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Kratak sadrzaj

Poslednjih godina se sve viSe paznje posvecuje razvoju i karakterizaciji podloga
kao nosaca lekovitih supstanci (aktivni farmaceutski sastojak, eng. API) u
farmaceutskim oblicima polucvrste konzistencije za primenu na kozi ili sluzokozi. S
obzirom da ispitivanja novih lekovitih supstanci zahtevaju velika ulaganja i dugo traju,
zglobovima, usmeren je ka modifikaciji postoje¢ih podloga i razvoju i karakterizaciji
novih nosaca lekovitih supstanci.

Cilj rada je bio da se ispita uticaj variranja razlicitih faktora formulacije kao Sto
su tip 1 koncentracija sredstva za geliranje, koncentracija izopropil alkohola (IPA) kao
rastvaraca i ,,pojaCivaca”/inhensera penetracije, fizickohemijske karakteristike uzoraka
aktivne supstance (ketoprofen), nabavljenih od razli¢itih proizvodaca, na osobine i
stabilnost hidrofilnog gela sa 2,5% (m/m) ketoprofena.

Karakterizacija pripremljenih uzoraka ketoprofen gela sprovedena je kroz
fizickohemijska i biofarmaceutska ispitivanja i ispitivanje stabilnosti.

Dobijeni rezultati ukazuju na zadovoljavajucu stabilnost ispitivanih uzoraka, kao
i na to da faktori formulacije koji ispoljavaju najveéi uticaj na fiziCkohemijske
karakteristike preparata ketoprofen gela jesu: tip upotrebljenog gelirajuceg sredstva,
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zatim koncentracija koriS¢enog sredstva za geliranje, a najmanji uticaj ima
koncentracija IPA (u ispitivanom opsegu).

Poredenjem profila oslobadanja lekovite supstance iz ispitivanih formulacija
karbomernih gelova, nije zapazen znaCajan uticaj variranih faktora (koncentracije
gelirajuéeg sredstva i IPA) na oslobadanje ketoprofena.

Kljucne reci: Ketoprofen, karbomerni gel, izopropil alkohol,
reoloska karakterizacija, profili oslobadanja,
ispitivanje stabilnosti.

* Adresa autora za korespondenciju: katarinajoncics@gmail.com

Uvod

Ketoprofen pripada grupi nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSAIL),
koji se cCesto upotrebljavaju za lecenje hronicnih inflamatornih procesa.
Ogranicena efikasnost i nezeljeni efekti, kao §to su iritacija gastrointestinalnog
trakta (GIT), prilikom primene peroralnih farmaceutskih oblika ketoprofena
(film tablete, tvrde kapsule sa produzenim oslobadanjem), doveli su do razvoja
farmaceutskih oblika podesnih za alternativne puteve primene, pre svega
hidrofilnih gelova ketoprofena (1). Jednostavne formulacije vodeno-alkoholnih
gelova Cesto se koriste kao nosaci za slabo rastvorne API, kakav je ketoprofen.
Ocekivano je da se primenom gelova na bazi alkohola moze unaprediti isporuka
API iz grupe NSAIL, odnosno ostvariti bolja penetracija leka u kozu, kako zbog
poboljsanja rastvorljivosti lekovite supstance u nosacu, tako i zbog mogucih
interakcija akohola sa lipidima kozne barijere i1 posledicnog povecanja
permeabilnosti koze. S druge strane, upotreba alkohola u kombinaciji sa
geliraju¢im sredstvima iz grupe hidrofilnih polimera cesto je ograni¢ena
potencijalnim interakcijama (2). Poznato je da faktori formulacije, koji se
dovode u vezu sa reoloskim ponaSanjem sistema, u velikoj meri mogu da uticu
na osobine i kvalitet preparata polucvrste konzistencije, ukljucuju¢i in vitro
profile oslobadanja leka iz podloge/nosaca (3-5).

U ovom radu razvoj formulacije ketoprofen 2,5% (m/m) gela, koncipiran
je tako da se upotrebom razli¢itih tipova karbomera, kao sredstava za geliranje
(karbomer 940 i karbomer 934P) u razlic¢itim koncentracijama (1,5% i 1,8%), 1
upotrebom izopropil alkohola (IPA), kao rastvarata za ketoprofen 1
potencijalnog pojacivaca penetracije (koncentracije od 20% (m/m) i 25%
(m/m)), dobiju proizvodi odgovaraju¢ih fizickohemijskih i biofarmaceutskih
karakteristika. U toku preliminarnih ispitivanja izradeni su uzorci gelova sa
nizom koncentracijom karbomera (1% (m/m)); dobijeni gelovi bili su
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neodgovarajuce konzistencije (suvise tecni), bilo da se radilo o karbomeru tipa
934P ili 940, tako da su ove formulacije izostavljene iz daljih ispitivanja.

Karbomeri su nerastvorni polimeri akrilne kiseline koji u vodenom
rastvoru nakon neutralizacije daju gelove razli€itog reoloskog ponasanja (2).
Reolosko ponaSanje rastvora polimera odredeno je ne samo polimer-polimer
konformacijama i umrezenoSéu ve¢ i koncentracijom polimera i polimer-
rastvaraC efektima (2). Sa industrijskog aspekta, reoloske karakteristike
proizvoda za primenu na kozi od znacaja su ne samo kao merilo kvaliteta, bitno
za specifikaciju finalnog proizvoda, ve¢ i kao parametar in-procesne kontrole,
¢ijom se proverom mogu pratiti farmaceutsko-tehnoloske operacije u
proizvodnom postupku i definisati procesni parametri (temperatura, brzina i
vreme mesSanja) tokom validiranja procesa proizvodnje. Pored toga, poznato je
da reoloske osobine utiCu i na ponasanje proizvoda u toku prenosa mase
sistemom cevi, punjenja u ambalazu, kao i prilikom primene proizvoda
(istiskivanje proizvoda iz kontejnera/unutrasnjeg pakovanja) i razmazivanja na
kozi.

Variranje koncentracije IPA tokom formulacije proizvoda vrSeno je u
cilju ispitivanja uticaja na fizickohemijske karakteristike i oslobadanje
ketoprofena iz ispitivanih uzoraka. Utvrdeno je da je 20% (m/m) izopropil
alkohola, minimalna koncentracija ekscipijensa potrebna za rastvaranje lekovite
supstance, i njeno odrzavanje u rastvornom obliku u gotovom proizvodu.
Tokom razvoja formulacije, sprovedene su probe i sa IPA u koncentraciji od
30% (m/m), ali su dobijeni gelovi bili neodgovaraju¢e konzistencije (suvise
tecni), i usled toga izostavljeni iz daljih ispitivanja.

Preporuka (6-8) je da se u toku razvoja formulacije koriste farmaceutski
aktivne supstance razlicitih proizvodaca, i da se u toku preformulacionih i
formulacionih studija utvrdi da li postoje razlike u formulacijama dobijenim
upotrebom farmaceutski aktivnih supstanci razlicitih proizvodaca. U slucaju
farmaceutskog oblika u kome je aktivna supstanca rastvorena, osobine aktivne
supstance ne utiCu znacajno na osobine gotovog proizvoda, kao kada se
formulisu farmaceutski oblici tipa suspenzija, ali mogu znatno da uticu na
farmaceutsko-tehnoloske operacije u toku procesa proizvodnje, kao §to su
brzina i vreme meSanja u toku procesa rastvaranja, Sto svakako treba uzeti u
obzir prilikom pripreme za uvodenje proizvoda u redovnu proizvodnju (6-8). 1z
tog razloga je u eksperimentalnom radu koris¢en ketoprofen dva razlidita
proizvodaca: S.I.LM.S., Italija i Zhejiang Jiuzhou Pharmaceutical Co.LTD, Kina.
Kvalitet ketoprofena oba proizvodaca je u skladu sa monografijom Ph. Eur.6.0
(9). Planirano je da se tokom razvoja proizvoda proveri uticaj kvaliteta aktivne
supstance dva razli¢ita proizvodaca na karakteristike uzoraka gelova
sprovodenjem studije stabilnosti, a u cilju kvalifikovanja odgovarajuceg
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proizvodaca za nabavku ketoprofena. Ovo je od velikog znacaja u industriji,
zbog moguénosti da se aktivna supstanca jednog proizvodaca (usled bilo kakvih
problema vezanih za kvalitet API jednog od proizvodaca ili nabavku API)
nesmetano zameni sa APl drugog proizvodaca, bez ugrozavanja kvaliteta
proizvoda (7-10).

Procena kvaliteta i stabilnosti model formulacija ketoprofen gela, pra¢ena
je kroz preliminarnu razvojnu studiju stabilnosti, variranjem sledecih test
uslova: 25°C/60% relativne vlaznosti (RV), 30°C/65% RV i 40°C/75% RV u
periodu od 3 meseca (6). Praceni su/odredivani izgled, pH vrednost, sadrzaj
ketoprofena i konzervansa (metil parahidroksibenzoata) nakon izrade kao i
nakon jednog, dva, odnosno tri meseca cuvanja u svim test uslovima. U cilju
verifikacije preliminarne fizicke stabilnosti sistema 1 izbora optimalne
formulacije sa aspekta tipa i koncentracije upotrebljenog sredstva za geliranje,
vrSena su reoloska ispitivanja. Na 4 odabrane model formulacije praceno je in
vitro oslobadanje ketoprofena i sprovedeno poredenje profila oslobadanja
ispitivanih formulacija, shodno preporukama za ovaj farmaceutski oblik (11-
14). Uporedo, neka od navedenih ispitivanja sprovedena su na gotovim
lekovima registrovanim u Srbiji: Fastum® gel (2,5% (m/m) ketoprofena;
Adcock Ingram) i Ketonal® Lek (2,5% (m/m) ketoprofena; Sandoz), §to tokom
razvoja generickih lekova predstavlja uobicajenu praksu.

Eksperimentalni deo

Materijali

Kao sredstva za geliranje koriS¢eni su karbomeri: karbomer 940 i
karbomer 934P (Lubrizol, Korea) u koncentracijama 1,5% i 1,8% (m/m).

Kao rastvaraC 1 penetracioni ,pojacivac’/inhenser teSko rastvorne
lekovite supstance ketoprofena, koriS¢en je izopropil alkohol (IPA Brenntag,
Austrija) (15-17) u koncentracijama od 20% (m/m) ili 25% (m/m). Kao
humektans je wupotrebljen propilenglikol (BASF, Nemacka) (17-18) u
koncentraciji 15% (m/m). Trietanolamin (BASF, Nemacka) (17) je ukljucen kao
sredstvo za neutralizaciju karbomera u odnosima 1:1,5 i 1:1,35 (karbomer:
trietanolamin). KoriS¢en je u obliku sveze pripremljenog 10% (m/m) vodenog
rastvora. Kao konzervans, kori$¢en je metil parahidroksibenzoat (Ph.Eur 6.0).
Sve pomoc¢ne materije kori§¢ene u eksperimentalnom radu imale su kvalitet u
skladu sa svojim specifikacijama (19), a kontrolisane su u Sluzbi kontrole
kvaliteta Galenike a.d. Beograd. Kvalitativan i kvantitativan sastav uzoraka
prikazan je u Tabeli I.
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Tabela I Sastav ispitivanih uzoraka ketoprofen gela
Table I  Composition of investigated ketoprofen gel samples
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% (m/m)
2,5
51,5% . 1,5 - 20,0 15,0 qs 0,1 100,0
Zhejiang
2,5
71,5% . 1,5 - 25,0 15,0 qs 0,1 100,0
Zhejiang
2,5
51,8% . 1,8 - 20,0 15,0 gs 0,1 100,0
Zhejiang
2,5
71,8% . 1,8 - 25,0 15,0 qs 0,1 100,0
Zhejiang
2,5
5¢ 1,5% . - 1,5 20,0 15,0 qs 0,1 100,0
Zhejiang
2,5
7c 1,5% . - 1,5 25,0 15,0 gs 0,1 100,0
Zhejiang
2,5
5¢ 1,8% . - 1,8 20,0 15,0 qs 0,1 100,0
Zhejiang
2,5
7¢ 1,8% . - 1,8 25,0 15,0 qs 0,1 100,0
Zhejiang
2,5
5a 1,8% 1,8 - 20,0 15,0 gs 0,1 100,0
S.LM.S.
2,5
7a1,8% 1,8 - 25,0 15,0 qs 0,1 100,0
S.LM.S.
Metode

Izrada uzoraka

Izrada svih wuzoraka ketoprofen gela odvijala se pod istim
eksperimentalnim uslovima. U svim fazama izrade vrSena je zastita uzoraka od
svetlosti, zbog fotosenzitivnosti  ketoprofena. Ketoprofen 1 metil
parahidroksibenzoat rastvarani su u izopropil alkoholu, uz meSanje na
magnetnoj mesalici (IKA tip RTC basic, Nemacka). Pripremljeni rastvor je
dodavan lagano uz meSanje na magnetnoj mesalici u smeSu preciSc¢ene vode i
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propilenglikola. Zatim je po povrsini pripremljene mesavine posipan karbomer
940 ili 934P (u zavisnosti od formulacije) i ostavljan da hidratiSe (4 h). Nakon
vremena potrebnog za hidrataciju karbomera, uzorak je mesan na laboratorijskoj
propelerskoj mesalici (IKA eurostar digital, Nemacka) na 1500 obrt/min da se
pripremi homogena disperzija. Dodatno je disperzija homogenizovana na
laboratorijskom turbohomogenizeru (Ultraturax IKA T-25B, Nemacka). U
homogenu disperziju karbomera postepeno je dodavan 10% (m/m) vodeni
rastvor trietanolamina, koji je pripreman neposredno pre upotrebe. Svi uzorci
gela su nakon izrade vakuumirani i punjeni u zatopljene dvostruko lakirane
aluminijumske tube od 15g.

Ispitivanje izgleda gela

Ispitivanje izgleda pripremljenih gelova vrSeno je organolepticki,
posmatranjem stuba i razmaza uzoraka u tankom sloju na mikroskopskoj ploci
(20).

Odredivanje pH vrednosti

Odredivanje pH vrednosti ispitivanih gelova je vr§eno po propisu Ph. Jug.
V (21) potenciometrijskom metodom direktnim odredivanjem pH u gelu (pH
metar, Radiometar tip PHM 220, Danska). Kalibracija pH-metra radena je sa
standardnim puferima pH = 4,0 i pH = 7,0. Merenja su vr§ena na temperaturi od
20°C.

Odredivanje sadrZaja ketoprofena i metil parahidroksibenzoata

Sadrzaj ketoprofena i metil parahidroksibenzoata odredivan je HPLC
metodom (HPLC sistem Agilend series 1100 sa DA detektorom i kvaternernom
pumpom) na C18 koloni (250 mm x 4,6 mm, 5 um). Kao mobilna faza
koriS¢ena je smesSa acetonitrila, metanola i amonijumacetata u odnosu 27:18:55.
Injektovana zapremina je iznosila 20 pl, pri protoku mobilne faze od 1,5 ml/min
i temperaturi od 25°C, a detekcija je vrSena na 254 nm.

Reoloska merenja

Reoloska merenja (reoloska karakterizacija) uzoraka gelova vrSena su na
reometru RheoStress 1 (ThermoHaake, Nemacka). Softverski paket Rheo Win 3
Job Menager sa kojim je uredaj integrisan omogucio je elektronsku kontrolu
merenja i automatsku obradu dobijenih rezultata.

Pracene su reoloske osobine preparata, koje mogu da budu pokazatel]
njegove stabilnosti i ponasanja tokom upotrebe. Ove karakteristike vazne su za
svaki korak u procesu razvoja farmaceutskog proizvoda, za ponasanje
proizvoda u toku proizvodnje, posebno faze meSanja i punjenja, a mogu da
uticu i na ponasanje leka pri primeni (22). Sprovedena su kontinualna reoloska
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merenja (krive proticanja i yield stress test), 7 dana nakon izrade, a zatim 1
mesec 1 3 meseca od izrade (uzorci za reoloska merenja Cuvani su na sobnoj
temperaturi, 25 + 2 °C).

Kod obe vrste merenja koris¢en je merni sistem kupa/ploCa, senzor
C35/1°Ti.

Ispitivanje tipa proticanja radeno je u rezimu kontrolisane brzine
smicanja (CR linearni rezim) na 20 + 0,1°C.
Parametri uzlazne krive: brzina smicanja ¥ od 0 [1/s] do 200 [1/s] u toku

120 s, pracenje u 30 tacaka. Parametri povratne krive: brzina smicanja ¥ od
200 [1/s] do 0 [1/s], u toku 120 s, pracenje takode u 30 tacaka.

Vrednosti prinosnih napona odredene su indirektno, fitovanjem dobijenih
krivih prema Herschel-Bulkley modelu.

In vitro ispitivanje brzine oslobadanja ketoprofena iz model gelova

Profili oslobadanja odredivani su primenom VanKel difuzione celije
(VanKel Technology Group, SAD), sa membranom od celuloznog acetata
(membrana za ultrafiltraciju ,,Cuprophan” tip 80M, Centar za separacione
tehnologije, Srbija) u aparaturi za Dissolution test (mini paddle sistem, aparat
ERWEKA DT600, Nemacka) pri brzini od 50 obrt/min u fosfatnom puferu pH
7,4; prema propisu USP 30 (11), na temperaturi od 32 + 0,5°C tokom 6h, u
zapremini medijuma od 300 ml. Pre svakog ispitivanja membrane su aktivirane
potapanjem u fosfatni pufer pH 7,4 u trajanju od 12 h, kako bi se vazduh unutar
pora zamenio akceptorskim medijumom. Uzorkovanje je vrSeno nakon 30, 60,
90, 120, 180, 240, 300 i 360 minuta, a zatim je vrSeno filtriranje uzoraka (filter
0,45um). Sadrzaj ketoprofena u eluatima odredivan je HPLC metodom.

Uzorci su ispitani u triplikatu, 7 dana nakon izrade.

Matematickim modelovanjem, ispitana je kinetika oslobadanja
ketoprofena iz formulisanih uzoraka gelova, kao i1 komercijalnih preparata
ketoprofen gela registrovanih na trzistu Srbije: Fastum® gela i Ketonal® gela,
primenom cetiri kinetiCka modela, uobiCajena za polucvrste farmaceutske
preparate: kinetika nultog reda, kinetika prvog reda, Higuchi-jev model i Hixon-
Crowell model.

Rezultati i diskusija
Ispitivanje izgleda

Nakon izrade sve model formulacije su bile bistri, transparentni gelovi,
homogenog izgleda, karakteristi¢cnog mirisa na izopropil alkohol; nepromenjen
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nalaz dobijen je i pri rekontroli uzoraka podvrgnutih svim test uslovima
(25°C/60% RV, 30°C/65% RV i1 40°C/75% RV) u svim test terminima (1, 2, 3
meseca). Formulacije sa karbomerom 934P kao gelirajuéim sredstvom, bile su
znatno mekse konzistencije (tecnije) od formulacija sa karbomerom 940, $to je
pokazano i reoloSkim merenjima. Takode, ocekivano, formulacije sa 1,5%
karbomera bile su mekse konzistencije u odnosu na gelove sa 1,8%, nezavisno
od tipa karbomera (934P ili 940).

Odredivanje pH vrednosti i sadriaja ketoprofena i metil parahidroksibenzoata

Rastvori poliakrilne kiseline formiraju gelove po dodatku sredstva za
neutralizaciju i u opsegu pH od 5 do 8 daju stabilne gelove (23, 24). Upotreba
organskih amina, kao sredstava za neutralizaciju omogucava geliranje
karbomera u razliCitim rastvaratima, odnosno meSavinama ovih rastvaraca i
vode, a kompatibilnost polimera sa (ko)rastvaracem zavisi od formiranja
jonskih parova sa aminima (23). Interakcije (ko)rastvara¢-polimer i korastvarac-
rastvara¢ mogu da izmene nacin vezivanja izmedu vode, korastvaraca i
polimera i dovedu do narusavanja gelske mreze $to bi se, pored promena u
viskoelasti¢énim karakteristikama, manifestovalo i promenama pH vrednosti.
Rezultati sprovedenih ispitivanja uzoraka ketoprofen gela u toku ¢uvanja od 3
meseca, u originalnoj unutrasnjoj/primarnoj ambalazi, pokazuju da se pH
vrednosti (Tabela II) kre¢u u intervalu od 5,70 do 6,26, kao i da razliciti test
uslovi nisu doveli do znaCajnih promena ovog parametra. Dobijeni nalaz
ukazuje na zadovoljavajucu fizicku stabilnost gelova, kao i da dodatak IPA (do
25% (m/m)) nije prouzrokovao narusavanje gelske mreze uzoraka. Dobijeni
rezultati u skladu su sa literaturnim podacima koji pokazuju da su karbomerni
gelovi veoma temperaturno stabilni (23, 25).

Sadrzaj aktivne supstance (Tabela III) u gelovima kretao se u opsegu
95,48% do 104,72%, Sto je u skladu sa preporukama za odredivanje sadrzaja
aktivne supstance u toku studije stabilnosti. Jedino se kod uzorka 7 1,8% javilo
odstupanje posle mesec dana ¢uvanja na 25°C/60% RV (105,36% deklarisanog
sadrzaja), odnosno posle 3 meseca skladistenja pri istim islovima (106%). Kod
istog uzorka je u ostalim test terminima i pri drugim test uslovima (30°C/65%
RV i 40°C/75% RV) dobijen sadrzaj ketoprofena u opsegu 101,76% do
104,24%, odnosno u prihvatljivim granicama odstupanja od deklarisanog
sadrzaja. Odstupanja koja su se javila kod uzorka posle mesec i tri meseca
¢uvanja na 25°C/60% RV, mogla bi da budu posledica povecanog isparavanja
IPA iz gela u toku pripreme uzorka za analizu. Sadrzaj metil-
parahidroksibenzoata (Tabela IV) kretao se u opsegu 95,5% - 108,4%, Sto je
takode u skladu sa zahtevima za sadrzaj konzervansa u toku studije stabilnosti.
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Tabela II pH vrednosti ispitivanih uzoraka ketoprofen gela 7, 30 i 90 dana nakon

izrade

Table IT pH values of ketoprofen gels 7, 30 and 90 days after preparation

Formulacija Inicijalna o o o
pH pH 25 "C/60% RV pH 30 "C/65% RV pH 40 "C/75% RV
7 dana 30dana 90dana 30dana 90dana 30dana 90 dana

51,5% 6,03 5,98 5,93 5,99 5,99 6,01 6,02
71,5% 6,02 6,01 6,05 6,01 6,12 5,87 6,06
51,8% 6,25 6,26 5,70 6,21 6,20 6,26 6,20
71,8% 5,94 6,01 6,04 6,00 6,01 6,02 6,05
5¢ 1,5% 6,05 5,93 6,06 5,97 6,06 6,03 6,02
7c 1,5% 6,19 6,16 6,17 6,17 6,15 6,17 6,02
5¢ 1,8% 6,18 6,23 6,16 6,24 6,10 6,25 6,22
7¢ 1,8% 6,12 6,01 6,12 6,11 6,14 6,12 6,12
5a 1,8% 6,07 6,10 6,04 6,08 6,07 6,09 6,07
7a1,8% 6,00 5,99 6,00 5,99 5,97 5,99 6,03

Tabela III  Sadrzaj ketoprofena (mg/g) u ispitivanim uzorcima gela 7, 30 i 90

dana nakon izrade

Table III  Content of ketoprofen (mg/g) in assessed gel samples 7, 30 and 90
days after preparation
Formulacija Inicijalni Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj
sadrzaj ketoprofena na ketoprofena na ketoprofena na
ketoprofena 25 °C/60% RV 30 °C/65% RV 40 °C/75% RV
7 dana 30dana 90dana 30dana 90dana 30dana 90dana
51,5% 24,63 25,04 25,07 25,23 24,77 25,16 24,52
71,5% 24,30 24,99 25,12 25,20 24,90 25,80 24,79
51,8% 24,37 25,02 26,18 24,66 24,74 25,10 24,08
71,8% 25,87 26,34 26,50 26,06 25,74 26,00 25,98
5¢c 1,5% 25,06 24,86 24,41 24,50 24,64 25,94 23,87
7c 1,5% 25,30 24,84 25,08 24,91 24,54 24,84 24,63
5c 1,8% 24,94 25,10 24,63 24,52 24,76 24,85 24,21
7c 1,8% 25,69 24,85 24,60 25,21 24,81 25,32 24,57
5a1,8% 25,98 26,16 25,84 25,74 25,28 25,44 25,04
7a1,8% 26,09 25,70 25,97 25,46 25,44 25,74 25,16
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Tabela IV Sadrzaj metil parahidroksibenzoata (mg/g) u ispitivanim uzorcima
gela 7, 30 1 90 dana nakon izrade

Table IV Content of methyl-p-hydroxybenzoas (mg/g) in assessed gel samples
7, 30 and 90 days after preparation

Formulacija Inicijalni

sadrzaj Sadrzaj metil Sadrzaj metil Sadrzaj metil
metil parahidroksibenzoata parahidroksibenzoata parahidroksibenzoata
parahidrok na 25 °C/60% RV na 30 °C/65% RV na 40 °C/75% RV
sibenzoata
7 dana 30 dana 90 dana 30 dana 90 dana 30 dana 90 dana
51,5% 0,99 0,96 0,97 0,99 0,99 0,95 1,00
71,5% 0,98 0,96 0,96 0,99 0,97 0,98 0,98
51,8% 0,99 0,95 1,00 0,97 1,01 0,96 0,97
71,8% 1,05 1,00 1,00 1,02 1,03 0,99 1,03
5¢1,5% 0,91 0,90 0,90 0,92 9,94 0,90 0,91
7¢1,5% 0,99 0,98 0,99 1,01 1,01 0,97 1,01
5¢1,8% 1,03 1,04 1,02 1,05 1,08 1,02 1,07
7¢1,8% 0,99 0,96 0,95 1,00 0,98 0,96 0,98
5a1,8% 0,99 0,99 1,03 0,98 1,03 0,96 1,02
7a1,8% 0,99 0,99 0,99 1,01 1,00 0,98 1,01

ReolosSka merenja

Gelovi kao polucvrsti preparati pokazuju nenjutnovsko ponaSanje (26,
27), a kao $to je prethodno objasnjeno, od posebnog znacaja sa aspekta lokalne
primene preparata tipa gelova je postojanje prinosnog napona. Gelska struktura
izgradena je od unakrsno umreZenih lanaca, a prinosni napon zavisice od
bliskog pakovanja ovih lanaca (23).

Svi reogrami ispitivanih uzoraka (Slika 1), ukazuju na nenjutnovsko
ponaSanje ispitivanih uzoraka odnosno na pseudoplastiCan tip proticanja i
rasteCnjavanje (eng. shear thinning) prilikom smicanja, uz postojanje prinosnog
napona, uglavnom bez izrazene tiksotropije, u skladu sa literaturnim podacima
(22, 23, 26, 28).

Analizom dobijenih rezultata poredene su reoloske karakteristike uzoraka
u odnosu na tip i koncentraciju upotrebljenog gelirajueg sredstva i
koncentraciju upotrebljenog IPA, kao i vreme Cuvanja u toku perioda procene
stabilnosti.

Iz uporednog prikaza krivih proticanja uzoraka sa karbomerom 934P
(slika 1A), vidi se da pri koncentraciji IPA od 20% dolazi do ocekivanog
uguscivanja sistema sa povecanjem koncentracije karbomera.
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Figure 1. Flow curves of investigated samples of ketoprofen gels
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Ono §to nije ocekivano je da gel sa viSom koncentracijom geliraju¢eg
sredstva (7c 1,8%) pokazuje nize vrednosti napona smicanja od gela sa nizom
koncentracijom sredstva za geliranje (7c¢ 1,5%), pri istoj koncentraciji IPA
(25%). Razlog ovakvih rezultata moze biti interakcija polimera (karbomer
934P) i IPA, koji su ovde prisutni u ve¢im koncentracijama, $to za posledicu
ima smanjenje geliraju¢e sposobnosti polimera (2), i usled toga pojavu
nehomogenosti uzorka.

S druge strane, kod gelova sa karbomerom 940 (slika 1B) povecanjem
koncentracije gelirajuc¢eg sredstva, bilo da se radi o uzorcima sa 20% ili 25%
IPA, dobijeni su ocekivani rezultati, odnosno pri porastu koncentracije sredstva
za geliranje dosSlo je do porasta prividnog viskoziteta gela. Pri razmatranju
uticaja koncentracije IPA na reoloske karakteristike gelova sa ovim polimerom,
zakljuceno je da su najviSe napone smicanja pokazali uzorci sa 20% IPA i 1,8%
gelirajuceg sredstva, bez obzira na poreklo API (5 1,8% i 5a 1,8%), slede uzorci
sa 25% IPA i 1,8% karbomera 940 (7 1,8% i 7a 1,8%), zatim uzorak sa 20%
IPA 1 1,5% gelirajuéeg sredstva (5 1,5%), i na kraju uzorak sa 25% IPA 11,5 %
karbomera (7 1,5%). Ovakvi rezultati ukazuju na to da bi veée koncentracije
IPA (veée od 25%) mogle da uticu na smanjenje gelirajue sposobnosti
polimera (karbomera 940), kao u slucaju karbomera 934P sa 25% IPA. Takode
se kod uzoraka sa 25% IPA geliranih karbomerom 940 uocCava blaga
tiksotropija, vremenski zavisan efekat, pozeljan kod polucvrstih sistema koji su
namenjeni za primenu na kozi.

Budu¢i da su gelovi sa karbomerom 940 pokazivali prihvatljivije i
reproduktivnije reoloske karakteristike od uzoraka sa karbomerom 934P,
priprema uzoraka u kojima je varirana API razlicitih proizvodaca, sprovedena je
samo sa ovim tipom geliraju¢eg sredstva. Iz istih razloga in vitro profili
oslobadanja lekovite supstance procenjeni su iskljuCivo iz uzoraka sa
karbomerom 940, uporedo sa uzorcima sa trzista (Ketonal® gel i Fastum® gel).

Ispitivanje reoloskih karakteristika u cilju procene uticaja uslova i
vremena cuvanja (lagerovanja) uzoraka prikazano je na slici 1E na odabranom
uzorku 5 1,8%. Krive proticanja, dobijene nakon 3 meseca lagerovanja, nisu se
znacajno promenile u odnosu na inicijalne krive, $to uz stabilnu pH vrednost
moze da ukaze na prihvatljivu fizicku stabilnost ispitivanog uzorka. Ostali
uzorci pokazali su sli¢no reolosko ponasanje kao odabrani uzorak.

Takode, iz prikazanih reograma (Slika 1) vidi se da svi uzorci poseduju
odredene vrednosti prinosnog napona. Uzorak koji ima odredenu vrednost
prinosnog napona pocinje da tece samo onda kada je sila eksterno primenjena
na uzorak (Fe) veta od internih strukturalnih sila (Fj,) koje omoguéuju
stabilizaciju sistema. Prinosni napon predstavlja onu vrednost deformacije pri
kojoj sistem vise ne moZe da se suprotstavi sili Fe, kada dolazi do strukturalnih
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promena u preparatu i pocinje da tece (29). Odredivanje prinosnog napona od
znacaja je posebno u industriji, jer od njegove vrednosti zavisi ponaSanje
proizvoda prilikom prenosa (npr. kroz cevi) u toku proizvodnog procesa, kao 1
prilikom punjenja proizvoda u finalnu ambalazu. Od vrednosti prinosnog
napona zavisi¢e 1 ponaSanje preparata prilikom upotrebe (istiskivanje iz tube),
kao 1 prilikom primene na kozi (lako se razmazuje i utrljava) (29). Vrednosti
prinosnih napona odredene su indirektno, fitovanjem dobijenih krivih prema
Herschel-Bulkley modelu (r>0,99) i prikazane u Tabeli V (30). Dobijene
vrednosti prinosnih napona krecu se u opsegu od 3,54 Pa (5¢ 1,5%) do 43,5 Pa
(7c 1,8%) i u skladu su sa ostalim rezultatima reoloske karakterizacije. Niske
vrednosti prinosnih napona uzoraka sa karbomerom 934P ukazuju na to da bi
ovi gelovi, koji pri malim silama smicanja pocinju da teku, mogli praviti
probleme prilikom procesa proizvodnje, kao i da mogu imati nezadovoljavajuce
aplikativne karakteristike (isticanje iz unutrasnjeg pakovanja, razlivanje
prilikom primene).

Tabela V Vrednosti prinosnih napona svih ispitivanih uzoraka ketoprofen gela
Table V  Yield point values of investigated samples of ketoprofen gels

Formulacija Yield stress
test 1.[Pa]
51,5% 15,44+1,01
51,8% 40,97+1,99
5¢ 1,5% 3,54+0,75
5¢ 1,8% 8,96+0,85
71,5% 19,39+1,05
71,8% 43,5+2,00
7¢ 1,5% 7,641+0,83
7¢ 1,8% 5,48+0,80
5a 1,8% 6,70+0,81
7a1,8% 20,25+1,10

Na osnovu prikazanih krivih proticanja svih izradenih uzoraka (Slika 1),
moze se konstatovati da najveci uticaj na reoloske karakteristike finalnih gelova
imaju tip i koncentracija upotrebljenog gelirajueg sradstva, a potom i
koncentracija IPA. Takode, sprovedena ispitivanja sugeriSu postojanje
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interakcije polimer-korastvara¢, kada se IPA koristi u ve¢im koncentracijama,
za §ta je neophodno sprovesti obimnije studije.

In vitro ispitivanje brzine oslobadanja ketoprofena iz model gelova

In vitro profili oslobadanja ketoprofena praceni su na 4 odabrane model
formulacije (5 1,5%, 5 1,8%, 7 1,5% 1 7 1,8%) u kojima je kao sredstvo za
geliranje koris¢en karbomer 940, uporedo sa gotovim lekovima registrovanim u
Srbiji (Fastum® gel, Ketonal® gel) (Slika 2). Kako je napred opisano,
formulacije ketoprofen gelova sa karbomerom 940 odabrane su za preliminarnu
biofarmaceutsku karakterizaciju u skladu sa prethodno dobijenim nalazima
organoleptickih 1 reoloskih ispitivanja. In vitro test za pracenje brzine
oslobadanja lekovite supstance iz preparata za primenu na kozi, kod koga se
koristi sintetska membrana, prihvacen je od strane Americke agencije za hranu i
lekove (FDA) kao koristan test za procenu nivoa sli¢nosti/razlika izmedu dva
kvalitativno i kvantitativno ekvivalentna proizvoda (Q1Q2; varijacije tipa 2) i
smatra se moguc¢im surogat metodom kojim se moze demonstrirati bioloska
ekvivalentnost ispitivanih proizvoda (4).
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Slika 2. Profili oslobadanja ketoprofena iz karbomernih (karbomer 940)
gelova predstavljeni kao procenat oslobodene supstance u
vremenu

Figure 2. Profiles of ketoprofen release from carbomer (carbomer 940)
gels presented as percentage of substance released, versus time
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Matemati¢kim modelovanjem dobijenih profila kroz cetiri kineticka
modela uobicajena za polucvrste preparate za primenu na kozi, uoceno je da
oslobadanje ketoprofena iz ispitivanih uzoraka najbolje opisuje Higuchi-jev
difuzioni model (Tabela VI). Oslobadanje ketoprofena dominantno po Higuchi-
jevom modelu u skladu je sa prirodom hidrofilnih gelova (31), ali i ¢injenicom
da je ketoprofen u potpunosti rastvoren u gelu, te je korak koji odreduje brzinu
oslobadanja lekovite supstance proces difuzije kroz gelsku mrezu (32).

Tabela VI Koeficijenti korelacije dobijeni regresionom analizom iz profila
oslobadanja ketoprofena.

Table VI  Correlation coefficients assessed by regression analysis of ketoprofen
release profiles.

Uzorci 0 reda 1 reda Higuchi Hixon-
Crowell

51,5%p 0,9778 0,9037 0,9917 0,9358
51,8%p 0,9902 0,8982 0,9918 0,9420
71,5%p 0,9870 0,9185 0,9909 0,9511
71,8%p 0,9699 0,8840 0,9973 0,9201
Ketonal gel 0,9885 0,9314 0,9954 0,9612
Fastum gel 0,9899 0,9239 0,9942 0,9538

Poredenjem liberacionih profila nije uoCena statisticki znacajna razlika
izmedu profila oslobadanja ketoprofena (slika 2) iz ispitivanih i komercijalnih
(referentnih) uzoraka (jednofaktorska ANOVA, SigmaStat 3.1). Takode se na
osnovu dobijenih rezultata moze zakljuciti da nije bilo znaCajnog uticaja
variranih faktora (koncentracije geliraju¢eg sredstva i IPA) na profile
oslobadanja ketoprofena iz ispitivanih formulacija. Koli¢ine oslobodenog
ketoprofena nakon 6 sati (20-30% m/m) su u skladu sa uobi¢ajenim zahtevima
za oslobadanje API iz polu¢vrstih preparata za primenu na kozi. Rezultati in
vitro oslobadanja koreliraju sa dobijenim reoloskim parametrima, odnosno
uocena sli¢nost reoloskih profila u saglasnosti je sa odsustvom statisticki
znacajne razlike u liberacionim profilima (33).

Zakljucak

Pracenje pH vrednosti, sadrzaja ketoprofena i metil parahidroksibenzoata
u periodu od 3 meseca (test uslovi: 25°C/60% RV, 30°C/65% RV i 40°C/75%
RV) ukazalo je na zadovoljavajucu preliminarnu fizickohemijsku stabilnost svih
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ispitivanih uzoraka. Na osnovu rezultata reoloskih merenja i biofarmaceutske
karakterizacije model formulacija gela sa 2,5% ketoprofena, moze se zakljuéiti
da model formulacija (uzorak gela) sa karbomerom 940 u koncentraciji od 1,8%
sa 20% IPA ima najprihvatljivije karakteristike sa aspekta procesa proizvodnje i
aplikacije kao i zadovoljavaju¢u brzinu oslobadanja lekovite supstance.

Takode, utvrdeno je da na reoloske osobine ketoprofen gela najveci uticaj
ima tip gelirajueg sredstva, zatim koncentracija upotrebljenog gelirajuceg
sredstva i koncentracija IPA. Nije zapazen znacajan uticaj variranih faktora
(koncentracije gelirajuc¢eg sredstva i IPA) na profile oslobadanja ketoprofena iz
ispitivanih uzoraka gela. U toku 6 sati, in vitro ispitivanja oslobodeno je manje
od 30% ketoprofena iz svih ispitivanih uzoraka, ukljucujuéi i oba komercijalna
(referentna) uzorka.

Sa aspekta upotrebe aktivne supstance (ketoprofen) razlictih proizvodaca
(ZHEIJAN, Kina i S.I.M.S., Italija), nisu ustanovljene znacajne razlike tokom
fizickohemijske 1 biofarmaceutske karakterizacije model gelova, pa se
supstance ovih proizvodaca mogu koristiti kao adekvatna zamena jedna drugoj,
tokom serijske proizvodnje finalnog gela.
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Summary

In recent years there has been a growing interest for the development and
characterization of vehicles for active pharmaceutical ingredients (API) for semisolid
dosage forms. Considering that research efforts applied on the new APIs are time
consuming and costly, one of the approaches for advancement of therapies of skin and
mucous tissue diseases or therapies for muscle and joint pain is focused on the
modification of the existing formulations and development and characterization of new
vehicles for APIs. The aim of this study was to evaluate the effect of variation of
different factors of formulation such as type and concentration of gelling agents,
concentration of isopropyl alcohol (IPA) as a solvent and as a penetration enhancer,
physicochemical properties of the active substance (ketoprofen) obtained from different
manufacturers, on properties and stability of hydrophilic gel with 2.5% m/m ketoprofen.

Characterization of prepared samples was done through physicochemical,
biopharmaceutical investigation and stability testing.

Results obtained suggest satisfactory physicochemical stability of investigated
samples as well as the formulation factors which have the most effect on
physicochemical properties of ketoprofen gel product: the type of gelling agent
followed by the concentration of the gelling agent, while the IPA concentration has the
least effect (in the investigated range). Comparison of release profiles of the
investigated formulations of carbomer gels did not show significant effect of the varied
factors (concentration of the gelling agent and IPA) on ketoprofen release.

Keywords: Ketoprofen, carbomer, isopropyl alcohol,
rheological characterization, release profiles, stability testing
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