEg 8000, Soluplus; Koliphor 188; si amestecuri intre acestia pentru a determina
tipul/ tipurile de polimeri si influenta amestecului unui polimer cu altul in biodisponibilitatea substantei active.

111.1.3.1.2. Materiale si metode

Excipientii de comprimare au fost selectati astfel incat sa asigure o compactibilitate bund si o dezagregare
superioard. Astfel amestecurile au fost diluate cu celulzd microcristalind de tip 102 si au fost omogenizate cu
superdezagregantul Amidon de Sodiu Glicolat Tip-A.

Deoarece dispersiile solide sunt cunoscute cu tendinta de lipire pe suprafetele poansoanelor, s-a decis folosirea unui
stearat de magneziu cu o suprafatd mare de contact, Peter Greven Ligamed MF-2V. Excipientii au fost selectati
astfel incat In urma comprimarii sa obtinem comprimate ce contin 50 mg amiodarona clorhidrat/comprimat.

111.1.3.1.3. Rezultate si discutii

Toate formulele cu exceptia amestecului 1:2 Amiodarona cu Soluplus, au putut fi preparate cu tehnica SD. Formula
cu amestecul 1:2 Amiodarona cu Soluplus nu a putut fi preparat deorece temperatura in care cele 2 sunt in stare de
topiturd depaseste temperatura de degradare a unuia dintre cei doi compusi, cu colorarea topiturii si degajarea unui
fum intepdtor si inecacios. Acest tip de amestec a putut fi preparat doar cu ajutorul extrudarii la cald cu surub.

111.1.3.1.4.Concluzii

S-au obtinut amestecuri de pulberi, corespunzator ingredientului activ continut prin amestecarea cu un excipient
superdezagregant direct compresibil (amidon glicolatul de sodiu) un diluant (celuloza microcristalina) un lubrifiant
(stearatul de magneziu), avand aspecte corespunzitoare si asemanatoare, ce au fost supuse, In continuare, testarii
caracteristicilor de curgere, in vederea stabilirii formularilor finale de fabricatie a comprimatelor.

111.1.3.2. Stabilirea caracteristicilor fizice de curgere ale amestecurilor de pulberi ce urmeazi a fi comprimate

111.1.3.2.1.Motivarea studiului Tntreprins
Unul dintre obiectivele esentiale pentru realizarea comprimatelor il constituie asigurarea curgerii libere a
materialului, ceea ce determina la randul ei :
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- incarcarea uniforma a dispozitivelor de alimentare a masinilor de comprimat din palniile de e continand
pulberea n vrac;

- umplerea Intr-un mod reproductibil a matritei masinilor de comprimat pentru a asigura uniformitatea masei
si a proprietatilor fizico-mecanice ale comprimatelor;

- evitarea Incorporarii aerului in patul pulberii si prin aceasta evitarea fenomenelor nedorite care pot aparea
la prepararea comprimatelor, cum ar fi decaparea sau laminarea;

- evitarea formarii de particule fine in masa pulberii, care ar putea duce la cresterea fenomenelor de frecare
cu peretii matritei, impiedicand buna lubrifiere.

111.1.3.2.2. Materiale §i metode
Pentru determinari s-a utilizat dispozitivul de tasare mecanica ERWEKA SVM 12
Determinarile s-au efectuat dupa metoda prezentata in capitolele anterioare
Obiectivele acestei etape a studiului au fost urmatoarele:
- Formularea unor comprimate pentru administrare orald ce au ca ingredient activ dispersia solida de
Amiodarona clorhidrat cu un continut de 50 mg Amiodarona Clorhidrat/ comprimat;
- Obtinerea de comprimate prin metoda comprimarii directe;
- Controlul calitativ specific al comprimatelor preparate, efectuat conform prevederilor descrise in
Farmacopea Europeana si literatura de specialitate.

111.1.3.1. Obtinerea comprimatelor continind dispersii solide de Amiodarona Clorhidrat
111.1.3.1.1. Motivarea studiului Tntreprins
Scopul acestei cercetiri este acela de a realiza o formulare adecvatd care sd duca la obtinerea unor comprimate
corespunzitoare, in care ingredientele active sa fie stabile si sa fie cedate intr-un timp optim.
Alegerea excipientilor s-a facut atat din considerente tehnologice cat i cu scopul de a obtine un produs finit cu
dezagregare si dizolvare buna, astfel incat sa fie eficient terapeutic.

111.1.3.1.2. Materiale si metode

In urma datelor obtinute prin efectuarea preformularii asupra materiilor prime, determinand proprietatile fizice ale
acestora, s-a constat ca dispersiile solide pot fi prelucrate in comprimate prin comprimare directa.

Fazele procesului de fabricatie parcurse sunt urmatoarele:

Figura 28. Schema de flux a realizarii comprimatelor cu Amiodarona Clorhidrat
Formulele finale preparate pentru transformarea in comprimate sunt prezentate in tabelele urmatoare:
Comprimarea amestecurile lubrifiate:
Pentru obtinerea de comprimate s-a folosit 0 masina de comprimat cu excentric Erweka EK-O.
Comprimarea este un proces in care un anumit numér de particule solide sunt supuse unor forte opuse dirijate de la
exterior catre interior in urma carora amestecul isi micsoreaza volumul si se transforma intr-un tot compact care ia
forma matritei in care s-a efectuat comprimarea.
Partile principale ale masinii de comprimat sunt: o matrita in care se introduce materialul de comprimat si doua
poansoane care exercita presiunea realizand comprimatul.
La masina de comprimat cu excentric palnia de umplere este mobila, iar matrita este fixa si lucreaza in cinci timpi:
1 -umplerea spatiului gol al matritei prin alunecarea palniei cu materialul de comprimat
2 -retragerea palniei si pornirea poansonului superior in jos.
3 -comprimarea materialului de catre poansonul de sus.
La primii trei timpi, poasonul de jos std nemiscat in pozitia cea mai inferioara.
4 -ridicarea poasonului de sus si impingerea comprimatului de cétre poansonul de jos pana la nivelul mesei pe care
aluneca palnia.
5 —impingerea comprimatului de catre sabotul palniei distribuitoare si reintoarcerea brusca a poansonului de jos in
pozitia initiala inferioara.

Mod de lucru:

Dupa fixarea si racordarea la retea a maginii se monteaza palnia de umplere si matrita pentru tableta de presat, care
se transportd in stare demontata.

Operatia de montare sau schimbare a poansonului trebuie facuta des in functie de tableta doritd. Prima datd se
indeparteaza palnia de umplere. Dupa desfacerea surubului poansonul superior se poate extrage.
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Tot asa, placa matritei se poate ridica dupa indepartarea celor trei suruburi cu cap hexagonal ce se gasesc in partea
inferioara a placii matritei. Dupa slabirea surubului de strangere se poate scoate contrapoansonul.

Montarea sculelor se face in ordine inversa. Prima data trebuie introdus poansonul inferior fard a se strange. Dupa
aceea placa Tmpreund cu matrita se ageaza si se introduc cele trei suruburi care de asemenea nu se strang. Apoi se
strAnge poansonul superior si se strange cu surubul . Prin rotirea manuala atenta a volanului poansonului superior se
lasa sa intre n matrita din placa slabitd. Poansonul superior raimane in matrita si se fixeaza atent masa masinii cu
cele trei suruburi, dupa care se strange si surubul de fixare a contraponsonului. Suruburile placii nu se strang cu forta
pentru a nu o deforma, impiedicand astfel asezarea buna a palniei de umplere.

Dozarea inseamna reglarea greutdtii produsului presat si se obtine prin reglarea manetei de reglaj a adancimii
ponsonului inferior cu ména spre (+) sau minus (-) dupa ce in prealabil s-a slabit surubul cu maner. Aceasta reglare
de dozare se realizeaza cu o mica ridicare a contra-poansonului, cu aceasta piulitd de reglare a adancimii de umplere
nu mai este strans in pozitia de baza a contrapoansonului .

Reglarea presiunii, adica duritatea produsului presat se obtine prin rotirea melcului spre plus (+) sau minus (-).
Tnainte de rotirea melcului se slabeste surubul, iar dupa reglare se stringe.

Dupa reglarea prin rotirea manuala se verificd daca poansonul superior nu atinge palnia de umplere, la indepartarea
tabletelor presate sd nu loveascd coltul centru-poansonului. Prin ridicarea piulitei rotunde superioare, sldbindu-se n
prealabil surubul de fixare, contrapoansonul se ridica putin si prin surubul de reglare n adancime, rotit la stanga
contrapoansonul se mai poate ridica.

Intrucat contrapoansonul are un umdr, lovitura pe partea inferioara a matritei trebuie sa fie neinsemnata, asa ci la
rotirea volantei sa nu se simta rezistenta.

Daca toate reglajele sunt corecte si se roteste roata manuala fara rezistenta nenormale, inseamna, ca presa se roteste
mai departe, fard material cu usurintd, umplut cu material apare o rezistentd in timpul presarii si o usoara rezistenta
la expulzarea tabletelor. Daca presiunea de scoatere a tabletelor este mare cauza poate constitui pregatirea
necorespunzatoare a materialului si eventualele adancituri in lacasul de presare a matritei. Aceste adancituri pot
apare dupa o durata mare de utilizare. Aceste matrite trebuiesc reconditionate.

Daca magina nu se poate roti manual, presiunea este reglata la o valoare prea mare si totusi rezistenta tabletelor este
insuficienta, forta de legatura din materialul de presat este necorespunzatoare.

111.1.3.1.3. Rezultate si discutii

in urma comprimarii pulberii contindnd dispersii solide de amiodarona clorhidrat s-au obtinut comprimate
neacoperite ce prezintda caracteristici aseméanatoare, de culoare alb- alb cenusiu, avand forma de discuri plate, cu
structurd compacta si omogena, cu suprafete netede si uniforme, margini intacte si diametrul de 12 +0,1.

111.1.3.1.4. Concluzii

Ambele formulari continand dispersii solide de amiodarona clorhidrat, propuse, au permis operatia de comprimare
directa pentru transformarea acestora in comprimate cu aspect corespunzitor, uniforme, cu suprafatad neteda si
margini intacte.

111.1.4. Caracterizarea fizico-chimici a comprimatelor

I11.1.4.1. Controlul cantitativ si calitativ al comprimatelor continind dispersii solide de amiodarona
clorhidrat
Tn continuare, ambele tipuri de comprimate obtinute au fost supuse controlului cantitaiv si calitativ,

determinand:

- inaltimea comprimatelor;

- uniformitatea masei;

- rezistenta mecanica.
111.1.4.1.1. Motivarea studiului intreprins
Determinarea inaltimii comprimatelor este un test neoficial, dar care corelat cu celelalte teste mecanice, ofera
informatii despre tipul de deformare care se produce in patul de pulberi in momentul comprimarii. Coroborat cu
distanta dintre ponsoane in momentul comprimarii indicxa daca transformarile au fost de natura plastica sau elastica.
Uniformitatea masei este un studiu carea are ca scop verificarea limitei unei valori determinate, in sensul cd masa
unei probe nu trebuie s depaseasca decat intr-un anumit procent valoarea medie a sa. Majoritatea farmacopeelor
prevad cerinte stricte privind acest parametru
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111.1.4.1.2. Materiale si metode
Pentru determinarea parametrilor farmacotehnici s-a folosit o combind automati Erweka TBH-30
Cate 10 comprimate din fiecare formula au fost masurate automat pentru parametrii: masa, rezistenta la rupere,

111.1.4.1.3. Rezultate si discutii
Rezultatele analizei farmacotehnice generate de combina Erweka TBH 30 sunt prezentate in figurile urmatoare:

111.1.5. Determinarea cineticii de eliberare a amiodaronei din comprimate si din sange
Instrumente
Analizele au fost efectuate cu ajutorul urmatoarelor echipamente:
Cromatograf de lichid de nalta performanta pentru ape
Structura sistemului:
Controlor Waters 600E
Pompéd Waters HPLC 600E
Prelevator automat de probe Waters 712 WISP
Detector de absorbanta tunabil Waters 486 UV-VIS

Centrifuga Hettich Universal (D-7200)
Balantd analitica Mettler AE 200
Baie cu ultrasunete Branson 1510

Coloanele HPLC

Separdrile au fost efectuate folosind o coloana de faza inversata:

Microsorb MV 100-5 C18 (Varian) 150 x 4.6 mm, silicagel modificat chimic octadecil ca faza stationara,
dimensiune particule 5 um; dimensiune por 100 A; complet plafonat.

Nr. serie 243112; Nr. Cat: R0086200D5

Coloana de protectie: ODS TR-015326

Metoda de preparare a probelor

Procedura finald de preparare a probelor pentru izolarea si concentratia de amiodarona si metabolitul sdu din probele

de plasma consta in urmatorii pasi:

- Din probele de plasma se transfera un volum de 1000 pl de plasma intr-un flacon de testare de 10 ml.

- Se adauga 50 pl de solutie metanolica de fenofibrat cu o concentratie de 20,0 pg/ml pentru fiecare proba de
plasma de 1000 pl prelevata in analiza. Se amesteca 0.5 minute.

- Se adauga 500 pl de solutie tampon de fosfat (pH 4.5) pentru fiecare proba de plasma de 1000 pl prelevata in
analizd. Se amesteca 0.5 minute.

- Se adaugi 4 ml de tert-butilmetil eter si se inchide bine

- Se amestecd timp de 15 minute in agitatorul orizontal

- Se transfera proba intr-o fiola cu fund conic. Se asteaptd 1 minut pentru separarea fazelor.

- Seia o alicota de 3 ml din stratul organic intr-o fiola cu fund scurt.

- Se evapori pana la uscare la 40°C sub fluxul N,

- Se ia din nou reziduul solid cu faza mobila de 200 pl Tntr-o fiold de injectie adecvatd pentru suportul pentru
prelevatorul automat de recoltare probe HPLC.

- Se injecteaza o alicotda de 100 ul in coloana cromatografica

Procedura de determinare cantitativi a Amiodaronei in probele de plasmd

Descriere:

Analizele au fost impartite in 10 serii analitice care urmeaza sa fie efectuate fara oprirea sistemului cromatografic.
O curba de calibrare a fost analizata la inceputul fiecarei secvente; o serie de Controlul calitatii a fost efectuata la
fiecare 46 de injectii cu probe reale.

Concentratiile din probele reale au fost estimate pe curbele de regresie obtinute din datele probelor de calibrare
obtinute in aceeasi ordine. S-au efectuat calcule pe zonele de varf Amiodarone si Desetil-amiodarone normalizate la
suprafetele standard interne folosind o ecuatie de regresie liniara.

Criterii de acceptare
Pentru a accepta datele analitice, au fost verificati urmatorii parametri in fiecare ciclu de analiza:
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- Etalonarea cu un coeficient de corelatie >0,99

- Cel putin patru din sase standarde diferite de zero trebuie sa fie In limita a + 15% din valoarea lor nominala( +
20 % pentru LLOQ )

- Cel putin doua treimi din Controlul calitatii masurat, in fiecare secventa trebuie sd se incadreze in + 15% din
valoarea lor nominala.

Cinetica de eliberare a amiodaronei din comprimate
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Figura 33. Cedarea din comprimate pe baza de dispersii cu PEG si Polaxamer
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Figura 34. Cedarea din comprimate pe baza de Dispersii cu PEG si Soluplus

Poloxamerii sunt copolimeri tribloc neionici compusi dintr-un lant central hidrofobic polioxipropilena
(poli(propilene oxide)) flancata de doua lanturi hidrofilice de polioxietilena (poli(etilene oxid)). Miezul agregatelor
alcatuit din blocuri insolubile (polioxipropilene) in timp ce partea solubila (polioxietilena) formeaza invelisul
micelelor.

Soluplus® este polivinil caprolactam-polivinil acetat-polietilene glicol copolimer solubilizant polimeric cu structura
amfifilica, utilizat In special pentru formarea de solutii solide.

In prezentul studiu amestecurilor de polimeri, dizolvarea tuturor a fost foarte buni. Ar pirea ca polaxamerii sunt
mai solubili decat Soluplus si ar fi de asteptat o dizolvare mai rapida in prezenta lor, ceea ce nu se Intampla.
Dizolvarea a fost cea mai lenta in prezenta de Polaxamer ( 2.3. si 2.4.) si PEG, dar in prezenta numai de Polaxamer
(2.5.), s-a dizolvat mai repede decat in 2.3. si 2.4.

In prezenta de Soluplus, dizolvarea a fost cea mai lenta in cazul in care s-a asociat si polaxamer.
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IIL.2. ANALIZA VARIABILITATII DATELOR DE FARMACOCINETICA A AMIODARONEI iINTR-UN
STUDIU DE BIOECHIVALENTA
111.2.1. Evaluarea farmacocineticii amiodaronei si a desetilamiodaronei

Rezultate
Evaluarea uzuald a bioechivalentei se realizeazd in ceea ce priveste nivelurile medii ale plasmei si parametrii
farmaco-kinetici. Dupa cum se poate observa in Figura 35 (reprezentare comuna in studiile de bioechivalenta),
nivelurile medii de plasma si concentratiile maxime medii ale formulelor comparate au fost foarte apropiate unele de
altele. Trebuie remarcat faptul ca, de obicei, concentratia maxima, in cazul amiodaronei, este o fluctuatie, o "zona de
concentratii maxime", care este, de reguld, consecinta reactiilor metabolice caracteristice la medicamentele lipofile
[71,72,73] care duc la circulatia enterohepatica, cu efect de perturbare a estimarii bioechivalentei [74,75] si cu
implicatii clinice [76].
Dar dincolo de acest prim aspect, trebuie sa cautdm variabilitatea, deoarece este foarte important pentru un anumit
pacient daca se afld in partea superioara sau inferioard a grupului de nivel de plasma, deoarece efectele terapeutice si
toxice depind de concentratiile medicamentului. Prin urmare, este necesar sd se cunoasca bine principalele aspecte
ale variabilitatii in determinarea raportului beneficiu/risc al medicamentului.
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Figura 35. Concentratiile de AMD si dAMD in intervalul de timp 0 — 72 ore

Intr-o a doua etapd, se adaugd o caracterizare a variabilitatii, utilizind deviatiile standard ale populatiilor de

concentratii corespunzatoare diferitelor puncte temporale, dupa cum se poate observa in Figura 36.
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Figura 36. Concentratiile plasmatice ale AMD si dAMD
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111.2.2. Evaluarea globala, structurali a multimii curbelor individuale
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Variabilitatea intre subiecti, sugeratd de deviatiile standard, este uriasa atat pentru medicamentul sursa, cat si pentru
metabolit. Acesta este, probabil, cel mai important aspect al riscului de efecte secundare. Ceea ce nu este evidentiat
de aceasta reprezentare, altfel comuna in alte lucrari decat cele legate de bioechivalenta, sunt unele fenomene foarte
semnificative care pot influenta concluziile evaluarilor statistice [75,77]: Prezenta valorilor aberante si/sau
impartirea datelor in unele grupuri diferite, diferite intarzieri de absorbtie etc. Aceste caracteristici pot fi observate
dupa examinarea setului tuturor curbelor individuale, din pacate, un tip de reprezentare care lipseste in lucrarile
legate de studiile de bioechivalenta.

in studiile BE, urmitoarele pot apirea ca valori aberante: puncte, set de puncte in zona concentratiilor maxime,
curbe farmaco-kinetice Tntregi, perechi de curbe corespunzatoare aceluiasi subiect, subiecti, parametri farmaco-
Kinetici [78], etc. Parametrii farmaco-kinetici aberanti care influenteaza decizia privind BE sunt cei pentru care
indicii lor corespunzatori unui anumit subiect sunt aberanti comparativ cu intervalele de Incredere pentru acesti
parametri. Acesti factori farmaco-kinetici aberanti pot avea cauze bio-analitice, fiziologice si fizico-chimice.

Examinarea Figurii 37 a aratat o variabilitate imensa in Cmax, Tmax si ASC in cazul metabolitului. Examinarea
curbelor intregi (de la 0 la 120 ore) sugereaza o posibild partitie a curbelor in doud grupe: Una cu niveluri mai
scazute de concentratie si un grup de curbe cu valori mari. Pe de altd parte, cea mai mare curbd de concentratie pare
a fi o curbéd aberanta.

Concentration (mg/L)

time (h)

Figura 37. Nivelurile plasmatice individuale ale concentratiilor dAMD

Evaluarea statisticd a variabilitatii parametrilor farmaco-Kinetici

Concentratii maxime de AMD. Variabilitatea intre subiecti, masurata prin coeficientul de variatie (CV) a fost practic
aceeasi, 48% pentru medicamentul testat si 54% pentru medicamentul de referintd. S-a observat o amplitudine mare
a variabilitatii, in intervalul 136 - 1082 ng / ml pentru medicamentul testat si 168 - 1190 ng / ml pentru
medicamentul de referinta. Nu este posibil sa se determine variabilitatea intra-subiect intr-un studiu BE in absenta
administrarii medicamentului duplicat, dar, deoarece produsele au fost bioechivalente si calculul ANOVA a relevat
absenta unor efecte semnificative statistic de secventd si perioada, aceasta poate fi aproximatd cu diferenta de
perioadd masuratd (care include intra-variabilitatea, efectele de formulare si efectele de perioadd). Valoarea
intravariabilitatii estimate in acest fel este de fapt comasatd intre cea a medicamentului de referintd si a
medicamentului testat.

Concentratiile maxime de metaboliti. Tmpartirea in doud grupuri a fost si mai evidenti in cazul metabolitului.
Existau clase distincte, dar exista si o diferenta semnificativa intre ele:

- concentratii mai mici de 50 ng / ml,

- unele (5 din 24 curbe) concentratii mai mari de 125 ng/ ml.
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Variabilitatea AUCy.r. Variabilitatea a fost ridicatd in cazul AMD (CV = 46%) si foarte ridicatd in cazul
metabolitului (125%), cu diferente nesemnificative intre formulele de referinta si cele testate. Gama de valori a fost
imensa: 4000 - 24000 ng / ml * h pentru AMD si 200 - 8000 pentru dAMD.

Variabilitatea AUCO% .
Variabilitatea a fost chiar mai mare decat cea a AUCO-T.

Concluzii

1. Farmaco-kinetica AMD este foarte complexa si foarte variabila, implicand provocari in dezvoltarea regimurilor
terapeutice generale si individuale.

2. Mii de date obtinute din studii de bioechivalenta pot fi si trebuie evaluate in studii farmacodinamice si terapeutice
ulterioare.

3. Pe langa rezultatele medii obisnuite si deviatiile standard, este util sd se estimeze intervalele de valori, valorile
aberante ale oscilatiilor de viteza si gruparea datelor.

4. Tn toate studiile de bioechivalentd, evaluarea datelor privind concentratiile standard interne poate furniza
informatii privind efectele aportului alimentar standard asupra randamentului de extractie a plasmei.

111.3. ESTIMAREA CINETICII DE CEDARE IN VIVO A AMIODARONEI DIN ANALIZA

Model farmacocinetic pentru dizolvarea, absorbtia, metabolizarea AMD, formarea si eliminarea DAMD
Amiodarona, fiind un medicament lipofil (logP = 7,24), are un metabolism substantial, fiind clasificatd drept
compusi de clasd 2 BDDCS (Sistemul de clasificare a eliminérii medicamentelor biofarmaceutice) [105].

Ipoteza acestei analize, prezentata intr-0 lucrare anterioara de catre autori [104], a fost cd, daca se poate presupune
ca absorbtia si metabolismul sunt rapide, aparitia metabolitului in plasma FRM (t) ar putea fi considerata o estimare
a absorbtiei medicament parinte din intestin FRA(t;). Pe baza acestei ipoteze, ar fi de asteptat o corelatie intre
dizolvarea in vitro si farmacocinetica in vivo a metabolitilor si acest lucru a fost intr-adevar gasit in cazul
diltiazemului.

Deoarece farmacocinetica a fost masuratd dupa o singura doza, revenirea din ,,compartimentul adinc”, unde se
acumuleaza 1n timp, a fost neglijata.

Mai mult, deoarece metabolitii apar in acelasi timp cu AMD plasmatica, metabolismul este considerat un proces
rapid.

In consecintd, cea mai lentd etapa, determinanta a ratei totale pentru lantul de cinetici care duce la aparitia
metabolitului in plasma raméne cinetica de eliberare a medicamentului parinte in tractul gastro-intestinal.

Din nou, deoarece AMD este lipofild, rata de transfer din sdnge in compartimentul lipidic este mai mare decéat cea a
transportului invers, intoarcerea AMD in sange poate fi neglijata, iar transferul din singe in lipide va deveni o
componenta pentru eliminarea medicamentului principal.

Tntr-un model simplificat cu un singur compartiment pentru DAMD, luim in considerare doar doud procese,
corespunzatoare aparitiei metabolitului in sdnge si eliminarii sale totale.
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AMD
AMD

unde | este concentratia tableteli, Ce si
parinte si a metabolitului in compartimentul de sange,

dAMD
Ce acestea fiind respectiv concentratiile medicamentului

AMD
— reprezintd un proces lent —»—pun proces rapid, FRA este fractia de absorbtie a AMD,

FRApdAMD

este fractia pentru aparitia dAMD in sange, FRD fractia pentru disolutie, corelatie — correl.

Calculul fractiei de aparitie a DAMD in plasma
O ecuatie de tip Wagner — Nelson modificata [104] a fost aplicata pentru calcularea ,,fractiunii de aparitie” in plasma
a metabolitului (FRAp):

(t)+k’'[AUC-M] .
k.'[AUC — M ]O_w

m

&
CgAMD (ti)+jo kgAMDCgAMDdt c

[ Kl dt

unde, FRAMP, fractia medicamentului metabolizat la un moment dat t;; c,,(t;), concentratia plasmatici a

FRAp(t;) = FRAMP =

metabolitului la timp t;; k™, constanta aparenti a ratei de eliminare a metabolitului si AUC —M aria sub niveluri
plasmatice de metabolit.

Constanta ratei de eliminare a fost estimatd intr-0 abordare necompartimentala (regresie liniara a ultimelor puncte
ale datelor transformate logaritmic).

Modelul ar putea fi de fapt mult mai general. in cazul compusilor supusi metabolismului extins (compusi BDDCS
clasa 1 si clasa 2), deoarece rata absorbtiei si metabolismului este de obicei ridicata, rata aparitiei metabolitilor in
plasma este determinata de rata si amploarea eliberarii medicamentului parinte din formularea farmaceutica.

Rezultate si discutii

Dizolvarea in vitro a amiodaronei

Deoarece Amiodarona este lipofila (logP 7.24) [106], dizolvarea sa in apa este foarte mica, astfel incét a fost necesar
sa se adauge agenti activi de suprafatd in mediul de dizolvare. FDA recomanda lauril sulfat de sodiu (SLS) 1% sau
Tween 80 1%. (accessdata.fda). Tn experimentul nostru, dizolvarea AMD a fost rapida, intr-o ord fiind completa in
toate cazurile. Profilurile individuale de dizolvare a amiodaronei sunt prezentate in Figura 43a
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Figura 43. Datele de eliberare in vitro ale AMD si modelarea utilizind legea patrata

Modelarea eliberarii in vitro

Dizolvarea este fortata prin adaugarea in mediu de eliberare a unei concentratii mari de surfactant, care este un test
bun pentru controlul calitatii, dar dizolvarea in prezenta unor concentratii mari de agenti activi de suprafata nu este
biorelevanta [107].

Modelarea cineticii de eliberare a fost realizata utilizand atat modelul de radacina patrata, cat si modelul legii puterii.
Se pare cda ambele modele functioneaza suficient de bine. Coeficientul de corelatie a fost cu cateva mai mare in
cazul legii puterii, dar numarul de puncte aproximat de legea radécinii patrate este mai mare (figura 43).

Farmacocinetica AMD si DAMD
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Curbele de farmacocinetica individuale pentru AMD si curbele medii pentru AMD si dAMD, pentru referinta (R) si
formularea testata (T) sunt prezentate in figura 44.
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Figura 43. Nivelurile plasmatice ale dAAMD

Exista o mare variabilitate a concentratiilor intre subiecti de la 12 ore, dar, in acelasi timp, este de remarcat faptul ca
cozile curbelor sunt aproximativ paralele, sugerand un model comun pentru eliminare la toti subiectii.

AMD are absorbtie si, prin urmare, biodisponibilitatea este imprevizibila. [108].

Tntr-o prima faza apare o scidere rapida a nivelului plasmatic, lipidele si compartimentul profund devenind depozite
atat pentru AMD, céat si pentru DAMD. Mai tarziu, ambii se intorc In compartimentul central si apare un timp de
injumatatire prin eliminare terminal lung si variabil [82].

111.3.3. Determinarea fractiei de aparitie a metabolitului -FRM, scalarea timpului, corelarea FRD-FRM
Calculul fractiei de dizolvare / absorbtie in vivo in functie de timp prin deconvolutia nivelurilor plasmatice de
dAMD

Deoarece, in ciuda variabilitatii lor ridicate, pornind de la ASC si Cmax, formularile s-au dovedit a fi bioechivalente,
s-a efectuat o prima analiza asupra intregului set de date din studiu (comun, de referinta si testat, 48 de curbe).
Pentru aplicarea bilantului de masa de tip Wagner-Nelson in calculul fractiei de medicament absorbite si, in cazul
nostru, a fractiei de AMD dizolvata in vivo, s-au estimat constantele de eliminare pentru AMD si dAMD.

Timpul de injumatatire nu a fost bine definit Tn cazul AMD, rezultatul depinzand de intervalul selectat pe coada
curbelor de nivel plasmatic. S-au obtinut trei valori foarte diferite: 7 h in intervalul 7 - 12 h, 23 h in intervalul 12 -
48 hsi 77 h in intervalul 48 - 120 h. Tn prospectul medicamentului de referinti AMD este raportati o pauza de 53 de
zile. Aceasta evolutie In mai multe etape este rezultatul absorbtiei, metabolizarii, distributiei in lipide si circulatiei
entero-hepatice, precum si intoarcerii inapoi a AMD in compartimentul central din acumularile din compartimentele
lipidice si profunde.

Evaluarea comparativd in vitro si in vivo a trei formuldri de tablete de amiodarond la subiecti sanatosi a fost
raportatd anterior de Emami [109]. El a luat in considerare ultimul timp de esantionare pentru dizolvarea in vitro,
120 de minute si punctele de timp in vivo de pana la 18 ore. El a aplicat o scalare a timpului, urmand recomandarea
FDA: ,Scalarea in timp poate fi utilizatd atdta timp cat factorul de scalare a timpului este acelasi pentru toate
formularile”. Concluzia sa a fost ci ,,nu s-a realizat o corelatie punct-la-punct acceptabild si fiabila” si a
concluzionat cd datele de dizolvare ar putea fi utilizate numai pentru controlul calitatii de rutind si in curs al
formularilor de tablete de amiodarona.

in cazul JAMD, dupi cum se poate vedea in figura 44a, curbele sunt foarte fine si eliminarea pare a fi bine descrisa
ca monoexponentiald. In intervalul 7 - 120 h, logaritmul concentratiei a fost excelent corelat liniar cu timpul (figura
44b), dovedind ntr-adevar un comportament monoexponential si a fost adevarat s se calculeze jumatatea timpului
de DAMD, obtinandu-se o valoare de 70 h.
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Figura 44. Partea de eliminare a curbelor de nivel plasmatic: o reprezentare liniara, b, reprezentare logaritmica

Introducand aceasta valoare in formula de deconvolutie propusi si facand calculul, dupa cum se poate vedea in
figura 44a, s-a obtinut ,,fractia de absorbtie” standard: o functie lind de crestere continua cu o portiune de saturatie,
la valoarea limitd 1. Aceasta este o rezultat bun deoarece, in cazul AMD, curba a avut mai multe minime si chiar
maxime mai mari de 1.

Deoarece modelul farmacocinetic presupune ca aparitia DAMD in plasma este egala cu eliberarea AMD in vivo, ar
putea fi de asteptat o dependentd FRAp de timp similara cu modelul cineticii de dizolvare in vitro. O examinare cu
ochiul liber sugereaza un model liniar.

S-a obtinut o potrivire buna a FRA si in functie de rddacina patrata a timpului.
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Figura 45. Dependenta FRAp (t) de timp (a, b) si radicina patrata a timpului (c)

Corelatia liniara este putin mai buna, dar, timpul mic de Intarziere a aparut in radacina patrata a scalei de timp, este
un rezultat demn de adevar, deoarece absorbtia si metabolismul nu sunt instantanee.

Scalarea timpului de dizolvare in vitro - in vivo

in conditiile modelului, aparitia metabolitului in plasma este corelatd cu dizolvarea in vivo. Pentru a corela
fractiunea de dizolvare in vitro cu aparitia in vivo a metabolitului, s-a efectuat o scalare a timpului. Timpul in
intervalul 0 - 60 minute corespunzitor dizolvarii in vitro, a fost transformat in timpul t * in intervalul 0 - 7h,
corespunzitor aparitiei metabolitului in plasma si considerat a fi timpul de dizolvare in vivo.

Scalarea de tipul ,,factor constant” nu a condus la o corelatie intre fractia dizolvata FRD (t *) si fractia de aparitic a
DAMD in plasma pentru datele comune R si T, asa cum se poate vedea in figura 46a.
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Figura 46 a. FRA si FRD in functie de timp scalat folosind un factor b constant. Dependenta FRA de FRD

O dependenta exponentiala a FRA de FRD este dificil de interpretat. De obicei, se doreste o dependenta liniara.
Alternativ, a fost utilizat de exemplu pentru factorul de transformare a timpului, raportul T50% dizolvare in vivo /
T50% dizolvare in vivo [110]. Tn cazul nostru, acest lucru ar da un factor de aproximativ 10, care este prea mult,
deoarece la sapte ore FRA atinge valoarea 1. O astfel de abordare este impusa atunci cand valoarea 1 este atinsa
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asimptotic, nu brusc, ca in cazul nostru. Dar, in urma complexitatii eliberarii in vivo si a absorbtiei, o astfel de
abordare ramane o aproximare aproximativa, care lasa deoparte o multime de informatii deduse din profilurile de
dizolvare si nivelurile sanguine. Aceasta este o caracteristicd comund si a altor metode propuse, bazate pe analiza
momentelor statistice [111].

Problema inversa a fost de a gasi, dacd este posibil, o transformare a timpului care duce la o dependenta liniara intre
FRA (t *) si FRD (t *).

Transformarea a fost efectuatd asa cum se poate vedea in figura 47. Timpul t a fost transformat n timpul t *, pentru
care FRA (t *) = FRD).

tt
FR FRA
Figura 47. Prezentare grafica a algoritmulut t alarc a ttmpulul € - t t*
S-a obtinut o functie t * (t) asa cum se poate a in figura 48 a.

Scalarea timpului

In tractul tractului gastrointestinal (GI), in absenta LSS, dizolvarea AMD are loc cu o rati mult mai mica decét in
vitro. in urma solubilitatii scizute a AMD si a volumului mic de lichide GI, dizolvarea avea incd un alt motiv pentru
a fi lenta si limitata. Eliberarea este influentata de secretia de saruri biliare si lecitina.

In aceste conditii, scalarea timpului este o proceduri dificila, dar necesara.

Aplicarea unui factor constant, aceeasi pentru toate formuldrile este o0 metoda ideald. Din pacate, este de asteptat ca,
in diferite segmente ale tractului gastrointestinal, influenta asupra ratei de dizolvare sa fie diferitd si aplicarea unui
singur factor sa fie o aproximare prea mare [112,113,114].

Gasirea unei functii uniforme pentru a descrie efectul asupra ratei este extrem de doritd. Legea radacinii patrate sa
dovedit a fi aplicabila in toate formuldrile evaluate. Aceastd functie are o rezonantd mult mai mecanicistd. Aplicat de
obicei in descrierea cineticii de eliberare, dovedit aplicabil in tabletele AMD in ambele experimente, reprezinta de

fapt un fenomen mai general: eliberarea din rezervoare infinite, asemanatoare cu termostatele din teoria transferului
de caldura [104].

Corelatia dintre dizolvarea in vitro a AMD si aparitia DEAMD in plasma

Corelarea dizolvarii unui medicament cu farmacocinetica unuia dintre metabolitii sdi a fost recent propusa [104] ca
o analizd suplimentard sau alternativa la corelatiile in vitro in vivo obisnuite, intr-0 serie de cazuri ca de exemplu:
cand medicamentul parinte este, de fapt, un promedicament, atunci cand nivelurile sale plasmatice sunt foarte
scazute, atunci cand metabolitul are un efect terapeutic semnificativ. Corelatia a fost facutd intre fractiunea de
dizolvare in vitro si fractia de aparitie in vivo a DEAMD.

N AYa B\

* —
t* (t) = y =0.44x + 1.88

g o L ’ R2=0 95
: X E Ve
ST z L
2% @ £
5 £ 5 y=6.41x +0.26 ¢
$im E R?=0.98
=] 7]
Q. ()
= .

in vitro dissolution time (h) ; : - Int

sqrt(timpul de dizolvare in

\_ AN vitro )(h1/2) AN Y,
Figura 48. Dependenta t * de t (a), dependenta liniara In - In (b), a radacinii patrate a t (c).
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Dimpotriva, dependenta t * de radacina patrata a lui t (fig 48 c) si dependenta liniard Int - Int * sunt mai fiabile
Validarea modelului

In primul rand, trebuie sa se acorde o atentie speciald in cazul compararii diferitelor studii de bioechivalenta [115].
Un ultim aspect important in evaluarea rezultatelor compararii diferitelor formulari este ca dependenta trebuie sa fie
de acelasi tip daca formularile nu difera prea mult.

Pentru validarea rezultatelor, sa efectuat analiza prezentata mai sus pentru referintd si medicamentul testat separat si
sa comparat dependentele t * (t) si modelele de radacina patrata adaptate. In ambele cazuri, timpul scalat pentru
dizolvarea in vivo t * (t) a depins aproximativ liniar de raddcina patratd a timpului, asa cum se poate vedea in figura
49.  Mult mai mult, pantele liniilor de regresie erau foarte apropiate, liniile fiind aproximativ paralele.
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Figura 49. Timpul scalat pentru dizolvare

Concluzii

Estimarea dizolvarii in vivo prin deconvolutia farmacocineticii nu este posibila in cazul medicamentelor cu durata
lunga de viatd si in special pentru AMD, deoarece nivelurile plasmatice sunt semnificativ crescute mult timp dupa
sfarsitul absorbtiei. Restrictionarea analizei la o parte a intervalului de timp, similar cu evaluarea cu succes a
bioechivalentei, este o posibila solutie de incercat.

In cazul medicamentelor lipofile, datorita dizolvarii lente, absorbtiei rapide si metabolismului rapid, farmacocinetica
atat a medicamentului périnte, cat si a metabolitilor inainte de revenirea medicamentului din alte compartimente din
sange, este determinata in principal de cinetica eliberarii in intestin din formularea farmaceutica.

Pentru medicamentele lipofile cu duratd lungad de viatd, asa cum s-a aratat pentru AMD, este posibild estimarea
fractiei de absorbtie a medicamentului de baza din farmacocinetica mai simpla a metabolitului, caz in care este
posibila calcularea unei constante de eliminare.

Similitudinea dintre dizolvarea in vitro si modelul de dizolvare estimat in vivo, precum si dependenta similara a
timpului scalat de timpul in vitro Tn cazul formuldrilor bioechivalente pot fi considerate ca o validare a abordarii
modelului metabolitului de corelatie in vitro - in vivo.

11.4. CORELAREA IN VITRO-IN VIVO (IVIVC) PENTRU PERIOADA DE ABSORBTIE/DISTRIBUTIE
A AMIODARONEI

O corelatie punct-la-punct acceptabild si fiabild intre dizolvarea in vitro si farmacocinetica in vivo (IVIVC) nu a fost
atinsd pand acum pentru amiodarond din cauza solubilitatii sale foarte scidzute in absenta surfactantilor si a
farmacocineticii sale complexe ridicate, care nu permite calculul unei eliminari finale constante bine definite.

In aceasta lucrare, a fost testatd o corelatie bazata pe restrictia intervalelor de mésurare si a analizei statistice doar
pentru o parte din curbe, o asa-numitd analizd a curbei trunchiate, aplicatd in mare masurd in studiile de
bioechivalenta care implicd medicamente de lunga durata.

Dizolvarea amiodaronei a fost determinatd folosind metoda compendialda in prezenta a 1% laurilsulfat de sodiu.
Datele farmacocinetice ale amiodaronei si ale metabolitului sdu activ dezetilamiodarond au fost obtinute intr-un
studiu de bioechivalentd de 120 de ore la 24 de voluntari sandtosi.

S-a constatat ca eliminarea a fost aproximatd ca suma a trei exponentiale in intervalul 7 - 120 h si cu o suma de doua
exponentiale in intervalul de timp 7 - 48 h. Tn intervalul 7 - 12 h, corespondenta cu o singurd exponentiali a fost
excelenta. In consecinta, analiza IVIVC a fost trunchiati in decurs de 12 ore de la administrarea amiodaronei.
Fractia absorbitd a fost calculatd utilizdnd o formuld Wagner Nelson modificatd pentru nivelurile plasmatice in
intervalul O - 120 h, nivelurile fiind trunchiate la 48 h si respectiv 12 h. Rezultatele au fost fiabile numai in cazul
trunchierii la 12 ore. Pentru intervale mai lungi, fractiile calculate au fost lipsite de sens, cu unele valori mai mari de
1.
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Deoarece dizolvarea a fost completa in decurs de o ora si absorbtia estimata in vivo pare sa dureze 4,5 ore, pentru a
determina natura corelatiilor dintre eliberarea in vivo si in vitro, timpul de dizolvare in vitro t a fost redus la timpul t
*, estimat pentru eliberare in vivo.

In plus fatd de graficele Levy, a fost utilizatd o functie de eliberare a radacinii patrate inversa pentru a obtine timpul
in vivo al procentului absorbit egal cu procentul dizolvat in vitro.

Cel mai potrivit model pentru dependenta lui t * de t a fost legea radacinii patrate. Ca o validare a rezultatului, sa
considerat ca liniile de regresie care aproximeaza t * (t) in cazul medicamentului de referinta si al medicamentului
testat erau foarte apropiate, iar aria dintre linii a fost 5% din aria de sub linia corespunzatoare medicamentul de
referinta.

II1.4.1. Evaluarea fractiei absorbite a amiodaronei din curbele de concentratie plasmatici trunchiate

Curbele trunchiate in evaluarea bioechivalentei medicamentelor de lunga durata

Doua formulari medicamentoase sunt bioechivalente dacéd au aceeasi viteza si grad de eliberare a substantelor active
in vivo, astfel incat sd asigure aceeasi absorbtie si arii similare sub curbele nivelurilor plasmatice (ASC). Deoarece
absorbtia nu dureazd mai mult de 72 de ore, nu are sens s mergi mai departe de aceastd data. Pe de alta parte, acest
lucru vine 1n contradictie cu cerinta ca aria sub curba de la 0 la ultimul punct masurat, AUC o1, sa fie de cel putin
90% din aria totala AUC g, .. O prima abordare pentru depasirea problemelor, pornind de la consideratii practice si
etice, a fost restrictionarea intervalelor de masurare si a analizei statistice doar la o parte din curbe, asa-numita
analiza bazatd pe arii trunchiate.

Bioechivalenta medicamentelor de lunga duratd cu eliberare imediata in conditii de experimente trunchiate la 48 si
24 de ore, a fost studiat de multi cercetatori [116,117,118,119] si s-a constatat ca astfel de trunchieri nu schimba
decizia stabilitd prin analiza intregului set de date. S-a ajuns la concluzia cd evaluarea bioechivalentei
medicamentelor cu jumatate de viatd lungd nu ar fi afectatd negativ prin limitarea duratei investigatiei si, in
consecintd, prin utilizarea AUC trunchiate la 48 de ore sau la 24 de ore.

Restrictia la 72 de ore a fost in cele din urma acceptatd de autorititile de reglementare [120,121,122,123,124,125].

O analiza recenta a 24 de medicamente cu viatd lunga a evidentiat faptul ca chiar si un interval de 12 ore este foarte
sensibil si adecvat atunci cand se determind daca doud formulari sunt bioechivalente [126].

Aspectul principal este ca intervalul pana la care AUC trunchiata trebuie sa includa finalizarea fazei de distributie
[127].

Corelatii in vitro—in vivo

Dificultdti in modelarea si prezicerea farmacocineticii medicamentelor de lunga durata apar si in corelatii in vitro-in
vivo (IVIVC). IVIVC sunt corelatii intre datele de dizolvare in vitro si cinetica de eliberare estimatd in vivo prin
deconvolutia datelor farmacocinetice. Corelatia este buna si chiar liniara, de exemplu, in cazul multor formulari cu
eliberare prelungita, dar Farmacopeea Statelor Unite (USP) si Administratia Alimentelor si Medicamentelor (FDA)
accepta atit modele liniare, cit si neliniare pentru modelarea IVIVC-urilor [128,129]. Au fost propuse modele foarte
complexe Tn caz de neliniaritate [98,99,130], dar cu cat numarul parametrilor modelului este mai mare, cu atat
algoritmii de potrivire sunt mai instabili [73,75].

Autoritatile recomanda cu tarie [131,132] stabilirea corelatiilor IVIVC, deoarece sunt foarte utile in dezvoltarea si
controlul formularilor [133,134], desi in practica poate aparea mari dificultati [63].

Amiodarona IVIVC

Proiectarea cineticii dizolvarii AMD este utild in gestionarea eliberdrii si absorbtiei in vivo, pentru a reduce
variabilitatea ridicatd a farmacocineticii. IVIVC Intdmpind mari dificultati din cauza solubilitatii slabe a AMD in
mediile de eliberare si in lichidul intestinal.

Deoarece Amiodarona este lipofila (logP 7.24), dizolvarea sa in apa este foarte mica, astfel incat este necesar sa se
adauge agenti activi de suprafata in mediul de dizolvare. FDA recomanda lauril sulfat de sodiu (SLS) 1% sau Tween
80 1%.

Pentru a creste eliberarea in vitro, la mediul de eliberare se adauga cantitéti mari de surfactanti, in principal compusi
utilizati ca emulsificatori si surfactanti si 1% laurilsulfat de sodiu. Eliberarea este fortatd sa fie completa intr-o ora,
dar apar dificultati in corelatie cu farmacocinetica, deoarece In prima ora absorbtia este practic nesemnificativa.
Aceasta lucrare cautd corelatii de tip A pentru amiodarond, in conditii de trunchiere a farmacocineticii, similar cu
ceea ce se realizeaza cu succes in dovedirea bioechivalentei acestor medicamente si prin scalarea timpului de
dizolvare in vitro la un timp estimat de dizolvare in vivo.

Materiale si metode
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Dizolvarea in vitro

Studiile de dizolvare a comprimatelor de 200 mg Amiodarone au fost efectuate folosind un aparat de dizolvare USP
2 (DT 800 Erweka GmbH, Heusenstamm, Germania) la 100 rpm. Mediul de dizolvare (laurilsulfat de sodiu 10g / |
in apa ultrapurd, 1000 ml) a fost mentinut la 37 + 0,5 © C. Alicote de 5 + 0,1 mL au fost colectate la 5, 15, 30, 45 si
60 min si ulterior inlocuite cu un volum egal de mediu. Probele au fost filtrate printr-un filtru 0.45 um Teflon®, iar
concentratiile medicamentului au fost determinate prin masurarea absorbantei fiecarei probe la 242 nm pe un
spectrofotometru UV-VIS V-530 (JASCO Ltd., Tokio, Japonia). Concentratiile de amiodarona au fost calculate din
curbe de calibrare liniare. Datele privind dizolvarea pentru fiecare compus sunt raportate ca valori medii de 6 replici
si s-a calculat coeficientul de variatie.

Rezultate

Dizolvarea in vitro a amiodaronei

Profilurile de dizolvare a amiodaronei au prezentat o variabilitate semnificativa, dar distributia lor in spatiu a fost
foarte omogend (figura 50a). Variabilitatea a fost in esentd o intravariabilitate. Curbele medii corespunzatoare
medicamentului de referinta si testat au fost similare (factor F2> 50). In consecinta, pentru corelatiile cu absorbtia
estimata s-a utilizat media totala a curbelor de dizolvare (Fig 50b).
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Figura 50. Curbele de dizolvare a AMD in vitro. A. Toate curbele, B. curba medie

Modelarea datelor cinetice de eliberare in vitro

Datele de dizolvare in vitro au fost modelate folosind legea radacinii patrate, legea puterii si modelul Noyes
Whitney, utilizate in forme liniarizate. Tn analiza performantelor modelelor s-au comparat proprietitile fizico-
chimice si structura sistemelor de eliberare cu conditiile initiale si limitd ale ecuatiilor asociate cu modelele [86] si
coeficientul de corelatie.

Dupa cum se poate vedea in figura 51, atat legea puterii, cat si modelele lui Noyes Whitney au ldsat un punct departe
de linia de regresie. Modelul radacinii patrate pare si descrie bine cinetica de eliberare Tn Tntregul domeniu de timp.
Rezultatul este remarcabil, deocarece de obicei acest model este aplicabil pentru eliberarea a 60 - 70% din
componenta activa.
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Figura 51. Adaptarea cineticii de eliberare prin modele liniarizate. A. modelul radacinii patrate, modelul B. Noyes
Whitney C. Modelul legii puterii
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Modelul Noyes-Whitney implica eliberarea substantei active intr-un strat limitd la interfata dintre formulare si
solvent. Legea puterii presupune ci eliberarea are loc in solventul care intra in formulare. in ceea ce priveste legea
radacinii patrate, aceasta poate fi expresia a doud modele diferite: eliberarea in stare stationara a solventului care
spald formuld strat cu strat sau eliberarea in afara formularii matricei care functioneaza ca un rezervor infinit. Faptul
ca Noyes Whitney pare sd se potriveascd mai bine cu datele (figura 51b) decét legea puterii (figura S1c) este un
argument pentru eliberarea dintr-un rezervor ca model care conduce la legea radacinii patrate.

Acesta poate fi scris aproximativ prin FRD(t) = \/E .
Pe de alta parte, nu este exclus un comportament in doud faze, pre si post-dezagregare si, in consecintd, o aplicare a
modelului in doi pasi [79], dupd cum se poate vedea in figura 52.
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o R?=1.00 Figura 52. Modelarea in doi pasi a cineticii de eliberare a
0 ‘ ‘ AMD utilizand modelul radacina patrata
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sqrt (t) Rezultate farmacocinetice

Curbele nivelurilor plasmatice medii pentru intervalul 0 -
120 h sunt prezentate in Figura 53. Este de remarcat ca existd o variabilitate ridicatd a concentratiilor incepand de la
12 h, dar este, in acelasi timp, de observat cd si cozile sunt aproximativ paralele. Dupa cum sugereaza graficul
(Figura 54), formularile sunt bioechivalente.

10T 4 N
z = &
E 0. EJ?
» S N
€ gn(}
c 0. zj
o o g
2 =1
2 0. © 8 —o—R
£ + |
: §/> \ T
c 0. c |
° . 8 ~
— l 1 D —
0 . 1 - — r—
50 100 time (h)
time (h)

Figura 53. Nivelurile plasmatice medii ale medicamentului de referinta AMD (n = 24). Figura 54 Nivelurile medii
plasmatice de referintd si medicamentul testat

Analiza farmacocineticii AMD

Modelarea fiabild a farmacocineticii AMD trebuie sa includa cel putin doud compartimente. Dimpotriva, pentru
analiza limitata la interval de 0 - 12 ore, un model monocompartimental a reprezentat o buna aproximare a
nivelurilor plasmatice.

In aceasta lucrare am fost interesati de nivelurile plasmatice in timpul fazei initiale, de absorbtie si mai putin de
nivelurile de AMD in compartimentul lipidic, de concentratia metabolitilor si de circulatia enterohepatica. In aceste
conditii a fost considerat doar compartimentul central, de unde eliminarea aparentd este de fapt eliminarea totala
(distributie, metabolism, eliminare renala etc.). Revenirea AMD din compartimentul lipidic sau prin reabsorbtie sunt
procese care intrd ulterior in actiune.

Analiza partii de eliminare a curbelor nivelurilor plasmatice a fost efectuata si pe intreaga duratd 0 - 120 h si date
trunchiate pana la intervale de timp 0 - 48 si 0 - 12 h, cdutdnd o corelatie liniard buna a datelor transformate
logaritmic pentru a defini o constanta aparentd de eliminare finala.
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Figura 55. Trei pasi exponentiali consecutivi pentru eliminarea AMD
Din figura 55 este clar ca eliminarea a avut loc in cel putin trei etape: o scadere rapida exponentiald in intervalul de
7 - 12 h, alta exponentiald, dar cu o ratd diminuata, in 12 h - 48 h si o altd eliminare, dar mai lenta, in intervalul de
timp de 48 - 120 h. Deci, acea analiza a trebuit trunchiatd la primul interval, unde definitia unei constante de
eliminare este consecventa.
Estimarea fractiei de dizolvare-absorbtie in vivo
Daci se poate defini constanta de eliminare, estimarea fractiei de absorbtie in functie de timp a fost efectuata prin
deconvolutia farmacocineticii in vivo. S-a verificat aplicarea formulei de tip Wagner Nelson [137].

§
ot)+ [ 'klcdt _c(t) +k[ AUC,

FRA(t,) = -
] T T
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unde, FRA(t;), fractia de medicament absorbita la momentul t; , c(t;), concentratia de plasma a medicamentului
T
principal la momentul ¢;; ¥ , "e rata de eliminare constantd calculatd de la partea finald a curbelor nivelului de
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de la momentul 0 la l: . AUCM} - aria indicand curba de concentrare-timp pentru AMD extrapolatd prin
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Fractia absorbita a fost calculatd utilizand o formula de tip Wagner Nelson pentru nivelurile plasmatice n intervalul
0 - 120 h, nivelurile trunchiate la 48 h si respectiv la 12 h. Formula a fost adaptatd pentru fiecare interval asa cum
este prezentat de exemplu pentru intervalul 0 - 12h
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Figura 56. FRA calculat pe baza ke si AUC din intervalul de timp intreg sau restrictionat: a. 0-120h, b. 0-48h, c. O-
12h
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Dupa cum se poate vedea in figura 56, rezultatele au fost fiabile numai in cazul trunchierii la 12 ore. Pentru intervale
mai mari, fractiile calculate au fost lipsite de sens, cu valori mai mari decét una.

Modelarea functiei FRA (t)

Deoarece amiodarona este lipofild, absorbtia sa este rapida si se asteapta ca cinetica FRA (t) sa fie determinatd prin
dizolvarea in vivo. Dizolvarea in vivo este de fapt mult mai lenta decat dizolvarea in vitro efectuata folosind metoda
compendiald, care este una fortatd. Cu toate acestea, este de asteptat ca cele doud procese sa urmeze acelasi model.
In consecinta, s-a cautat o modelare a radacinii pitrate a FRA (t). Dupa eliminarea primului punct, corespunzator
concentratiei de 1 ord, ajustarea pentru toate celelalte puncte a fost excelenta. Astfel, la un comportament diferit in
vitro in 15 minute initiale decat in restul intervalului de timp (fig.57), a corespuns un prim pas singular, de o ora,
dizolvarii in vivo.

y =0.61x - 0.60
R*=0.99

Figura 57. Fractia absorbita in functie de radacina patrata a timpului

I11.4.2. Corelarea fractie dizolvata — fractie absorbita

Estimarea timpului de absorbtie in vivo. Scalarea timpului

Din moment ce se astepta ca dependenta de timp a proceselor de dizolvare in vitro si in vivo nu sunt identice, s-a
efectuat o reducere a timpului.

Dizolvarea in vitro a fost completa intr-o ora si absorbtia estimata in vivo pare s dureze 4,5 ore. in consecinti,
pentru a verifica natura corelatiilor dintre eliberarea in vivo si in vitro, timpul de dizolvare in vitro t, a fost expandat
la un timp estimat t *, de eliberare in vivo. S-a considerat ca absorbtia, deoarece AMD este lipofild, incepe foarte
rapid si Tga=0 . Tmax a fost considerat, egal cu valoarea saturatiei FRA (t), ca fiind de 4,5 ore. In aceste conditii t

* _
* este proportional cu timpul de dizolvare in vitro =45t .
Cu t*=4,5t, FRD si FRA apar corelate, dupa cum se poate vedea in figura 58, Insa nu liniare.
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Figura 58. Fractiune eliberata in vitro si in vivo, in functie de timpul scalat t *

Scalare indusa de corelatie
A doua metoda de scalare a fost scalarea indusa de corelatie pornind de la impunerea unei corelatii bune intre
eliberarea expandata in vitro in functie de absorbtia t *, FRD (t *) si in vivo, de fapt ideea graficului Levy [101].

* -1
A fost transformat timpul t, pentru dizolvarea in vitro, in timpul t * folosind formula t =FRA (FRD(t))
Aceasta este de fapt o generalizare a graficului Levy care a identificat timpii legati de acelasi rezultat de eliberare,
de exemplu, dizolvarea si fractia de absorbtie. in cazul graficelor Levy, insuficienta informatiilor este o reald
dificultate ntr-o astfel de scalare directd a timpului datoritd numarului mic de puncte de esantionare disponibile
pentru potrivirea nivelurilor similare de fractii absorbite si dizolvate, cu efecte asupra calitatii si stabilitatii IVIVC.
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111.4.3. Modelarea dependentei fractiei absorbite de timp

* * 2
De cind s-a stabilit ci FRA= &+ b\/t— , pentru un punct experimental FRD=FRA , t = ((FRDk —a)/b)
Scalarea indusa prin corelatie impune o relatie liniard 1:1, mai exact, o curba egala cu unu si intercepteaza la 0,
precum se poate vedea cd s-a obtinut (figura 60), Insd problema este ca, pentru compararea unor formulari diferite,
este necesar sa ludm in considerare aproximativ aceeasi functie de corelare.
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Figura 60. FRD(t*) si FRA (t*) dupa scalarea temporala

In cazul acestui tip de corelatie, mai semnificativa este natura functiei de scalare t * (t)

Modelarea dependentei timpului scalat U faga de timpul de dizolvare in vitro - t
Ca modele de scalare a timpului, a fost considerata o potrivire neliniara, de tip In-In si un model de radacind patrata.
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Dependenta t * de radacina patratd a t (figura 61b) si Int liniar - Int * (figura 61 c) dependenta par a fi fiabila.
Dependenta de radacina patratd a timpului, similard cu ceea ce s-a discutat in urma modelérii dizolvarii in vitro, ar
putea fi un model alternativ in doi pasi liniari. Modificarea pH-ului, peristaltismului si agitatiei rezultate, ar putea
explica o modificare a starii fizice a tabletei si o corelatie liniara bifazica in vivo.

Validarea modelului

Acelasi calcul si analizd prezentate mai sus au fost aplicate in studiu separat, pentru media R si pentru media T. in
ambele cazuri, timpul scalat pentru dizolvarea in vivo t *, depindea aproximativ liniar de radacina patratd a timpului
si, rezultatul mai semnificativ, pantele liniilor de regresie erau foarte apropiate. Tn ambele cazuri, timpul scalat
pentru dizolvarea in vivo t * a depins aproximativ liniar de radacina patratd a timpului, asa cum se poate vedea Tn

figura 62.
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Figura 62. Adaptarea liniara a dependentei intre timpul estimat pentru dizolvarea in vivo t * si timpul pentru
dizolvarea in vitro t
Daca consideram ca o linie dreapta este data de valorile prezise si cealaltda descrie valorile observate, diferenta dintre
doua valori t * corespunzatoare unui anumit timp t poate fi utilizata in definirea performantei modelului.
Calitatea de potrivire a curbei de validare Incrucisata a fost determinatd de eroarea medie de predictie (MPE)
definita similar ca in evaluarea bioechivalentei, ca zona intre curbe Impartita la aria sub curba de referinta:

Ty

[ "I(aq +bet) — (ay +byt)|dt

Ty
jo (a, +byt)dt 550

unde R si T se referd la valorile observate (testate) si respectiv la valorile prezente (de referintd) si T4 pand la
sfarsitul intervalului de timp pentru evaluarea dizolvérii in vitro.

MPE = —

Discutii

Eliberare in vitro

O prima discutie ar trebui sé fie despre metoda de dizolvare aplicatd. PH-ul acid al mediului, viteza de rotatie de 100
rpm si adaugarea de laurilsulfat de sodiu la o concentratie foarte mare (1%) inseamna un test de dizolvare fortatd, cu
biorelevantd scazutd, dar acesta este testul oficial recomandat de USP, inca in uz (USP 2019) si, in consecintd, a
trebuit sa fie aplicat in studiul de bioechivalenta.

Recent, alti autori au folosit intr-o cercetare pentru dezvoltarea de noi formulari bazate pe complexe ciclodextrina-
amiodarond, ca mediu de dizolvare o solutie de pH 1,2 (HCI 0,1 N ca fluid gastric simulat) pentru primele 2 ore si
apoi o solutie de pH 6,8 (tampon fosfat) ca fluid intestinal simulat pentru urmatoarele 10 ore si o viteza de rotatie de
50 rpm. [138]. O metoda similara cu a noastra a fost in esenta aceeasi metoda de compendiu, dar la 50 rpm [139]. O
evaluare comparativa a trei formulari diferite de tablete de amiodarona a fost, de asemenea, efectuatd in prezenta
SLS 1%, dar la pH = 5,0 [109].

O cercetare privind imbunatatirea solubilitatii si a ratei de dizolvare prin tehnica de dispersie solida a evaluat
dizolvarea AMD la trei valori ale pH-ului, inclusiv acidul pH 1,2, acetat tampon pH 4,5 si tampon fosfat 6,8 [140].
Ceea ce este clar este cd niciun autor nu a cdutat o metoda biorelevanta, de fapt aproape toti cercetdtorii fiind
interesati de formulari noi, cu o cinetica de eliberare imbunatatita.

Amiodarona este slab solubila, dar, dupa excipientii hidrofili in formularea tabletelor si prezenta laurilsulfatului de
sodiu in mediu de dizolvare, eliberarea sa este rapida si completa.

Atat modelele cu radacina patrata, cat si modelele legii puterii, au sugerat o eliberare in doi pasi: un prim pas ,,cu
efect rapid” si un al doilea, mai lent si bine adaptat de ambele modele. Este posibil sa se aplice criterii statistice si de
informare pentru stabilirea ,,modelului cel mai bun”, dar este, de asemenea, clar ca o astfel de clasificare nu are
sanse sa fie semnificativa statistic.

S-a constatat cd dizolvarea cristalelor de amiodarona este un proces in doi pasi [141] o dizolvare in cateva minute
(5-10) urmata de o dizolvare lenta si limitata (mai putin de 10%). Un articol [138] a propus modelul legii puterii, iar
Emami a considerat un model de eliberare cinetica de prim ordin, dar, de reguld, autorii au evitat sa faca o modelare
a eliberarii.

Modelul farmacocinetic controlat prin dizolvarea AMD

Deoarece AMD este lipofila (logP = 7,24), rata constanta de transfer din sange in compartimentul lipidic este mai
mare decét cea a transportului invers. In faza de absorbtie-distributie, revenirea AMD in singe ar putea fi neglijata,
iar transferul din sange in lipide va deveni o componenta a constantei ratei de eliminare totald a medicamentului
principal (Figura 63).
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Figura 63. Model compartimental simplificat care descrie farmacocinetica AMD

AMD vivo .
unde "I este cantitatea de AMD fin formularea tabletei, Kq fiind constanta de dizolvare din intestin, K,
reprezinta suma constantelor de eliminare prin transfer in compartimentul lipidelor si in diverse rute de eliminare.

Scalarea timpului liniar

In tractul tractului gastrointestinal (GI), in absenta LSS, dizolvarea AMD are loc cu o rati mult mai mica decat in
vitro. Dupa solubilitatea scazuta a AMD si volumul mic de lichide GI, dizolvarea este lenta si limitatd. Eliberarea
este influentata direct de alimente [89], precum si de secretia indusa de saruri biliare si lecitina asociatd cu aportul de
alimente [81]. In aceste conditii, scalarea in timp este o procedura dificil, dar necesard pentru efectuarea corelatiei
in vitro in vivo, dar FDA recomanda: ,,Scalarea in timp poate fi utilizata atat timp cat factorul de scalare a timpului
este acelasi pentru toate formularile”. [128]

Aplicarea unui factor de scalare, aceeasi pentru toate formularile este 0 metoda ideala. Din pacate, este de asteptat ca
in diferite segmente ale tractului GI, influenta asupra ratei de dizolvare sa fie diferita de la formulare la formulare. in
aceste conditii, aplicarea unui singur factor ar putea fi o aproximare aproximativa [121].

Cu scalarea proportionald, in cazul AMD, FRD si FRA pareau a fi corelate, dar nu liniar. A fost propusé o formula
mai generala decat proportionalitatea [142] sub forma unei relatii liniare

tvivo =a+ btvitro
ceea ce Inseamna introducerea unui nou parametru, care este, de fapt, decalajul de timp. O corelatie in doi pasi,
utilizatd de aceiasi autori pentru a-si modela datele experimentale, este din nou un model mai complex, definit de
trei parametri: cele doua pante si timpul de schimbare a functiei de corelatie.

Scalare indusa prin corelatie

Identificarea momentelor in care FRD (tk) = FRA (tk), asa cum a propus Levy, a furnizat doar cateva puncte de
corelatii si a fost dificil sa se analizeze un model privind scalarea timpului.

in cazul in care dizolvarea poate fi descrisi ca fiind acceptabila de o functie care este solutia unui model,
corespondenta dintre timpul in vitro pentru obtinerea unei fractiuni date de eliberare / absorbtie si timpul in vitro
pentru eliberarea aceleiasi fractii poate fi stabilita la nivel global in loc de local potrivire, cu functia care descrie
dizolvarea in vivo FRA (t *):

FD (tk) B FRA(tk)' Deoarece acest lucru poate fi scris in forma
,metoda functiei de eliberare inversa”.

Tn identificarea rezultatelor experimentale in vitro si a cineticii de eliberare in vivo folosind modele matematice
pentru gasirea unei scaldri de timp in vitro in vivo adecvate (ivivts), Cardot [143] a folosit functia Weibull. Aceasta
functie prezinta avantajul ci descrie de obicei foarte bine datele de eliberare, dar este un model cu doi parametri si
este empiricd. Modelul Weibull considerd evolutia foarte generald in mai multe etape cu probabilititi egale de
transfer intre etape si nu are nicio presupunere cu privire la structura sistemului farmaceutic si mecanismul de
eliberare.

t = FRA™(FD(t,)

regula se numeste

Functia radacinii patrate

Gasirea unei functii uniforme pentru a descrie scalarea este un obiectiv dorit. Dacd FRA (t) parea a fi o functie de
putere sau radacina patratd, functia de scalare t * (t) parea a fi mai degraba o lege a radécinii patrate. Acesta este un
rezultat asteptat in contextul aplicabilititii legii radécinii patrate pentru eliberarea in vitro, desi comportamentul in
doua etape este mai putin frecvent pentru procesele in vivo. Este posibild si o dependenta liniara intre Int * si Int, dar
mai putin probabila.

Legea radacinii patrate s-a dovedit a fi aplicabild in ambele formulari evaluate. Aceastd functie are o rezonanta
mecanicistd. De obicei aplicat in descrierea cineticii de eliberare, dovedita aplicabila in tabletele AMD in toate
experimentele noastre, este de fapt un fenomen mai general: eliberarea din tancuri infinite, similara cu eliberarea din
termostate in teoria transferului de caldura [103].
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In cazul carbamazepinei, dupa potrivirea fractiilor egale in vitro si in vivo, sa constatat o dependentd liniara
aproximativa intre timpul in vivo si timpul in vitro [144].

Recent, 1n cazul formularilor de telmisartan, aplicand aceeasi metoda Levy si pentru timpii de esantionare care nu se
potrivesc, factorul de normalizare fiind estimat ca media timpului de esantionare anterior si urmator, autorii au
propus doua relatii liniare si o ecuatie de ordinul doi pentru a evita discontinuitati de timp [145].

Pentru AMD, primele corelatii in vitro - in vivo au fost incercate de Emami, dar, ca o consecinta a farmacocineticii
foarte complexe, rezultatele au fost fiabile doar pentru corelatiile de tip B si tip C.

Validarea

De obicei, corelatiile ivivc sunt aplicate pentru a compara trei formulari semnificativ diferite. In studiile de
bioechivalenta, formularile de referinta si testate sunt de obicei foarte apropiate. Deci, poate fi testat daca exista
acelasi tip de corelatie pentru ambele formulari, in cazul nostru, de exemplu, functia rddacina patratd si distanta
dintre timpii redimensionati, In ceea ce priveste aria sub curbe.

O corelatie care implica mai mult de doud formulari ar putea fi efectuatd in urma compardrii diferitelor studii de
bioechivalenta, dar tinand cont de dificultétile care apar in comparatiile studiilor clinice efectuate pe loturi diferite
de subiecti [108].

In studiul nostru am fost interesati de posibilitatea depasirii dificultatii de a defini un interval de timp adecvat in care
absorbtia este contaminata cit mai putin posibil de circulatia enterohepatica si de revenirea in sdnge a AMD din
lipide si din compartimentul profund si, in consecintd, pentru a gasi o metoda de estimare a corelatiei iviv tip A.

Concluzii

Corelatiile directe ale dizolvarii in vitro cu absorbtia in vivo pentru medicamentele cu actiune indelungatd nu sunt
fezabile, deoarece nivelurile plasmatice sunt semnificativ crescute pentru o lungd perioada de timp dupa ce absorbtia
este completd. In aceste conditii, trunchierea curbelor de nivel plasmatic este o solutie similari cu analiza
bioechivalentei acelorasi medicamente, care este de fapt o masura a gradului de absorbtie.

Logaritmul nivelurilor plasmatice AMD dupd Tmax, a evidentiat trei domenii liniare, legate de preponderenta
diferitelor procese de eliminare in faze succesive: 7 - 12h, 12 - 48 h si 48 - 72 h. Intervalul de timp 7-12 ore a fost
considerat ca fiind corespunzitor fazei inainte de revenirea AMD din compartimentul profund si circulatia
enterohepatica. Intervalul a fost definit ca faza de distributie-absorbtie.

Calculul FRA (t) utilizdnd o formula de tip Nelson - Wagner este adecvat in prima ,,fazd dominanta de absorbtie”,
atunci cdnd modelarea farmacocinetica a nivelurilor plasmatice medii ale AMD a sugerat un comportament pseudo
un compartimental, FRA calculat a crescut proportional cu radacina patrata a timpului in intervalul 0 - 5h, cand a
atins valoarea 1.

Corelatia compendiului ,,dizolvare fortata” in vitro cu absorbtia in vivo calculata a fost posibild prin scalarea
timpului de dizolvare de la o ora in vitro la aproximativ 5 ore. Un grafic Levy bazat pe o functie de eliberare inversa,
transforma corelatia dintre fractiunile de dizolvare in corelatie intre timpii de dizolvare, un surogat complet al
abordarii clasice IVIVC.

O dependentd de radacina patratd intre timpul in vitro si cea estimata in vivo este posibild in legatura cu acelasi
model de eliberare in vitro in tabletele AMD. Pentru formulari strans legate, in ceea ce priveste compozitiile si
farmacocinetica (bioechivalentd), un model de scalare de timp in timp foarte radacina patrata a functionat pentru
AMD si ar putea fi o regula mai generala.

I11.5. ANALIZA TOXICITATII COMPLEXULUI AMIODARONA-B-CICLODEXTRINA
Rezultate
Toxicitatea acutd a AMD, a AMD / HP-$-CD, a matricei de control AMD (Fc) si a matricei AMD [ HP-5-CD (F)
Semnele vitale
In intreaga perioada de studiu, nu au fost observate semne clinice neobisnuite la soarecii care au primit 175 mg / kg
greutate corporala de AMD, respective AMD / HP-B-CD, Fc si F. Tabelul 49 rezuma unele raspunsuri
comportamentale ale soarecilor din primele 30 minute si ora in primele 6 ore dupa administrarea unei doze unice de
b.w., in prima ord, urmatd de deces in cazul AMD, respectiv AMD / HP-B-CD. Cateva animale (3 din 4) au
prezentat usoare simptome dupa doza de 275 mg / kg pentru AMD / HP-B-CD si au murit la 6 ore dupa
administrarea substantei. Pentru complexele de incluziune matriceale, s-a obServat o scddere a sensibilitatii si
activitatii, tremuraturii si convulsiilor la 1090 mg / kg corp, in prima ora, urmata de deces pentru Fc si F10.
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Valorile dozei letale medii (DL50) ale AMD, respectiv AMD / HP-B-CD, utilizdnd procedura spre “in sus si spre In
jos” au fost determinate a fi 289,4 mg / kg pentru AMD si 298,3 mg / kg pentru AMD / HP-B-CD. Pentru
formularile matriceale, valorile DL50 au fost de 347,5 mg / kg pentru Fc si 455,6 mg / kg pentru F10.

Evaluarea histopatologica

Necropsia a fost efectuatd la toate animalele la scurt timp dupa moarte. Organele interne (ficat, rinichi, plamani si
inimd) au fost examinate pentru modificdri macroscopice induse de AMD, respectiv AMD / HP-B-CD si colectate
pentru a efectua analize histopatologice (Fig. 64 si 65). Nu s-au observat modificari macroscopice.

Examenul histopatologic al fragmentelor de ficat si rinichi la animalele carora li s-au administrat doze toxice de 690
mg / kg de AMD au evidentiat aspecte sugestive ale hepatotoxicititii induse de medicamente (Fig. 64A, 64C),
comparativ cu dozele de 440 mg / kg de AMD (Fig. 64B, 64D). In rinichi, exista modificri tipice induse de 690 mg
/ kg de AMD (Fig. 64E, 64G) comparativ cu dozele de 440 mg / kg de AMD (Fig. 64F, 64H).

Discutii

Studiul nostru a constatat cd AMD / HP-B-CD are o toxicitate acutd similara cu AMD purd dupa administrarea
parenterala la soareci: 289,4 mg / kg pentru AMD si 298,3 mg / kg pentru AMD / HP-B-CD. Doze similare ale
acestor compusi au produs un grad echivalent de toxicitate acutd numai pentru AMD, respectiv AMD / HP-B-CD.
Pentru formularile pe baza de matrice, valorile LD50 au fost de 347,5 mg / kg pentru Fc si 455,6 mg / kg pentru F10.
Matricea KOL si CHT a indus diferente mari in solubilitate si eliberarea controlatd a AMD: DL50 este cu 1,5 mai
mare atunci cind AMD este complexata cu HP-B-CD si este inclusa in matricea F10 decat pentru AMD pur. Aceste
formulari sunt considerate moderat toxice (doza cuprinsd intre 50 mg / kg - 500 mg / kg), conform scalei Hodge si
Sterner pentru evaluarea toxicitatii cu ajutorul DLS50 [157], F10 fiind mai aproape de limita usor toxica .
Amiodarona este dificil de administrat datorita domeniului sau toxic-terapeutic Tngust, avand indice terapeutic mic
[158]. In studiul nostru, administrarea intraperitoneali a AMD a avut rezultate comparabile cu alte studii de
toxicitate acutd cu Amiodarona: LD50 de 294,0 mg / kg greutate corporald la soareci femele dupa administrare
intravenoasa [159]. Formularea pe baza de matrice a crescut solubilitatea si a modificat eliberarea substantei din
formulare.

Hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-B-CD) este extrem de biocompatibild si farmacologic inactiva, prin urmare a fost
considerat un material sigur pentru a imbundtiti solubilitatea si biodisponibilitatea AMD [160]. O formulare
complexa de ciclodextrind care contine un medicament bine cunoscut folosit de multd vreme este consideratd un
»super generic”, superior in performantd, in comparatie cu alte produse care contin aceeasi substantd activa
cunoscuta. In cazul administrarii orale, studiile farmacocinetice au aritat ci complexele medicament / ciclodextrini
farmacodinamice au aratat cd majoritatea complexelor de medicamente / ciclodextrind de pe piatd apartin acestor
medicamente super generice care au un efect terapeutic mai mare si mai rapid [152]. Un studiu recent
farmacocinetic efectuat la sobolani dupa administrarea intravenoasa a bolusului a ardtat ca includerea HP-B-CD n
solutia substantei administrate a Imbunatatit compatibilitatea sangelui [161]. Polisorbat 80 (Tween 80), un agent
tensioactiv neionic, este considerat netoxic, fiind utilizat ca aditiv, ca emulgator, ca dispersant sau ca stabilizator in
diferite tipuri de alimente, preparate farmaceutice sau produse cosmetice [162,163].

Pe de alta parte, Amiodarona are un raport terapeutic ingust si este considerat un medicament cu doza critica, prin
urmare, cresterea solubilitatii si eliberarea controlatd a AMD pentru a reduce doza de medicament activ in noua
formulare super-generica de ciclodextrini a fost considerati o idee evidenta. in experimentul nostru, LD50, bazat pe
procedura de sus si jos, a fost de 289,4 mg / kg pentru AMD, similar valorilor LD50 din literatura de specialitate
[159] si 298,3 mg / kg pentru noul complex de ciclodextrind de incluziune HP-B-CD, ceea ce inseamna cd AMD iar
complexul sau, HP-B-CD, avea un grad echivalent de toxicitate. Administrarea unei doze unice de 440 mg / kg si de
690 mg / kg de AMD clasica sau a noii noastre formulari HP-B-CD a produs efecte toxice echivalente la soareci:
ambele au provocat simptome complexe, cum ar fi modificari ale respiratiei, agitatie, ritm cardiac crescut ,
convulsii, tremurdturi, cianoza, caderi, defecatie, urinare si piloerectie. La soareci, atit AMD, cat si HP--CD si
formularile matriciale au determinat leziuni de toxicitate hepatica si renald, similare cu cele raportate in literatura
dupa doze mari de AMD. Aceste efecte nu au fost observate in formularile matriciale Fc si F10. La om, sindromul
de toxicitate acuta indusd de AMD este neobisnuit, se manifesta cu insuficientd hepaticd si renald acuta [164].
Manifestarile sistemului nervos central au fost descrise in literaturd atunci cand au fost administrate doze toxice de
AMD. In literaturi, cazurile de afectare pulmonari, de ex. edem pulmonar acut, au fost raportate dupa administrarea
dozelor toxice de AMD la om [165].

Concluzii

Studiul nostru de toxicitate acutd cu doza unica a ardtat cd aceeasi cantitate de AMD a fost echitoxica cu HP-B-CD,
dupa administrarea intraperitoneala, dozele letale (DL50) ale acestor forme farmaceutice le-au inclus Tn categoria 3
de toxicitate (substante moderat toxice). Pentru formuldrile bazate pe matrice, LD50 a condus mai sus la ideea unei
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administrari mai sigure, deoarece matricea KOL si CHT a indus diferente mari in solubilitate si a eliberat controlat
AMD. LD50 este cu 1,5 mai mare pentru AMD / HP-B-CD inclus intr-o matrice bazatd pe KOL si CHT comparativ
cu AMD pur, administrata pe aceeasi cale.

IV. CONCLUZII GENERALE

1. Formularea comprimatelor pe baza de dispersii solide si testarea dizolvarii
Pentru substantele active lipofile, cum este amiodarona, se pune problema eliberarii reduse din forma farmaceutica
n mediu intestinal, unde solubiliatea lor este mici. in aceste conditii producitorii recurg la diverse metodologii de
crestere a solubilitatii si de amplificare a eliberarii, In principal prin complexare cu polimeri si asociere cu
tensioactivi, care impreund se comporta ca vectori catre locul absorbtiei, si care maresc transferul interfacial.
O prima problema care apare este aceea ca aceasta eliberare crescutd poate duce la precipitarea substantei active in
intestin, de unde o mare variabilitate in absorbtie si in concentratiile in sdnge. Deci curba de eliberare trebuie sa fie
situatd Intr-un anumit interval in spatiul timp-concentratie.
Tntrucat nu avem acces experimental la procesele din intestine, rezultatul tehnologiilor de formulare aplicate Tl
putem obtine numai dupd administrare gi masurarea farmacocineticii principiului activ, ceea ce implica costuri mari
de timp si de bani, suferinte si riscuri pentru subiectii studiilor clinice implicate.
Alternativa testarii in vitro a eliberarii din formele farmaceutice este tot timpul aplicabila pentru a reduce numarul de
experimente in vivo. Aici apare problema alegerii testului in vitro astfel incat el sa fie “biorelevant”, adica sa ofere o
cat de cat predictie privind rezultatele in vivo. Aici apare din nou insd nevoia de a valida prin experimente de
farmacocinetica, caracterul predictiv al metodei. O complicatie majora este insa faptul cé testele de dizolvare ce s-
au folosit la aprobarea inregistrarii majoritatii medicamentelor au fost teste orientate spre  controlul
reproductibilitatii productiei . in cazul medicamentelor lipofile mediul de dizolvare contine concentratii mari de
tensioactivi, sunt teste fortate, care au o biorelevantd foarte scazuti. in cazul particular al amiodaronei, testul
recomandat de USP implicd un mediu de dizolvare continand 1% lauril sulfat de sodiu ( LSS) si din acest motiv,
diferentele intre cineticile de dizolvare ale formuldrilor pe baza de dsipersii solide si folosind excipienti
dezagreganti, au fost destul de mici pentru a putea trage concluzii pertinente.

2. Modelarea farmacocineticii amiodaronei si a metabolitului sau activ, desetilamiodarona
Farmacocinetica amiodaronei este foarte complexa si foarte variabila din acelasi motiv al lipofilicitatii sale foarte
mari. Dincolo de variabilitatea eliberarii din formele farmaceutice, apare o metabolizare extensiva, iarasi variabila, 0
distributie aproape completd in compartimentul lipdic si alte compartimente profunde, o secretie in bila si o
reabsorbtie prin circualtia enterohepaticd. Cedarea din compartimentele profunde duce la un timp de injumatatire
,pe etape”.

Reprezentarea logaritmului concentratiei AMD in functie de timp a pus in evidentd o dependenta liniara in trepte,
corespunzand predominentei a cite o singura exponentiala. S-a constatat ca eliminarea a fost aproximata ca suma
a trei exponentiale in intervalul 7 - 120 h si cu o sumd de doud exponentiale in intervalul de timp 7 - 48 h. Tn
intervalul 7 - 12 h, corespondenta cu o singura exponentiala a fost excelenta.

Farmacocinetica metabolitului este si ea complicata dar, reprezentarea logaritmici a pus in evidenta, pornind de la
timpul concentratiei maxime, a unei singure exponentiale. Fenomenul este cu mult mai general, fiind caracteristic se
pare tuturor metabolitilor, a caror farmacocineticad Urmeaza in esentd un model monocompartimental.

3. IVIVC pe baza metabolitilor
Estimarea dizolvarii in vivo prin deconvolutia farmacocineticii nu este posibila in cazul medicamentelor cu durata
lunga de viata si in special pentru AMD, deoarece nivelurile plasmatice sunt semnificativ crescute mult timp dupa
sfarsitul absorbtiei. Restrictionarea analizei la o parte a intervalului de timp, similar cu evaluarea cu succes a
bioechivalentei acelorasi medicamente, este o posibila solutie de Tncercat.
In cazul medicamentelor lipofile, datoriti dizolvarii lente, absorbtiei rapide si metabolismului rapid, farmacocinetica
atat a medicamentului périnte, cat si a metabolitilor inainte de revenirea medicamentului din alte compartimente din
sénge, este determinati in principal de cinetica eliberarii in intestin din formularea farmaceutica.
Pentru medicamentele lipofile cu durata lungd de viatd, asa cum s-a ardtat pentru AMD, este posibila estimarea
fractiei de absorbtie a medicamentului de bazd din farmacocinetica mai simpla a metabolitului, in cazul caruia este
posibila calcularea unei constante de eliminare.
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Similitudinea dintre dizolvarea in vitro si modelul de dizolvare estimat in vivo, precum si dependenta similara a
timpului scalat de timpul in vitro in cazul formularilor bioechivalente pot fi considerate ca o validare a folosirii
metabolitului Tn modelul de corelatie in vitro - in vivo.

4. Corelarea in vitro-in vivo (ivivc) restransi la perioada de absorbtie/distributie

Corelatiile directe ale dizolvarii in vitro cu absorbtia in vivo pentru medicamentele cu actiune indelungatd nu sunt
fezabile, deoarece nivelurile plasmatice sunt semnificativ crescute pentru o lunga perioada de timp dupa ce absorbtia
este completa. In aceste conditii, trunchierea curbelor de nivel plasmatic este o solutie similara cu analiza trunchiata
a bioechivalentei aceloragi medicamente, care este de fapt o masura a gradului de absorbtie.

Calculul FRA (t) utilizdnd o formula de tip Nelson - Wagner este adecvat in prima ,,fazd dominanta de absorbtie”,
atunci cand modelarea farmacocinetica a nivelurilor plasmatice medii.

In consecinti, analiza IVIVC intr-un interval trunchiat de la administrare, folosind formula Wagner-Nelson
modificata, permite calculul unei fractii de absobtie ca functie de timp, verosimila.

Metoda se poate extinde probabil la practic toate medicamentele lipofile.

5. Scalarea timpului in vitro la timpul in vivo

Corelatia Tntre- ,,dizolvarea fortatd” in vitro cu absorbtia in vivo estimatd, a fost posibild prin scalarea timpului de
dizolvare in cazul AMD de la o ora in vitro la aproximativ 5 ore in vivo. Un grafic Levy bazat pe o functie de
eliberare inversd, a transformat corelatia dintre fractiunile de dizolvare in corelatie intre timpii de dizolvare, un
surogat complet al abordarii clasice IVIVC.

O dependenta de radacina patrata intre timpul de dizolvare in vitro si cel estimat in vivo este posibila in legatura cu
aplicare aceluiasi model de eliberare in vitro din tabletele AMD. Pentru formulari similare in ceea ce priveste
compozitiile si farmacocinetica (bioechivalentd), un model de scalare timp- timp tip radacind patratd a functionat in
cazul AMD si ar putea fi o regula mai generala.

6. Valorificarea datelor din studiile de bioechivalenta

Mii de date obtinute din studii de bioechivalenta pot fi si trebuie evaluate in studii farmacodinamice si terapeutice
ulterioare.

Pe langa rezultatele medii obisnuite si deviatiile standard, este util sd se estimeze intervalele de valori, valorile
aberante ale raporturilor parametrilor si gruparea datelor.

In toate studiile de bioechivalenti, evaluarea datelor privind concentratiile standardului intern poate furniza
informatii privind efectele aportului alimentar standard asupra randamentului de extractie a plasmei.
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