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PRIMENA IN VITRO I IN SILICO METODA ZA PREDVIDANJE LEK - HRANA
INTERAKCIJE: TABLETE SA MODIFIKOVANIM OSLOBADANJEM
NIFEDIPINA

Rezime

Apsorpcija lekovitih supstanci iz oralno primenjenih preparata predstavlja slozen proces
na koji mogu uticati brojni faktori, kao Sto su fizi¢ko-hemijska svojstva lekovite
supstance, karakteristike farmaceutskog oblika leka i fizioloSki faktori na mestu
apsorpcije. Prisustvo hrane u gastrointestinalnom traktu dodatno doprinosi sloZenosti
procesa apsorpcije i moze da dovede do promena fizioloskih uslova ili fizicko-hemijskih
interakcija lekova i odredenih sastojaka obroka, koje mogu da izazovu promene u brzini
1/ili stepenu apsorpcije istovremeno primenjenog leka. Predvidanje uticaja hrane tokom
razvoja lekova i procena ovih efekata na farmakokinetiku leka imaju veliki znacaj u
savremenim istrazivanjima i postizu se primenom in silico, in vitro i in vivo metoda.

U literaturi su opisani razliciti efekti hrane na brzinu i stepen apsorpcije nifedipina i
predloZena razli¢ita objaSnjenja uoCenih fenomena. Veéina sprovedenih ispitivanja
ukazuje da je apsorpcija nifedipina u prisustvu hrane specificna za formulaciju lekovitog
preparata, odnosno da zavisi od vrste farmaceutskog oblika i sastava formulacije.

Cilj ovog istrazivanja je bila biofarmaceutska karakterizacija fizicko-hemijskih
interakcija izmedu hrane 1 razli¢itih, komercijalno dostupnih, preparata sa modifikovanim
oslobadanjem nifedipina i procena moguénosti primene razli¢itih in vitro i in silico
metoda za predvidanje uticaja hrane.

U okviru eksperimentalnog rada detaljno su analizirani literaturni in vivo podaci
primenom konvencionalnih farmakokinetickih metoda (Wagner-Nelson, Loo-Riegelman i
numericka dekonvolucija) i sprovedeno je in vitro ispitivanje rastvorljivosti i brzine
rastvaranja nifedipina iz tableta tipa osmotske pumpe i hidrofilnih matriks sistema pod
razli¢itim eksperimentalnim uslovima. U okviru in silico ispitivanja razvijeni su i
validirani fizioloski zasnovan farmakokineti¢ki model gastrointestinalne simulacije i
model vestacke neuronske mreze. Moguénost uspostavljanja in vitro — in vivo korelacije

ispitana je primenom dekonvolucionog i konvolucionog pristupa.



Na osnovu analiziranih in vivo studija uticaja hrane na apsorpciju nifedipina iz razlicitih
preparata, u ovom istrazivanju su predlozeni kriterijumi za efekat hrane zasnovani na
izraCunavanju vrednosti in vivo stepena efekta hrane. Rezultati dobijeni primenom
konvencionalnih farmakokinetickih metoda pokazali su prednost metode numericke
dekonvolucije na osnovu farmakokinetickog profila nakon oralne primene za
identifikaciju kinetike rastvaranja in vivo i proucavanje apsorpcije leka koji podleze
intenzivnom presistemskom metabolizmu.

In vitro ispitivanje je pokazalo da izbor aparature, kao i medijuma za ispitivanje brzine
rastvaranja, znacajno utiCe na oslobadanje nifedipina iz preparata sa modifikovanim
oslobadanjem, ukljucuju¢i relativno robusne formulacije, kao S§to su osmotski
kontrolisane tablete. Primena fizioloski zasnovanih medijuma koji simuliraju primenu
leka na gladno i nakon obroka, pokazala je odsustvo uticaja u slucaju tableta tipa
osmotske pumpe, odnosno izrazen efekat hrane u sluCaju tableta tipa hidrofilnog
matriksa, $to ukazuje na diskriminativnhu sposobnost ovih medijuma u cilju procene
uticaja hrane.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da se razliciti in silico modeli mogu uspesSno koristiti u
cilju uspostavljanja in vitro — in silico — in vivo korelacije. Tehnika gastrointestinalne
simulacije pokazala je prednost u pogledu predvidanja apsorpcije pokazujuéi vecu
sposobnost generalizacije u odnosu na model vestacke neuronske mreze. Prednost ovog
modela je pokazana primenom kako konvolucionog, tako i dekonvolucionog pristupa
uspostavljanju in vitro — in vivo korelacije, $to je znacajno sa aspekta identifikacije
biorelevantnih specifikacija za ispitivanje brzine oslobadanja nifedipina iz ispitivanih
preparata i primene modela korelacije u razli¢itim fazama razvoja i proizvodnje lekovitog

preparata u cilju obezbedenja kvaliteta, i posledi¢no efikasnosti i bezbednosti leka.

Klju¢ne redi: predvidanje apsorpcije, uticaj hrane, nifedipin, brzina rastvaranja,
gastrointestinalna simulacija, vestacka neuronska mreza, in vitro — in vivo korelacija
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APPLICATION OF IN VITRO AND IN SILICO METHODS FOR THE
PREDICTION OF DRUG-FOOD INTERACTIONS: NIFEDIPINE MODIFIED
RELEASE TABLETS

Abstract

Oral drug absorption is complex process affected by a number of factors related to drug
substance physicochemical properties, dosage form characteristics and physiological
conditions after drug administration. Presence of food within the gastrointestinal tract is
an additional factor that contributes to this complexity, since it can alter physiological
conditions or cause physicochemical interactions of drug and meal components, changing
the rate and/or extent of drug absorption. Prediction of oral drug absorption and food
effect have been increasingly important in drug development, by using in silico, in vitro
and in vivo methods.

Literature data on various food effects on rate and extent of nifedipine absorption are
available from a number of sources and different potential interaction mechanisms have
been suggested. Majority of studies reports that nifedipine food effect is formulation
specific, depending on dosage form characteristics and product composition.

The aim of the present study was biopharmaceutical characterisation of physicochemical
interactions of food and different commercially available nifedipine modified release
dosage forms and evaluation of applicability and usefulness of different in vitro and in
silico methods predictive of food effect.

Detailed analysis of the literature data on nifedipine pharmacokinetics was performed by
applying conventional pharmacokinetic methods (Wagner-Nelson, Loo-Riegelman and
numerical deconvolution). In vitro solubility and dissolution testing of nifedipine osmotic
tablets and hydrophilic matrix tablets were performed under various experimental
conditions. In silico modeling was employed by development and validation of
physiologically based pharmacokinetic model of gastrointestinal simulation and artificial
neural network. In vitro — in vivo correlation was evaluated using deconvolution and

convolution approach.



Based on in vivo food effect studies of various nifedipine dosage forms, criteria for food
effect prediction have been proposed based on calculation of in vivo food effect ratio. The
results obtained by applying conventional pharmacokinetic analysis indicated the
advantage of numerical deconvolution based on the oral reference for the identification of
in vivo delivery and absorption analysis of drugs exhibiting extensive presystemic
metabolism.

In vitro dissolution testing indicated that nifedipine release from modified release dosage
forms was highly susceptible to the influence of apparatus and dissolution media
employed, including relatively robust osmotic controlled release tablets. Physiologically
based dissolution media simulating fasting and fed states were indicative of in vivo food
effect, showing the lack of food effect for osmotic tablets and positive food effect in the
case of nifedipine hydrophilic matrix tablets.

The results obtained indicate that different in silico models may be successfully
employed in in vitro — in silico — in vivo correlation development. Gastrointestinal
simulation exhibited better generalisation ability in absorption prediction compared to
artificial neural network. The advantage of this model was shown in both convolution and
deconvolution approach, providing valuable predictions in the course of bioperformance
dissolution method and in vitro — in vivo correlation development in drug discovery and

manufacturing, ensuring quality, efficacy and safety of the drug product.

Keywords: absorption prediction, food effect, nifedipine, dissolution, gastrointestinal
simulation, artificial neural network, in vitro — in vivo correlation

Scientific field: Pharmacy

Specific scientific field: Pharmaceutical technology

UDC number: 615.225:[615.032:57.085 (043.3)
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uvOoD

Interakcije lekova i hrane se definiSu kao promene u apsorpciji, metabolizmu i eliminaciji
lekovitih supstanci izazvane komponentama hrane, koje mogu imati znac¢ajan uticaj na
terapijsku efikasnost i bezbednosni profil leka (Genser, 2008). Sa biofarmaceutskog
aspekta znacajne su interakcije na nivou apsorpcije, koje mogu dovesti do promene u
bioloskoj raspolozivosti, a time i promene u ispoljavanju terapijskog efekta leka. U
zavisnosti od karakteristika lekovite supstance, farmaceutskog oblika leka, kao i vrste i
koli¢ine unete hrane, kao rezultat interakcije moze do¢i do povecanog ili smanjenog
obima i/ili brzine apsorpcije lekovite supstance. Interakcije lekova i hrane se, na osnovu
mehanizma nastanka mogu podeliti na fizicko-hemijske i fizioloSke, medutim, uoc¢eni
efekat je Cesto rezultat istovremenog uticaja veceg broja razlicitih faktora. Na slici 1 dat
je pregled faktora ukljucenih u interakcije lekova i hrane na nivou apsorpcije (prema
Fleisher i sar., 1999).

Farmaceutski
oblik leka
¥
Dezintegracija Rastvorena lekovita
Rastvaranje »| supstanca dostupna
Difuzija za apsorpciju

Fizicko-hemijske
interakcije

Fizioloske
interakcije

Hrana
drugi lekovi
formulacija

doza, zapremina

A 4

Vreme prolaska kroz GI trakt
Lucenje zuci i enzima
Aktivni ili pasivni transport
Mesto apsorpcije
Eliminacija u crevima
Protok krvi u splanhikusu

Metabolizam
prvog prolaza

Lekovita supstanca
u sistemskoj
cirkulaciji

Slika 1. Pregled faktora koji mogu uticati na apsorpciju lekova u prisustvu hrane

(prema Fleisher i sar., 1999)




Interakcije koje su specificne za datu lekovitu supstancu se ispituju u ranim fazama
razvoja leka, medutim, sklonost konkretne formulacije ka ispoljavanju uticaja hrane cesto
nije u potpunosti ispitana. Zbog toga je vazno razviti odgovarajuce in vitro i in silico
metode koje se mogu koristiti za njihovu biofarmaceutsku karakterizaciju i predvidanje

potencijalne interakcije.
1. APSORPCIJA LEKOVA

Apsorpcija lekovite supstance iz gastrointestinalnog (Gl) trakta, nakon primene ¢vrstih
farmaceutskih oblika lekova, ukljucuje viSe uzastopnih procesa, i to: (i) dezintegraciju i
posledi¢no, oslobadanje lekovite supstance iz preparata, (ii) njeno rastvaranje u
gastrointestinalnim te¢nostima (uz moguéu degradaciju, adsorpciju ili kompleksiranje) i
(iii) transport lekovite supstance kroz ¢elijsku membranu epitela creva. Sematski prikaz
procesa apsorpcije lekovite supstance iz gastrointestinalnog trakta dat je na slici 2.
Poznavanje procesa uklju¢enih u apsorpciju lekova i mogucnost njihovog predvidanja su
od velike vaznosti za sagledavanje i proucavanje kinetike apsorpcije lekova (Cao i sar.,
2008; Johansson i Paterson, 2008; Shargel i sar., 2005).

Zavisi od fizioloskih faktora, karakteristika lekovite supstance i
farmaceutskog oblika leka

Zavisi od karakteristika lekovite supstance i
Dezintegracija i kvasenje fizioloskih faktora

: * Lekovita Rastvorena Degradacija
Farmaceutski |—p supstancau | = |lekovita : :

Gl trakt oblik leka ¢vrstom obliku supstanca \ Adsorpcija

v

Oslobadanje lekovite . .
supstance iz preparata Rastvaranje Ulazak u organizam
N

!

O Portalna vena Apsorbovana lekovita supstanca)

Slika 2. Sematski prikaz procesa apsorpcije lekovite supstance iz gastrointestinalnog

trakta (prema Johansson i Paterson, 2008)



Apsorpcija oralno primenjenih lekova se pretezno odvija u tankom crevu i ukljucuje vise
razli¢itih mehanizama. Lipofilne molekule male molekulske mase se apsorbuju kroz
lipidnu membranu tankog creva procesom transcelularne pasivne difuzije, u pravcu
koncentracionog gradijenta. Mnoge hidrofilne supstance se apsorbuju aktivnim
transportom posredovanim nosa¢ima, nasuprot koncentracionog gradijenta. Nosac¢i mogu
biti visoko selektivni za odredene molekule, Sto uslovljava kompeticiju izmedu razli¢itih
lekovitih supstanci i komponenata hrane. Vazna karakteristika ovog procesa je njegova
saturabilna priroda, s obzirom na ograni¢en broj molekula nosaca, odnosno transportera.
Poslednjih godina izvrSena je karakterizacija velikog broja transportera, u pogledu
strukture, lokalizacije u ¢eliji 1 specificnosti za odredeni supstrat. Manje zastupljena u
procesu apsorpcije lekova, olakSana difuzija se takode odvija posredstvom transportera,
ali se od aktivnog transporta razlikuje po tome Sto kretanje molekula lekovite supstance
sledi pravac koncentracionog gradijenta. Paracelularni transport se odnosi na prolazak
rastvorenih molekula male molekulske mase kroz prostore izmedu epitelnih c¢elija.
Imaju¢i u vidu varijabilnost integriteta meducelijskih veza duz GI trakta, kao i
ogranicenje u pogledu veli¢ine molekula, znac¢aj ovog nacina transporta za apsorpciju
lekova je diskutabilan. Makromolekuli i cCestice se mogu apsorbovati procesom
endocitoze, pri ¢emu ih celijska membrana okruzuje 1 transportuje unutar celije,
formirajuci intracelijske vezikule. ViSe mehanizama transporta moze istovremeno biti
ukljuceno u apsorpciju lekovite supstance, mada je najbrzi proces dominantan i odreduje
ukupan obim i brzinu apsorpcije (Cao i sar., 2008; Shargel i sar., 2005; Washington i sar.,
2002).

Kao $to je ve¢ receno, apsorpcija lekova predstavlja slozen proces na koji mogu uticati
brojni faktori, kao i njihove interakcije. Najvazniji faktori od kojih zavisi apsorpcija
lekova su: (i) fizicko-hemijska svojstva lekovite supstance, (ii) karakteristike
farmaceutskog oblika leka, kao i (iii) fizioloSki faktori na mestu apsorpcije. Razmatranje
ovih faktora je od izuzetnog znacaja za razvoj formulacije 1 biofarmaceutsku
karakterizaciju lekovitog preparata u cilju postizanja odgovaraju¢e bioloske
raspoloZivosti, a time i optimalnog terapijskog efekta i prihvatljive bezbednosti za

pacijenta.



1.1. Fizi¢ko-hemijska svojstva lekovite supstance

Preduslov za apsorpciju je odgovarajuca rastvorljivost i permeabilnost lekovite supstance
u gastrointestinalnom traktu. Ovi parametri zavise od molekulske strukture jedinjenja, sto
omoguc¢ava uspostavljanje veze izmedu strukture i efekta leka s ciljem optimizacije
njegovog farmakokinetickog profila i in vivo ponaSanja. Stoga su, fizicke i hemijske
karakteristike lekovite supstance, kao i ekscipijenasa, od izuzetnog znacaja u procesu

razvoja formulacije i moraju se uzeti u obzir prilikom prouc¢avanja procesa apsorpcije.

Rastvorljivost

Rastvorljivost je jedan od najznacajnijih fizicko-hemijskih faktora koji uti¢u na
apsorpciju lekovite supstance, jer je, u najveéem broju slucajeva, njeno prisustvo u
rastvorenom obliku preduslov za transport kroz c¢elijsku membranu epitela creva.
Rastvorljivost veéine lekovitih supstanci u fizioloskim uslovima zavisi od pH vrednosti
sredine i stepena jonizacije, Sto se mora uzeti u obzir prilikom formulacije lekovitih
preparata za oralnu primenu. Pri tome, treba imati u vidu da niska rastvorljivost u vodi ne
podrazumeva obavezno i slabu rastvorljivost u GI traktu, s obzirom na solubilizirajuci
kapacitet fizioloSkih te¢nosti (Tong, 2008; Clarysse i sar., 2011). Savremeni trendovi u
proceni rastvorljivosti lekovitih supstanci in vivo, u gastrointestinalnom traktu,
podrazumevaju upotrebu fizioloski zasnovanih medijuma, koji sadrze kompleksne smese
zuénih soli i drugih povrsinski aktivnih materija prisutnih u gastrointestinalnom traktu, uz
dodatak komponenata sli¢nih lipidima iz hrane, kao Sto su gliceril-monooleat i natrijum-
oleat. Osim upotrebe vestackih medijuma koji simuliraju uslove u GI traktu, procena
rastvorljivosti se moze vrSiti i u aspiratima humanog ili zivotinjskog porekla izolovanim
iz Gl trakta u uslovima na gladno ili nakon uzimanja obroka (Dressman i sar., 2007;
Butler i Dressman, 2010; Kalantzi i sar., 2006a). Prednost u ispitivanju rastvorljivosti u
ranim fazama razvoja leka imaju fizioloSki zasnovani medijumi, kod kojih se u poslednje
vreme insistira na ,,funkcionalnoj“, vise nego na biorelevantnosti u pogledu sastava
(Clarysse i sar., 2011). Ovaj pristup podrazumeva razvoj fizioloski zasnovanih medijuma
za ispitivanje rastvorljivosti koji ¢e imati uporediv kapacitet za rastvaranje u odnosu na

gastrointestinalne tecnosti, dok je istovetnost sastava in vitro medijuma i te¢nosti u GI



traktu, u pogledu koncentracija biorelevantnih komponenata, od manjeg znacaja. Osim
toga, koncept funkcionalne biorelevantnosti podrazumeva razvoj alternativnih medijuma
jednostavnijih sastava koji su stabilni i jednostavni za pripremu, $to omogucava njihovu

Siru primenu za ispitivanje i predvidanje rastvorljivosti lekovitih supstanci u organizmu.

Permeabilnost

Permeabilnost lekovite supstance predstavlja njenu sposobnost da prode kroz intestinalnu
membranu, ukljucujuéi razli¢ite transportne mehanizme. Kao parameter koji opisuje
permeabilnost najéeSée se koristi efektivna permeabilnost (Pe). Poslednjih godina
razvijeni su brojni in vitro, in situ i in silico modeli za procenu permeabilnosti lekovitih
supstanci u GI traktu. In vitro tehnike za procenu permeabilnosti u fazi otkri¢a i razvoja
lekova obuhvataju izolovana intestinalna tkiva eksperimentalnih zivotinja, kulture éelija
koje simuliraju intestinalni epitel, kao i vestatke membrane. Caco-2 ¢elije humanog
adenokarcinoma kolona su najvise ispitivani ¢elijski modeli koji se poslednjih 20 godina
Siroko upotrebljavaju za proucavanje permeabilnosti lekovitih supstanci. Rezultati brojnih
istrazivanja su pokazali da je moguce uspostaviti matematicki odnos izmedu koeficijenta
permeabilnosti odredenog na jednoslojnim kulturama Caco-2 ¢elija i stepena apsorpcije
leka nakon oralne primene kod ljudi. Savremeni trendovi u farmaceutskoj industriji
usmereni su na potpunu automatizaciju Caco-2 sistema, Sto omogucava brze ispitivanje
vecéeg broja jedinjenja. Pored ovih, koriste se i druge vrste ¢elija, kao §to su MDCK ¢éelije
dobijene iz bubrega psa, koje u poredenju sa Caco-2 ¢elijama imaju kraéi period
kultivacije (3 dana, nasuprot 3 nedelje), pri ¢emu rezultati ispitivanja permeabilnosti
uglavnom odgovaraju onim dobijenim sa Caco-2 c¢elijama (Balimane i Chong, 2008;
Johnson i Zheng, 2006). Odredivanje permeabilnosti paralelnim vestackim membranama
(Parallel artificial membrane permeability assay, PAMPA) zasniva se na transportu
lekovite supstance izmedu dva prostora (donor i akceptor) razdvojenih vestackom
membranom (Bujard i sar., 2015). U zavisnosti od prirode vestacke membrane, ovom
tehnikom se moze proceniti permeabilnost kroz tri osnovne fizioloSke barijere: kozu,
krvno-mozdanu barijeru i Gl trakt. Koeficijent pasivne efektivne GI permeabilnosti (Pe)
izraGunava se pomoc¢u matemati¢kih jednacina zasnovanih na koncentraciji lekovite

supstance u donorskom i akceptorskom prostoru pre uspostavljanja stanja ravnoteze



(Bujard i sar., 2015; di Cagno i sar., 2015). Poslednjih godina sve vecu primenu imaju
kombinovane tehnike Caco-2 celija i veStackih membrana koje omoguéavaju dobijanje
velikog broja informacija o permeabilnosti u kratkom vremenskom periodu.

In situ perfuzija segmenata intestinuma pacova i zeeva se Cesto koristi za proucavanje
permeabilnosti. Osnovna prednost ovih modela u odnosu na in vitro tehnike je prisustvo
intaktnog krvotoka i inervacije u eksperimentalnim Zivotinjama. Ispitivanja se zasnivaju
na perfuziji rastvora lekovite supstance u fizioloSkom puferu kroz izolovani segment
intestinuma, pri ¢emu se apsorpcija procenjuje na osnovu smanjenja koncentracije leka u
lumenu creva. Ograni¢enja ovog pristupa postoje kod lekovitih supstanci sa izrazenim
presistemskim ili luminalnim metabolizmom, kao i zbog potrebe za velikim brojem
zivotinja 1 velikim koli¢inama lekovite supstance (koje nisu uvek dostupne u ranim
fazama razvoja leka). Lennernas i saradnici su 90-ih godina proslog veka razvili metodu
za sprovodenje studije perfuzije i pouzdano predvidanje permeabilnosti kod ljudi
(Balimane i Chong, 2008; Lennernas, 2000; 2014).

In silico modeli za predvidanje permeabilnosti lekovitih supstanci na osnovu lipofilnosti,
molekulske mase, polarne povrSine i drugih svojstava zaokupljaju paznju istrazivaca
Sirom sveta. Danas su komercijalno dostupni softverski paketi koji se koriste za
predvidanje permeabilnosti u ranim fazama razvoja leka. Nedostatak ovih modela je,
naj¢es¢e mali broj podataka koriS¢en za njihov razvoj i validaciju, §to ograni¢ava njihovu
univerzalnu primenu. U cilju razvoja globalnog modela potreban je ve¢i obim podataka
kako bi model bio primenljiv u svrhu optimizacije i preciznog predvidanja permeabilnosti

lekovitih supstanci (Balimane i Chong, 2008; Johnson i Zheng, 2006).

1.2. Karakteristike farmaceutskog oblika leka

Karakteristike farmaceutskog oblika leka koje uti¢u na brzinu i/ili obim apsorpcije
lekovite supstance zavise od vrste farmaceutskog oblika leka i vrste i koli¢ine prisutnih
ekscipijenasa (Cao i sar., 2008). Brzinu apsorpcije lekovite supstance iz farmaceutskog
preparata, koja ukljucuje dezintegraciju C¢vrstih farmaceutskih oblika, oslobadanje 1
rastvaranje lekovite supstance 1 prolazak supstance kroz ¢elijsku membranu epitela creva,

odreduje najsporiji od pomenutih kinetickih procesa. U slucaju preparata koji sadrze



nisko rastvorljive lekovite supstance, brzina rastvaranja supstance iz farmaceutskog
oblika odreduje brzinu apsorpcije. Kod preparata koji sadrze hidrofilne lekovite
supstance, ogranicavaju¢i proces tokom apsorpcije predstavlja prolazak lekovite
supstance kroz intestinalnu ¢elijsku membranu (Shargel i sar., 2005; Panakanti i Narang,
2012).

Ekscipijensi

Ekscipijensi koji ulaze u sastav lekovitog preparata mogu da uti¢u na stabilnost lekovite
supstance, na procese dezintegracije i brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata,
kao i na karakteristike formulacije sa aspekta kompresibilnosti i ujednacenosti sadrzaja
¢vrstih farmaceutskih oblika (Shargel i sar., 2005; Panakanti i Narang, 2012). lako su
ekscipijensi farmakodinamski neaktivni sastojci formulacije, fizicko-hemijske interakcije
ekscipijenasa i lekovite supstance, kao i uticaj ekscipijenasa na fizioloSke faktore na
mestu apsorpcije, mogu da uticu na bioloSku raspoloZivost leka. Imaju¢i u vidu
dostupnost velikog broja razlicitih ekscipijenasa, poznavanje i prouc¢avanje mehanizama
ovih interakcija doprinosi razvoju ¢vrstih farmaceutskih oblika lekova sa optimalnom
bioloSkom raspolozivos¢u (Panakanti i Narang, 2012).

Fizicko-hemijske interakcije ekscipijenasa i lekovite supstance mogu da dovedu do
promena fizicko-hemijskih i biofarmaceutskih karakteristika lekovite supstance od kojih
zavisi proces apsorpcije. Stvaranjem kompleksa lekovite supstance i ekscipijensa mogu
nastati molekulske strukture promenjene rastvorljivosti, stabilnosti i koeficijenta difuzije.
Hidrofobne supstance amorfne i/ili mikrokristalne strukture se mogu formulisati u obliku
¢vrstih disperzija u hidrofilnom polimernom nosacu ¢ime se povecava brzina rastvaranja
lekovite supstance iz preparata (Panakanti i Narang, 2012).

Ekscipijensi mogu da wuticu na fizioloSke uslove, kao Sto su pH vrednost
gastrointestinalne tec¢nosti, vreme prolaska kroz GI trakt, permeabilnost intestinalne
membrane, metabolizam, a time i na obim apsorpcije lekovite supstance iz preparata.
Upotrebom odgovarajucih ekscipijenasa moguce je uticati na pH vrednost kako bi se
povecala brzina rastvaranja supstanci koje pokazuju pH-zavisnu rastvorljivost i podlezu
prelasku iz amorfnog u kristalno stanje i precipitaciji u zavisnosti od promena pH

vrednosti u organizmu (Badawy i Hussain, 2007). U literaturi je opisan efekat smanjenja



vremena prolaska leka kroz tanko crevo u prisustvu manitola, ksilitola i laktuloze (Adkin
i sar., 1995; Yuen, 2010; Panakanti i Narang, 2012). Uticaj pomenutih Se¢era na vreme
prolaska kroz GI trakt pripisuje se nemogucénosti apsorpcije ovih ekscipijenasa i
poveéanju osmotskog pritiska koje stimuliSe peristaltiku creva. Prisutvo lipidnih
eksicipijenasa koji se koriste u formulacijama lipozoma, mikroemulzija i nanocestica
moze da utiCe na pokretljivost odredenih delova GI trakta. Poznato je da makrogoli
povecéavaju pokretljivost u GI traktu i tako utiCu na stepen apsorpcije lekovite supstance
(Panakanti i Narang, 2012). Mnogi ekscipijensi koji su u Sirokoj upotrebi u farmaceutskoj
industriji, kao Sto su povrsinski aktivne materije i razli¢iti polimeri, mogu da dovedu do
inhibicije izoenzima CYP 3A4 u crevima i jetri, i posledicno do promena u bioloskoj
raspolozivosti lekovite supstance. Utvrdeno je da stepen inhibicije metabolickih enzima
zavisi od koncentracije ekscipijensa (Tompkins i sar., 2010; Ren i sar., 2008). Brojni
radovi pokazuju da ekscipijensi mogu da uti¢u na aktivnost membranskih proteina
ukljucenih u proces apsorpcije lekovite supstance (Bhardway i sar., 2008; Goole i sar.,
2010). Inhibicijom efluks transportera kao Sto je P-glikoprotein (P-gp) ekscipijensi mogu
da dovedu do porasta stepena apsorpcije lekovite supstance, dok interakcijom sa influks
transporterima ekscipijensi mogu da dovedu do smanjene permeabilnosti membrane i
posledi¢no bioloske raspolozivosti lekovite supstance (Goole i sar., 2010). Usled
prisustva membranskog transportera P-gp u vecini tkiva, kao i njegove sposobnosti
transporta velikog broja razlicitih lekovitih supstanci, fizioloske interakcije ekscipijenasa
I P-gp su od izuzetnog znacaja za razvoj farmaceutskih oblika lekova za oralnu primenu.
Inhibitorni efekat na P-gp potvrden je u slu¢aju polietilenglikola, povrsinski aktivnih
materija, lipidnih ekscipijenasa (fosfolipidi i steroli) i ciklodekstrina, ispitivanjima na in
vitro celijskim kulturama (Goole i sar., 2010). Sagledavaju¢i specificnost fizioloSkih
interakcija velikog broja ekscipijenasa i transportera uklju¢enih u proces apsorpcije, kao i
klinicke posledice ovih interakcija, namece se pitanje da li bi ekscipijense trebalo
razmatrati kao aktivne sastojke formulacije. Ovakav pristup doveo bi do revizije mnogih
smernica kao 1 principa procene bioloske ekvivalentnosti generickih preparata, sa
posebnim osvrtom na sastav ekscipijenasa i mehanizme fizi¢ko-hemijskih i fizioloskih

interakcija (Goole i sar., 2010).



Brzina rastvaranja lekovite supstance iz preparata

Procesu apsorpcije prethodi oslobadanje i rastvaranje lekovite supstance iz lekovitog
preparata. Ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata predstavlja jedan
od najznacajnijih testova u razvoju formulacije, optimizaciji proizvodnog procesa i
kontroli kvaliteta lekovitog preparata. Osim toga, poslednjih godina sve ve¢i znacaj ovog
testa je mogucénost procene i predvidanja in vivo ponaSanja leka na osnovu informacija
dobijenih in vitro. U tu svrhu, in vitro metod bi trebalo da simulira brojne i varijabilne
fizioloske uslove koji uti¢u na proces oslobadanja i rastvaranja lekovite supstance.
Postoje tri osnovna pristupa za sprovodenje ovako slozenog koncepta (Abrahamsson,
2000). Prvi, pragmatian pristup podrazumeva razvoj in vitro testa koji daje rezultate u
skladu sa kinetikom rastvaranja lekovite supstance in vivo, u organizmu, nezavisno od
fizioloSke relevantnosti primenjenih uslova. Nedostatak ovog pristupa je rizik da
korelacija in vitro i in vivo podataka nece biti validna u slu¢aju promena u formulaciji za
koju je in vitro test prvobitno razvijen. Drugi pristup podrazmeva razvoj in vitro testa koji
potpuno simulira fizioloske uslove u Gl traktu. Uzimajuci u obzir sloZenost i dinami¢ku
prirodu ovih uslova postavlja se pitanje koliko je realan cilj potpuno simulirati situaciju u
organizmu. Treci pristup se zasniva na razvoju formulacije koja obezbeduje oslobadanje i
rastvaranje lekovite supstance nezavisno od fiziolosSkih faktora, Sto je poZeljno sa
biofarmaceutskog aspekta (primer ovakve formulacije je sistem tipa osmotske pumpe).

U svrhu razvoja specifiénog testa za odredeni proizvod, diskriminativnog za razli¢ite
formulacije, promene u proizvodnji ili karakteristikama lekovite supstance, izvode se
ispitivanja pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima, $to ukljuCuje izbor aparature,
brzine meSanja, zapremine, sastava, pH vrednosti i viskoziteta medijuma. Dizajn in vivo
relevantnog in vitro testa podrazumeva razmatranje fizicko-hemijskih i farmakokinetickih
svojstava lekovite supstance, karakteristika formulacije, kao i fizioloSkih faktora. Ovaj
koncept omogucava izostavljanje ispitivanja bioloske raspolozivosti 1/ili ekvivalentnosti
kod ljudi na osnovu pouzdanog, biofarmaceutski verifikovanog (u odnosu na in vivo
podatke) i diskriminativnog in vitro testa brzine rastvaranja lekovite supstance iz
preparata (Abrahamsson, 2000; Shargel i sar., 2005; Lee i sar., 2008).

Savremeni trendovi u razvoju lekova podrazumevaju integraciju biofarmaceutskih

aspekata i principa koncepta Quality-by-Design (QbD) u cilju obezbedenja ciljanog
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kvaliteta proizvoda. Ovaj pristup zahteva bolje razumevanje procesnih parametara i
karakteristika proizvoda i njihovog uticaja na bioloSku raspoloZivost i profil
rastvaranja/oslobadanja lekovite supstance. Cilj je moguce posti¢i uspostavljanjem veze
izmedu specifikacija in vitro testa brzine oslobadanja/rastvaranja i in vivo ponasanja leka
(Selen i sar., 2010).

Na osnovu koncepta QbD uveden je pojam Quality target product profile (QTPP) koji
definise kritine karakteristike proizvoda koje usmeravaju razvoj leka sa zeljenim
klini¢kim svojstvima. QTPP usmerava dizajn formulacije na osnovu unapred definisanog
profila oslobadanja lekovite supstance in vitro ili profila koncentracije lekovite supstance
u krvi dobijenog mehanistickim proucavanjem apsorpcije. Na osnovu QTPP principa,
razvijen je koncept Equivalence-by-Design, koji ima za cilj ubrzan razvoj novih
formulacija 1 olakSan postupak registracije generickih lekova, jer se teziSte pomera sa
studija bioekvivalentnosti na razvoj leka sa ciljnim in vivo svojstvima. Ugradnjom QTPP
principa u razvoj i evaluaciju preparata sa modifikovanim oslobadanjem lekovite
supstance mogucée je obezbediti odgovaraju¢i kvalitet i terapijsku ekvivalentnost
farmaceutskog oblika leka, Sto je od velikog znacaja imaju¢i u vidu slozenost i

raznovrsnost ovih terapijskih sistema (Raw i sar., 2011).

1.3. Fizioloski faktori

Gastrointestinalni trakt ima znacajnu ulogu u procesima lucenja zeludacnih i crevnih
sokova, varenja hrane i apsorpcije lekovitih supstanci, i predstavlja veoma sloZenu
sredinu koja se menja u zavisnosti od unosa hrane, nivoa enzima, starosti, pola i
zdravstvenog stanja. Tokom razvoja formulacije i odgovaraju¢ih in vitro i in vivo
ispitivanja, neophodno je razmotriti fizioloSke faktore, kao Sto su: brzina praznjenja
Zeluca, pokretljivost u gastrointestinalnom traktu, sastav i pH vrednost

gastrointestinalnog sadrzaja i uticaj hrane.
Brzina praZznjenja Zeluca

Scintigrafskim tehnikama obelezavanja sastojaka obroka i lekovitog preparata

radionukleotidima, utvrdeno je da vreme zadrzavanja lekovitog preparata u zelucu zavisi
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od vrste farmaceutskog oblika leka i njegovih dimenzija (kada se radi o ¢vrstim
farmaceutskim oblicima), kao i prisustva, vrste i koli¢ine hrane, kada se razmatra primena
lekova uz obrok. U slucaju tecnih lekovitih preparata vreme zadrzavanja u zelucu je krace
I manje je varijabilno u odnosu na vreme zadrzavanja Cvrstih farmaceutskih oblika.
Vreme zadrzavanja u Zelucu zavisi od veli¢ine obroka i raste sa pove¢anjem kalorijske
vrednosti obroka. Uticaj hrane je viSe izrazen u slu¢aju monolitnih preparata u odnosu na
viSeCesti¢ne oblike doziranja kao Sto su pelete (Wilson, 2000; Washington i sar., 2002;
Varum i sar., 2010).

Kod supstanci visoke rastvorljivosti i permeabilnosti, brzina praznjenja zeluca odreduje
brzinu apsorpcije i ispoljavanja terapijskog efekta. Brojni faktori kao Sto su uzimanje leka
na gladno, leZzanje na desnoj strani tela, unos tecnosti bez kalorijske vrednosti, primena
prokinetika, ubrzavaju praznjenje zeluca; dok uzimanje visokokalori¢nog obroka, lezanje
na levoj strani tela, primena antiholinergickih lekova, konzumiranje alkohola, usporavaju

ovaj proces (Shargel i sar., 2005; Cao i sar., 2008).

Pokretljivost u gastrointestinalnom traktu

Pokretljivost u gastrointestinalnom traktu podrazumeva propulzivne pokrete Kkoji
odreduju vreme prolaska leka kroz tanko crevo i pokrete mesanja koji omogucavaju
kontakt lekovite supstance sa povrsinom epitela kroz koji se odvija apsorpcija. Tanko
crevo poseduje najvecu efektivnu povrSinu raspolozivu za apsorpciju, usled nabora
mukoze, vila i mikrovila, kao i najveéu raspolozZivost transportera neophodnih za
apsorpciju lekova posredovanu nosa¢ima. Vreme prolaska razli¢itih farmaceutskih oblika
lekova (tablete, pelete, te¢ni preparati) kroz tanko crevo je sli¢no i iznosi od 3 do 4 sata.
Utvrdeno je da se pokretljivost tankog creva sastoji iz sekvenci mirovanja, sporih i brzih
pokreta i da viSe od polovine ukupnog vremena prolaska ne predstavlja aktivni tranzit ve¢
periode mirovanja farmaceutskog oblika u tankom crevu (Weitschies i sar., 2005a;
McConnell i sar., 2008). lako je vreme prolaska leka kroz tanko crevo manje varijabilno
u odnosu na zadrzavanje leka u Zelucu i prolazak kroz kolon, zabelezena je inter- i
intraindividualna varijabilnost u pogledu tranzita leka kroz tanko crevo, dok prisustvo
hrane uglavnom ne uti¢e na ovaj parametar (McConnell i sar., 2008; Varum i sar., 2010).

Vreme zadrzavanja leka u tankom crevu je posebno znacajno u slucaju preparata sa

12



modifikovanim oslobadanjem, kao i preparata koji sadrZze slabo rastvorljive lekovite
supstance.

Kao i u tankom crevu, pokretljivost kolona nije kontinuirana i Cesti su periodi staze,
uslovljavajuéi veoma varijabilno vreme prolaska leka kroz kolon (6-48 h, ¢ak i do 70 h)
(McConnell i sar., 2008). Ovo doprinosi i varijabilnosti ukupnog vremena tranzita kroz
Gl trakt, koje na primer, u slu¢aju osmotskih tableta, kod zdravih ispitanika iznosi od 5.1
do 58.3 sata (McConnell i sar., 2008). Na ukupno vreme Gl tranzita leka moze uticati i
vreme doziranja (jutarnje ili vecernje), dnevne aktivnosti, patoloSka stanja, starost, pol i
drugi faktori (Wilson, 2010).

Savremena istraZzivanja bazirana na tehnici magnetnog obeleZzavanja (Magnetic Marker
Monitoring — MMM) omogucavaju ispitivanje procesa dezintegracije ¢vrstih preparata i
njihovog prolaska kroz GI trakt, bez upotrebe jonizujuéeg zracenja. Ova tehnika se
zasniva na obelezavanju lekovitog preparata kao magnetnog dipola ugradnjom
feromagnetnog materijala (gvozde-oksid) i naknadnom magnetizacijom. Nakon oralne
primene preparata vrSi se merenje generisanog magnetnog signala veoma osetljivim
tehnikama, S$to omogucéava ispitivanje procesa oslobadanja lekovite supstance u
organizmu, Kinetike tranzita kroz GI trakt i obima regionalne apsorpcije (Weitschies i
sar., 2001; Weitschies i sar., 2005a; Weitschies i sar., 2005b; Bergstrand i sar., 2012).

pH vrednost

pH vrednost u gastrointestinalnom traktu odreduje brzinu rastvaranja jonizovane lekovite
supstance iz preparata i tako uti¢e na proces apsorpcije i biolosku raspolozZivost leka.
Gastrointestinalna pH vrednost zavisi od starosti, prisustva hrane, primene lekova kao Sto
su inhibitori protonske pumpe, prate¢ih oboljenja (hipohloridija, hipergastrinemija, HIV).
pH vrednost u gastrointestinalnom traktu pokazuje =znacajnu intraindividualnu
varijabilnost u zavisnosti od vremena ispitivanja, kao i interindividualnu varijabilnost
koja moze biti ve¢a od dve pH jedinice za isti region GI trakta. Kod zdravih osoba pH
vrednost raste od zeluca, gde iznosi 1 — 2.5, preko jejunuma (6.6 £ 0.5), ileuma (7.5 =
0.5) do kolona (6.4 — 7.0 + 0.6) i znacajno se menja u zavisnosti od gore navedenih
fizioloskih faktora (McConnell i sar., 2008).
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Karakteristike gastrointestinalnih te¢nosti

Gastrointestinalne te¢nosti, neohodne za procese dezintegracije ¢vrstih farmaceutskih
oblika lekova, rastvaranja i apsorpcije lekovite supstance nakon oralne primene, su
slozenog sastava i varijabilne u pogledu zapremine, sadrzaja elektrolita, enzima, zu¢nih
soli, proteina i lipida. Tehnikom magnetne rezonance (Magnetic Resonance Imaging —
MRI) utvrdena je prosecna zapremina vode u tankom crevu od 105 ml i debelom crevu od
13 ml, koja nije homogeno distribuirana ve¢ se nalazi u obliku diskretnih ,,dzepova“
(McConnell i sar., 2008; Sutton, 2009).

Zeludacna i crevna teénost se medusobno razlikuju u pogledu pH vrednosti, osmolalnosti,
koncentracije elektrolita i Zu¢nih kiselina, jonske jacine, dok se prosecan sadrzaj proteina
u ovim delovima Gl trakta ne razlikuje znacajno. Fizicko-hemijska svojstva ovih te¢nosti
pokazuju inter- i intraindividualnu varijabilnost, dok razlike medu polovima u pogledu
sastava ovih te¢nosti nisu uocene (Lindahl i sar., 1997).

Poznavanje sastava i zapremine GI te¢nosti, kao i faktora koji uti¢u na dinamicku prirodu
ove sredine, od izuzetnog je znaCaja za razvoj fizioloski zasnovanih medijuma za

ispitivanje brzine rastvaranja lekovitih supstanci iz preparata.

1.4. Uticaj hrane na apsorpciju lekova

Prisustvo hrane u GI traktu dodatno doprinosi slozenosti procesa apsorpcije i moze
znacajno da utiCe na biolosku raspolozivost lekova, dovodec¢i do promena u brzini i/ili
stepenu apsorpcije istovremeno primenjenog leka. Klini¢ki znac¢aj uticaja hrane na proces
apsorpcije lekova zavisi od stepena interakcije i ishoda koji moze dovesti do povecane,
smanjene ili odlozene apsorpcije leka, Sto se moze odraziti i na terapijsku efikasnost
(Welling, 1989; Singh, 1999; Davit i Conner, 2008). Znacaj ovih interakcija je prepoznat
od strane farmaceutske industrije i odgovarajué¢ih regulatornih tela, tako da se ispitivanja
uticaja hrane na apsorpciju sprovode u ranim fazama razvoja novih lekova i prilikom
ispitivanja bioloske ekvivalentnosti generickih u odnosu na referentne preparate (FDA,
2002; EMA, 2010). Karakterizacija efekata hrane u regulatorne svrhe podrazumeva
farmakokineticke studije kod zdravih ispitanika i pracenje promene primarnih

farmakokinetickih parametara u prisustvu hrane, odnosno poredenje ponaSanja
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generickog i referentnog leka u studijama sprovedenim na gladno i nakon uzimanja
obroka (FDA, 2002; EMA, 2010). Naucna javnost je, takode, zainteresovana za
proucavanje mehanizama uticaja hrane na proces apsorpcije leka i mogucnosti
predvidanja ovih efekata (Welling, 1989; Charman i sar., 1997; Fleisher i sar., 1999;
Singh, 1999; Schmidt i Dalhoff, 2002; Lentz, 2008; Varum i sar., 2013; Mathias i sar.
2015).

lako hrana moze da utice na razliCite farmakokineticke procese, najznacajnije su
interakcije na nivou apsorpcije, koje za posledicu mogu da imaju visok rizik terapijskog
neuspeha (usled smanjene bioloSke raspoloZivosti) ili toksi¢nih efekata (usled povecane
bioloSke raspoloZivosti i povecane koncentracije lekovite supstance u krvi). Uticaj hrane
ili pojedinih njenih komponenata na receptorskom nivou je znatno manje zastupljen, tako
da farmakodinamske interakcije hrane i lekova imaju manji klinicki znacaj u odnosu na
farmakokineticke interakcije (Schmidt i Dalhoff, 2002). S obzirom na prepoznat znacaj
uticaja hrane na proces apsorpcije leka kao prvog koraka u postizanju terapijskog efekta,
brojna istrazivanja u toku poslednjih 20 godina su imala za cilj prouc¢avanje mehanizama
uticaja hrane na proces apsorpcije lekova (Fleisher i sar., 1999; Singh, 1999; Schmidt i
Dalhoff, 2002; Abrahamsson i sar., 2004; Varum i sar., 2013; Mathias i sar. 2015).

2. INTERAKCIJE LEKOVA | HRANE

Kao $to je ve¢ navedeno, prisustvo hrane u GI traktu moZe da dovede do promena

fizioloSkih uslova ili fizi¢ko-hemijskih interakcija lekova i odredenih sastojaka obroka,

leka. Stoga se mehanizmi uticaja hrane mogu podeliti u dve kategorije: (i) fizicko-
hemijske i (ii) fizioloSke interakcije interakcije hrane i lekova (Fleisher i sar., 1999; Yu i
sar., 2004).

2.1. Fizicko-hemijske interakcije lekova i hrane

Fizicko-hemijske interakcije lekova i hrane se mogu ispoljiti kao direktne interakcije

lekovite supstance sa nekim od sastojaka obroka ili indirektno, kao uticaj promenjenih
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uslova u gastrointestinalnom traktu na oslobadanje lekovite supstance, njeno rastvaranje i
difuziju u lumenu gastrointestinalnog trakta (Fleisher i sar., 1999; Davit i Conner, 2008).
Rastvorljivost lekovite supstance i njena brzina rastvaranja iz preparata mogu biti
izmenjene usled promene pH vrednosti u GI traktu nakon obroka. Hrana koja povecava
pH vrednost u Zelucu smanjuje brzinu rastvaranja, a time i apsorpciju jedinjenja tipa slabe
baze, dok isti obrok dovodi do povecanja brzine rastvaranja i posledi¢no apsorpcije u
slu¢aju jedinjenja tipa slabe kiseline. Reakcije kompleksiranja i helacije izmedu lekova i
jona metala poreklom iz hrane, dijetetskih suplemenata ili antacida, takode mogu da
dovedu do promene u rastvorljivosti i brzini rastvaranja, a time i apsorpciji odredenih
lekovitih supstanci (Singh, 1999; Davit i Conner, 2008). Reakcije adsorpcije lekova na
sastojke obroka, kao Sto su pektini, takode mogu da smanje brzinu rastvaranja i
posledi¢no biolosku raspolozivost odredenih lekovitih supstanci (Singh, 1999).

Povecanje viskoziteta u lumenu creva nakon uzimanja obroka predstavlja fizi¢ku barijeru
koja usporava proces difuzije lekovite supstance do epitela creva. Viskozne barijere
imaju najizrazeniji efekat u gornjem delu tankog creva, dok se u srediSnjim i donjim
regijama ovaj efekat smanjuje usled procesa varenja hrane i razblazivanja crevnog
sadrZaja. Stoga, efekti viskoziteta mogu da dovedu do klini¢ki zna¢ajnog smanjenja
obima i brzine apsorpcije lekova koji se pretezno apsorbuju u gornjem delu tankog creva
(Welling, 1989; Singh, 1999; Washington i sar., 2002).

Uticaj hrane na apsorpciju je najvise izrazen u slucaju preparata sa modifikovanim
oslobadanjem lekovite supstance. Jedan od vidova interakcije hrane i preparata sa
modifikovanim oslobadanjem je mogucnost nastanka naglog, prekomernog oslobadanja
lekovite supstance iz preparata (”dose dumping®). Brojni autori su istrazivali interakcije
hrane i1 preparata sa produzenim oslobadanjem teofilina i zakljucili da, usled odloZenog
praznjenja zeluca, moze do¢i do dvostrukog uvecanja maksimalnih koncentracija leka u
krvi u odnosu na vrednosti na gladno (Welling, 1989; Singh, 1999; Davit i Conner, 2008;
Klein, 2009). Uzimaju¢i u obzir da je re¢ o leku sa malom terapijskom Sirinom, brza
apsorpcija velike koli¢ine teofilina moze da izazove ozbiljne toksi¢ne efekte. Uticaj hrane
na apsorpciju visoko rastvorljive i visoko permeabilne lekovite supstance iz preparata sa
trenutnim oslobadanjem je manje verovatan u odnosu na preparate sa modifikovanim

oslobadanjem, jer je apsorpcija ovakvih supstanci obi¢no pH-nezavisna i nije ogranicena
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brzinom rastvaranja. Ipak, kod nekih supstanci iz ove grupe koje podlezu presistemskom
metabolizmu, adsorpciji, kompleksiranju ili su nestabilne u GI traktu, hrana moze ispoljiti
uticaj na apsorpciju (FDA, 2002; Yu i sar., 2004; Davit i Conner, 2008).

Poznato je da etanol i alkoholni napici usporavaju praznjenje zeluca i povecavaju
propustljivost epitela tankog creva. Pomenuti fizioloski efekti alkohola mogu da dovedu
do prekomernog oslobadanja i rastvaranja lekovite supstance u zelucu, odnosno povecane
apsorpcije lekovite supstance u crevima, Sto moze nepovoljno da uti¢e na bezbednosni
profil leka (Varum i sar., 2013). U slucaju istovremene primene gastrorezistentnih oblika
lekova i alkohola mozi do¢i do prevremenog oslobadanja leka usled naglog rastvaranja
polimerne obloge u prisustvu alkohola. Pri istovremenoj primeni alkohola i preparata sa
produzenim oslobadanjem lekovite supstance moze doéi do promene kinetike i obima
oslobadanja lekovite supstance, Sto najcesce rezultuje povecanjem koncentracija leka u
krvi (Varum i sar., 2013). Nakon upozorenja Ameri¢ke agencije za hranu i lekove 2005.
godine, u vezi sa interakcijom alkohola i kapsula sa produzenim oslobadanjem
hidromorfina koja dovodi do potencijalno letalnih doza leka u krvi, prepoznat je znacaj
ispitivanja ovih interakcija (Walden i sar., 2007). Regulatorne preporuke za ispitivanje
interakcija preparata sa modifikovanim oslobadanjem i alkohola odnose se na in vitro
ispitivanje brzine rastvaranja u medijumima koji sadrze razli¢ite koncentracije etanola,
Sto moze da ukaze na potrebu sprovodenja in vivo ispitivanja u prisustvu alkohola (FDA,
2014). Levina i saradnici (2007) su pokazali da tablete sa produzenim oslobadanjem
felodipina, gliklazida i metformina, koje sadrZe hidroksipropilmetilcelulozu, zadrZavaju
integritet matriksa i svojstva bubrenja u medijumima sa 5 % i 40 % etanola. Sa druge
strane, Smith i1 saradnici su utvrdili brze oslobadanje lekovitih supstanci iz razli¢itih
formulacija sa modifikovanim oslobadanjem u medijumima koji su sadrzavali do 40 %
etanola (Smith i sar., 2010).

2.2. Fizioloski mehanizmi uticaja hrane

Pored izmena u apsorpciji nastalih kao rezultat fizicko-hemijskih interakcija lekova i

hrane, izmenjena apsorpcija moZe biti i posledica fizioloskih efekata hrane. FizioloSke

promene izazvane hranom ukljucuju promenu pH vrednosti i brzine praznjenja zeluca,
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promene pokretljivosti u gastrointestinalnom traktu i vremena zadrZavanja leka u
razli¢itim delovima Gl trakta, promene u lucenju Zeluda¢nih i crevnih sokova (Fleisher i
sar., 1999; Mudie i sar., 2010; Varum i sar., 2013).

Brzina praznjenja zeluca u prisustvu hrane zavisi od zapremine, kalorijske vrednosti i
viskoziteta primenjenog obroka (Fleisher i sar., 1999). Proces praznjenja Zeluca je brzi u
slucaju uzimanja teCnosti bez kalorijske vrednosti, dok se usporava primenom cvrste
hrane. Uzimanje obroka dovodi do povecanja pH vrednosti u zelucu, mada je uticaj
kalorijske vrednosti obroka na brzinu praznjenja Zeluca dominantan u odnosu na porast
pH vrednosti (Fleisher i sar., 1999). Hrana dovodi do odloZenog praznjenja Zeluca u
zavisnosti od svoje kalorijske vrednosti i na taj nacin uti¢e na varijabilnost apsorpcije
lekovitih supstanci. Ukoliko nema promene pH vrednosti, odlozeno praznjenje zeluca u
prisustvu hrane moze da dovede do smanjene apsorpcije lekovitih supstanci koje su
nestabilne u kiseloj sredini, dok apsorpcija slabo rastvorljivih, stabilnih lekovitih
supstanci moze biti povecana usled produzenog vremena raspolozivog za oslobadanje i
rastvaranje lekovite supstance.

Srednje vreme prolaska leka kroz GI trakt u velikoj meri zavisi od prisustva hrane.
Smanjena apsorpcija mozZe biti posledica precipitacije jedinjenja tipa slabih baza,
degradacije izazvane enzimima pankreasa, kompleksiranja ili smanjene difuzije usled
poveéanog viskoziteta crevnog sadrzaja (Fleisher i sar., 1999). Sa druge strane, poveéana
apsorpcija moze biti rezultat poja¢anog izlucivanja zucnih soli i crevnih sokova nakon
obroka, $to omogucava bolje uslove za rastvaranje slabo rastvorljivih supstanci u odnosu
na primenu leka nezavisno od uzimanja hrane (Fleisher i sar., 1999).

Fizioloski mehanizmi koji se javljaju kao odgovor na obroke bogate mastima, uglavnom
podrazumevaju povecano lucenje zuci i produzeno vreme zadrzavanja leka u Zelucu, s
obzirom na ¢injenicu da masna hrana odlaze praznjenje zeluca. Povecano lucenje zuci
dovodi do povecanja koncentracije Zu¢nih soli u GI traktu, koje mehanizmom micelarne
solubilizacije povecavaju brzinu rastvaranja lekovitih supstanci niske rastvorljivosti (npr.
cefuroksim, ciklosporin, grizeofulvin, danazol). Osim toga, unoSenje hrane izaziva
povecano luéenje zeludacnih i crevnih sokova koji mogu da dovedu do poveéanog

rastvaranja lekovite supstance (Singh, 1999; Davit i Conner, 2008).
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2.3. Moguénost predvidanja uticaja hrane na apsorpciju leka

Kao s$to je ve¢ navedeno, poznavanje interakcija lekova i hrane je znacajno sa aspekta
razvoja lekova, njihove klinicke primene, kao i regulatornog aspekta. ldentifikacija
potencijalnih fizicko-hemijskih interakcija predstavlja izazov za istrazivace u cilju
razvoja formulacija optimalnih karakteristika, kod kojih ne¢e do¢i do ispoljavanja uticaja
hrane. Stoga, predvidanje uticaja hrane u ranim fazama otkri¢a lekova i procena ovih
efekata na farmakokinetiku leka imaju veliki znacaj u savremenim istrazivanjima.
Proucavanje mehanizama i stepena interakcije hrane na farmakokinetiku leka Sto ranije u
procesu razvoja omogucava prevazilazenje potencijalnih problema odgovaraju¢im
pristupima razvoju formulacije, kad god je to moguce.

Postoje razlicite metode za predvidanje uticaja hrane, koje se mogu podeliti u tri osnovne
grupe: in silico, in vitro i in vivo metode (Lentz, 2008). S obzirom na znacaj i
zastupljenost in silico i in vitro metoda, one ¢e biti detaljnije opisane u sledecem
poglavlju. Ovde c¢e biti razmotreni modeli korelacije izmedu fizicko-hemijskih
karakteristika lekovite supstance i uticaja hrane na njihovu apsorpciju (Singh, 2005; Gu i
sar., 2007; Fleisher i sar., 1999; Custodio i sar., 2008). Prednost ovih modela je Sto se
potencijalni uticaj hrane moze predvideti na osnovu fizicko-hemijskih karakteristika
lekovite supstance, kao Sto su rastvorljivost i permeabilnost, koje je moguce odrediti u
ranoj fazi razvoja leka. Nedostatak ovih modela je Sto nije moguce kvantitativno proceniti
ocekivani uticaj hrane na promenu farmakokinetickih parametara, ve¢ se identifikuju
grupe jedinjenja kod kojih se o¢ekuje pozitivan uticaj hrane, negativan uticaj hrane ili
odsustvo ovog uticaja. Osim toga, ovi modeli ne uzimaju u obzir faktore formulacije i ne

opisuju mehanizme uticaja hrane (Singh, 2005; Gu i sar., 2007).

2.3.1. Predvidanje uticaja hrane na osnovu fizicko-hemijskih karakteristika lekovite

supstance
Singh je ispitivao moguénost primene fizicko-hemijskih karakteristika lekovite supstance

(rastvorljivost u vodi, odnos doze i rastvorljivosti i particioni koeficijent) u cilju

predvidanja uticaja hrane in vivo (Singh, 2005). Sistematskom analizom viSe od 100

19



strukturno razli¢itih jedinjenja primenjenih u obliku oralnih preparata sa trenutnim
oslobadanjem, razvijeni su modeli zasnovani na korelaciji izmedu povrSine ispod krive
(PIK) koncentracije leka u krvi nakon uzimanja obroka i na gladno (kao
farmakokinetickog parametra) i pomenutih fizicko-hemijskih karakteristika lekovite
supstance. Primenom ovih modela procenjen je opseg unutar koga se ne ocekuje da
prisustvo hrane uti¢e znaCajno na apsorpciju lekovite supstance, a koji je definisan
slede¢im vrednostima ispitivanih fizicko-hemijskih karakteristika: rastvorljivost u opsegu
0.148 — 89.39 mg/ml, odnos doze i rastvorljivosti u vodi u opsegu 0.23 — 624 ml i
particioni koeficijent u opsegu vrednosti 1.13 — 2.98.

Gu 1 saradnici su razvili statisticki model zasnovan na fizicko-hemijskim
karakteristikama koje obuhvataju rastvorljivost, dozni broj, permeabilnost, maksimalnu
apsorbovanu dozu, broj vodoni¢nih veza i polarnu i ukupnu povrsinu molekula (Gu i sar.,
2007). Ovaj model predvida uticaj hrane (pozitivan, negativan ili odsustvo uticaja) za
jedinjenja sli¢nih fizicko-hemijskih svojstava. Tacnost predvidanja ovog modela za 92
ispitivana jedinjenja je iznosila 97, 79 i 68 % za jedinjenja sa pozitivnim, negativnim ili
bez uticaja hrane, redom. Autori su zakljucili da je osnovni nedostatak ovog modela
isklju¢iva zasnovanost na svojstvima lekovite supstance, pri ¢emu nisu uzeti u obzir
faktori formulacije koji znac¢ajno doprinose efektima hrane na apsorpciju.

Mathias i saradnici (2015) su predlozili hibridni pristup izu€avanju uticaja hrane na
apsorpciju lekova koji objedinjuje elemente statistickih i mehanisti¢kih modela. Odnos in
vitro stepena oslobadanja 22 model supstance u fizioloski zasnovanim medijumima u
prisustvu hrane i na gladno je odgovarao in vivo odnosu stepena asporpcije nakon obroka
I u uslovima gladovanja. Autori preporucuju primenu in vitro dissolution testa za pocetno
ispitivanje uticaja hrane na apsorpciju lekova, zatim in vivo studije na modelima zivotinja
u slucaju lekovitih supstanci kod kojih je in vitro utvrden znacajan efekat hrane. Ovako
dobijeni podaci mogu se Koristiti u in silico modelima za ispitivanje apsorpcije u
prisustvu hrane u zavisnosti od razli¢itih fizicko-hemijskih i fizioloskih faktora (Mathias i
sar., 2015).
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2.3.2. Predvidanje uticaja hrane zasnovano na Biofarmaceutskom sistemu

klasifikacije

Koncept Biofarmaceutskog sistema klasifikacije (BSK) koji su predlozili Amidon i
saradnici podrazumeva klasifikaciju lekovitih supstanci na osnovu rastvorljivosti u vodi i
intestinalne permeabilnosti. Osnovni cilj ovog sistema je mogucnost predvidanja
apsorpcije lekovite supstance na osnovu in vitro odredene rastvorljivosti, permeabilnosti i
brzine rastvaranja iz lekovitog preparata (Amidon i sar., 1995). Biofarmaceutski sistem
Klasifikacije predstavlja nau¢nu osnovu za mehanisticko razumevanje procesa apsorpcije,
distribucije, metabolizma i izlu¢ivanja lekovitih supstanci, kao i osnovu za potencijalno
izostavljanje in vivo ispitivanja bioloSke ekvivalentnosti lekova (BCS-Based Biovaiwer),
prihvac¢enu od strane regulatornih tela (Amidon i sar., 2011).

Fleisher i saradnici su razmatrali uticaj hrane na apsorpciju lekova formulisanih u obliku
preparata sa trenutnim oslobadanjem u zavisnosti od toga kojoj grupi BSK pripada
lekovita supstanca (Fleisher i sar., 1999). Zakljuc¢ak autora ukazuje da hrana bogata
mastima uglavnom nema uticaja na bioloSku raspolozivost lekovitih supstanci | grupe
BSK, povecava apsorpciju lekovitih supstanci Il grupe, smanjuje raspolozZivost lekovitih
supstanci 111 grupe, dok je kod lekovitih supstanci IV grupe stepen apsorpcije mali bez
obzira na uticaj hrane (Fleisher i sar., 1999).

Sastav i kalorijska vrednost obroka, kao i zapremina i temperatura obroka uticu na uslove
u GI traktu, a time i na bioloSku raspoloZivost oralno primenjenih lekova. Uopsteno,
obroci bogati mastima imaju veéi potencijal da menjaju fizioloSke uslove u GI traktu, i na
taj nacin ispoljavaju izrazeniji efekat na biolosku raspolozivost lekova. Stoga, regulatorna
tela preporucuju upotrebu visokokaloricnih obroka sa velikim sadrzajem masti pri
ispitivanju bioloske raspoloZivosti i ekvivalentnosti u prisustvu hrane (FDA, 2002; Yu i
sar., 2004; Shargel i sar., 2005).

Nakon oralne primene preparata koji sadrze lekovite supstance visoke rastvorljivosti i
visoke permeabilnosti koje se brzo oslobadaju iz preparata, moguca je odlozena ili
usporena apsorpcija u prisustvu hrane. Osnovni mehanizam je odlozZeno ili usporeno
praznjenje zeluca i/ili povecana pH vrednost Zeluca nakon uzimanja obroka. Kao

posledica ovih promena, produzava se srednje vreme zadrzavanja u zelucu i odlaze
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apsorpcija koja se pretezno odvija u gornjem delu tankog creva, $to dovodi do smanjenja
maksimalne koncentracije leka u krvi i produZenja vremena do postizanja ove
koncentracije. Ukupan obim apsorpcije lekovite supstance u ovom sluc¢aju uglavnom nije
promenjen, osim ukoliko je lek nestabilan u GI traktu. Klini¢ki znacaj odlozene ili
usporene apsorpcije procenjuje se u zavisnosti od farmakoloskih svojstava leka. U slucaju
antibiotika hrana moZe da dovede do smanjenja efikasnosti usled smanjenog nivoa
lekovite supstance u krvi, dok kod verapamila moze doci do klini¢ki znacajnog odlaganja
terapijskog efekta (Singh, 1999; Davit i Conner, 2008).

Jedna od najvisSe ispitivanih interakcija lekova i hrane je istovremena primena sa sokom
od grejpfruta, koji povecava bioloSku raspolozivost brojnih lekova, inhibicijom efluks
transportera P-glikoproteina i izoenzima citohroma CYP3A. Ove interakcije su od
posebnog znacaja za lekove koji podlezu metabolizmu u crevima. Pacijenti na terapiji
lekovima koji su supstrati CYP3A i P-glikoproteina, kao Sto je ciklosporin, ili primaju
lekove koji su supstrati CYP3A4, kao Sto je felodipin, savetuju se da izbegavaju
istovremenu primenu grejpfruta i soka od grejpfruta. Produzeno vreme zadrzavanja leka u
zelucu moze da dovede do povecane brzine rastvaranja i apsorpcije nisko rastvorljivih
lekovitih supstanci. Ovom efektu doprinose te¢nosti unete sa hranom, kao 1 izlu¢ivanje
7uéi i pankreasne te¢nosti izazvano hranom (Singh, 1999; Davit i Conner, 2008).
Smanjenje brzine i obima apsorpcije u prisustvu hrane moze biti posledica hidrolize
lekova koji su nestabilni u kiseloj sredini tokom produzenog zadrzavanja leka u Zelucu.
Smanjena apsorpcija lekovitih supstanci Il grupe BSK u prisustvu hrane moZze nastati

usled fizickog ili hemijskog vezivanja sa komponentama obroka.

2.3.3. Predvidanje uticaja hrane prema Biofarmaceutskom sistemu klasifikacije

zasnovanom na dispoziciji lekovitih supstanci

U toku razvoja ovog koncepta, Benet i saradnici su razmatrali fizioloSke uslove u Gl
traktu, medusobnu vezu procesa apsorpcije, transporta i eliminacije, fizicko-hemijska
svojstva supstance (rastvorljivost i permeabilnost), kao i stepen metabolizma (Custodio i
sar., 2008). Polaze¢i od ¢injenice da je metabolizam glavni put eliminacije jedinjenja I i 11

grupe BSK (koje karakteriSe visoka permeabilnost), dok se lekovite supstance 111 i IV
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grupe (koje karakteriSe niska permeabilnost) eliminiSu u nepromenjenom obliku putem
urina i/ili zu¢i, Wu i Benet su predlozili revidiran BSK koncept i nazvali ga
Biofarmaceutski sistem klasifikacije zasnovan na dispoziciji lekovitih supstanci
(BDDSK) (Wu i Benet, 2005). U ovom konceptu, parametar permeabilnost je zamenjen
stepenom metabolizma lekovite supstance, uz objasnjenje da je klasifikacija zasnovana na
stepenu metabolizma jednostavnija i nedvosmislena u poredenju sa Biofarmaceutskim
sistemom klasifikacije koji uzima u obzir procenu vrednosti permeabilnosti kod ljudi, Sto
dovodi do razlika u klasifikaciji od strane razli¢itih grupa autora (Custodio i sar., 2008).

Uticaj hrane bogate mastima na apsorpciju lekovitih supstanci odredenih grupa BDDSK
odgovara efektima koje prisustvo hrane ispoljava na apsorpciju lekovitih supstanci

analognih grupa BSK, kao Sto je predstavljeno na slici 3.

Rastvorljivost

visoka niska
c
S I grupa Il grupa
N
€8 |<PK 1 PIK
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[«B}
=
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T Tmax Tl‘—’ Tmax

Slika 3. Predvidanje uticaja hrane bogate mastima zasnovano na BDDSK

(prema Custodio i sar., 2008)

Pomenuti model pretpostavlja interakcije lekovite supstance i transportnih enzima
(transportera) kao vazan mehanizam efekata hrane, pored ostalih poznatih mehanizama.
Hrana bogata mastima nema znacajan uticaj na stepen bioloske raspoloZivosti lekova I
grupe, s obzirom da se apsorpcija uglavnhom odvija pasivnom difuzijom, tako da se ne

o¢ekuju znacajne interakcije lekovitih supstanci ove grupe i transportera (Custodio i sar.,
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2008). Visokokalori¢na hrana povecava stepen bioloske raspolozivosti lekova II grupe,
usled inhibicije efluks transportera, kao Sto je P-glikoprotein, Sto dovodi do smanjenja
koli¢ine metabolizovanog leka i povecanja bioraspolozivosti (Custodio i sar., 2008).
Drugi mehanizam koji doprinosi ovom efektu moglo bi da bude povecanje rastvorljivosti
postupkom micelarne solubilizacije (Custodio i sar., 2008). Kod lekova Il grupe hrana
bogata mastima smanjuje stepen bioloSke raspoloZivosti usled inhibicije nosaca za
apsorpciju, dok je kod lekova IV grupe tesko predvideti ovaj efekat s obzirom da se ova
jedinjenja u organizmu mogu ponasati kao lekovi Il ili 111 grupe BDDSK.

3. IN VITRO I IN SILICO METODE ZA PREDVIPDANJE LEK - HRANA
INTERAKCIJA

Klini¢ki znacaj i razli¢iti mehanizmi interakcija lekova i hrane sa jedne strane, i sve veéi
broj sloZenih formulacija za kontrolisano oslobadanje lekovite supstance sa druge strane,
uslovili su intenzivan razvoj metoda za predvidanje efekata hrane na apsorpciju tokom
otkri¢a i razvoja lekova. Teznja da se smanji obim farmakokinetic¢kih studija kod ljudi, uz
racionalizaciju troSkova i uStedu vremena, doprinela je razvoju i optimizaciji inovativnih
alatki za biofarmaceutsku karakterizaciju preparata za oralnu primenu.

Brojni istrazivacki radovi iz ove oblasti ukazuju na kontinuirano unapredenje postojecih i
razvoj novih modela, sa posebnim akcentom na in silico i in vitro tehnike, s obzirom na
njihove prednosti i mogucnost predvidanja uticaja hrane na apsorpciju lekova. Do danas
nije razvijen univerzalan model za simulaciju interakcija lekova i hrane koji bi bio
primenljiv na sve lekove u svim fazama razvoja. U zavisnosti od toga da li je cilj procena
potencijalnih promena u apsorpciji lekova u prisustvu hrane, sagledavanje klini¢kog
znacaja stepena interakcija lekova i hrane ili proucavanje faktora formulacije kojima bi se
umanjio uticaj hrane na apsorpciju lekovite supstance, mogu se koristiti razli¢iti dostupni
modeli (Lentz, 2008; Kostewicz i sar., 2014a; 2014b; Sjogren i sar., 2014).

Evropska unija kofinansira istrazivacki projekat velikih razmera pod nazivom OrBiTo
(Oral Biopharmaceutical Tools), ¢iji je cilj unapredenje razumevanja procesa apsorpcije
u GI traktu 1 integrisanje saznanja u razvoj novih ili unapredenje postojecih

biofarmaceutskih metoda za predvidanje ponasanja lekovitih preparata u organizmu. Ovaj
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projekat okuplja vodeée svetske istrazivate u oblasti apsorpcije lekova, proizvodace
inovativnih lekova, regulatorna tela, predstavnike univerziteta, kao i kompanije koje se
bave razvojem in silico i in vitro modela za simulaciju apsorpcije. Ocekuje se da ¢e
rezultati projekta doprineti razvoju farmaceutskih oblika zasnovanom na integrisanoj
upotrebi in vitro i in silico modela predvidanja, u skladu sa konceptom QbD, kao i
zna¢ajnom smanjenju in vivo ispitivanja (Lennernas i sar., 2014; Kostewicz i sar., 2014a;
2014b; Garbacz i sar., 2015; Khadra i sar., 2015; Olivares-Morales i sar., 2015).

3.1. In vitro metode

Razvoj in vitro metoda na osnovu kojih je moguée proceniti ponasSanje oralno
primenjenih farmaceutskih preparata u organizmu je veoma pozeljan u ranim fazama
razvoja, kao i nakon stavljanja leka u promet kada se planiraju izmene u sastavu i/ili
procesu proizvodnje preparata. Savremene in vitro metode za procenu uticaja hrane
predstavljaju razliiti dinamicki modeli gastrointestinalnog trakta uz primenu fizioloski

zasnovanih medijuma za ispitivanje brzine rastvaranja.

3.1.1. Fizioloski zasnovani medijumi za ispitivanje brzine rastvaranja

Ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz farmaceutskog oblika leka, osim
tradicionalne primene za kontrolu kvaliteta, ima poseban znac¢aj kao in vitro metoda za
proucavanje oslobadanja lekovite supstance u organizmu, $to moZze biti zamena za
ispitivanje bioekvivalentnosti u razli¢itim fazama razvoja leka. Znacaj ovog ispitivanja u
svrhu predvidanja in vivo ponaSanja leka je posebno izrazen u procesu razvoja
formulacije, razmatranju postregistracionih izmena i identifikaciji potencijalnih efekata
hrane, $to je omoguéilo novu regulatornu perspektivu ovog testa. Izbor odgovarajuceg
medijuma za in vitro ispitivanje brzine rastvaranja je od kljuénog znacaja za moguénost
predvidanja efekata hrane na proces oslobadanja lekovite supstance u organizmu.
Jednostavni vodeni medijumi i rastvori pufera koji se uobicajeno koriste u svrhu kontrole
kvaliteta ne odraZzavaju sve aspekte fizioloskih uslova u GI traktu, tako da je korelacija

izmedu dobijenih razultata i podataka uocenih in vivo ograni¢ena. Smatra se da je
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simulacija gastrointestinalnih uslova od klju¢nog znacaja za adekvatno predvidanje
performansi lekovitog preparata u organizmu (,,bioperformance*) (Mudie i sar., 2010).
Da bi se postigao povrSinski napon Kkoji odgovara povrSinskom naponu
gastrointestinalnih te¢nosti, u medijume se dodaju zu¢ne soli, kao Sto je natrijum-
tauroholat i fosfolipidi, kao Sto je lecitin. Uticaj hrane se simulira dodatkom proizvoda
razgradnje lipida, kao Sto su gliceril-monooleat i natrijum-oleat. Brojna i veoma opsezna
organizmu, koji ¢e omoguciti uspostavljanje bolje korelacije izmedu in vitro dobijenih
rezultata i kinetike apsorpcije lekovite supstance in vivo, sa posebnim akcentom na uticaj
hrane (McConnell i sar., 2008). FizioloSki zasnovani medijumi se konstantno razvijaju i
unapreduju u pogledu sastava i fizicko-hemijskih svojstava kako bi adekvatno
reprezentovali uslove u organizmu (Jantratid i sar., 2008a; Klein, 2010; Dressman, 2014;
Makropoulos i sar., 2015).

Razvoj biorelevantnih specifikacija ispitivanja brzine rastvaranja lekovite supstance iz
preparata u cilju predvidanja uticaja hrane zahteva pazljivo razmatranje fizioloskih uslova
u GI traktu, pored fizicko-hemijskih svojstava lekovite supstance i karakteristika
formulacije. Sprovedena su brojna ispitivanja sastava i karakteristika gastrointestinalnog
sadrzaja i tako postignut ogroman napredak u dizajnu fizioloski zasnovanih medijuma
koji odrazavaju uslove u organizmu u pogledu osmolalnosti, jonske jacine, viskoziteta,
povrsinskog napona, uzimajuci u obzir i prisustvo hrane (Galia i sar., 1998; Horter i
Dressman, 2001; Kostewicz i sar., 2002; Vertzoni i sar., 2005; Kalantzi i sar., 2006b;
Jantratid i sar., 2008a; Vertzoni i sar., 2010). Jantratid i saradnici su predloZili nove
sastave biorelevantnih medijuma ,,druge generacije” koji simuliraju zeludacni i crevni
sok na gladno i nakon uzimanja obroka, unapredene u odnosu na prethodne na osnovu
podataka dobijenih iz humanih aspirata, tako da pribliznije odraZzavaju uslove u
organizmu u odnosu na ranije verzije (Jantratid i sar., 2008a).

S obzirom da su biorelevantni medijumi ,druge generacije” razvijeni na osnovu
najnovijih saznanja o fizioloskim uslovima u Gl traktu kod ljudi, ocekuje se da ¢e pruziti
veéu moguénost predvidanja uticaja hrane na apsorpciju kada se primene za in vitro
ispitivanje brzine rastvaranja. O primeni i znacaju biorelevantnih medijuma svedoce

brojna istrazivanja i publikovani radovi u kojima se posebno istice znacaj ovih medijuma

26



za simulaciju in vivo ponaSanja preparata koji sadrze slabo rastvorljive supstance
(Kostewicz i sar., 2002; Vertzoni i sar., 2005; Jantratid i sar., 2009b; Klein, 2009;
Wagner i sar., 2012; Wagner i sar., 2013). U savremenim istrazivanjima biorelevantni
medijumi se uspesno koriste u cilju uspostavljanja in vitro - in vivo korelacije (Jantratid i
sar., 2008b; Lue i sar., 2008; Fei i sar., 2013; Kambayashi i sar., 2013).

Potencijal biorelevantnih medijuma u svrhu predvidanja apsorpcije 1 efekata hrane je
dobio novu perspektivu u najnovijim istrazivanjima u kojima se rezultati ispitivanja u
ovim medijumima uspeSno koriste za simulaciju koncentracija lekovite supstance u
plazmi pomocu in silico metoda o kojima ¢e biti viSe re¢i u poglavlju 3.2 (Shono i sar.,
2009; Shono i sar., 2010; Juenemann i sar., 2011; Wagner i sar., 2012).

Viskozitet hrane je jedan od fizioloskih parametara koji mogu da uti¢u na apsorpciju
lekovite supstance iz oralno primenjenog preparata. U literaturi se predlozeni razliciti
mehanizmi uticaja viskoziteta hrane, kao S$to su: usporeno praznjenje Zeluca uz
modifikovano vreme prolaska kroz creva, usporena difuzija molekula lekovite supstance
do intestinalne membrane, produzeno vreme dezintegracije preparata i smanjena brzina
oslobadanja lekovite supstance iz preparata (Paroj¢i¢ i sar., 2008; Radwan i sar., 2012;
2014). Objavljeni rezultati ukazuju na moguénost simulacije luminalnog viskoziteta
nakon obroka relativno jednostavnim i stabilnim medijumima za in vitro ispitivanje
brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata, koji sadrze razliite koncentracije

hidroksipropilmetilceluloze (Paroj¢ic i sar., 2008; Radwan i sar., 2012).

3.1.2. Dinamicki modeli gastrointestinalnog trakta

In vitro gastrointestinalni modeli predstavljaju dinamicke, viSeprostorne, racunarski
kontrolisane sisteme koji simuliraju fizioloSke uslove u Gl traktu. Ovi modeli su razvijeni
u TNO istrazivackom centru u Holandiji i validirani su na osnovu ispitivanja kod ljudi i
zivotinja (Blanquet i sar., 2004). Ovaj tip in vitro gastrointestinalnog modela daje
mogucnost simulacije fizioloskih uslova kod ljudi u pogledu prisustva enzima, koenzima
1 zucnih soli u fizioloskim koli¢inama, pH vrednosti, vremena prolaska i meSanja sadrzaja

u odredenim fazama apsorpcije iz GI trakta.
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Gastrointestinalni model TIM-1 simulira fizioloSke uslove u Zelucu i tankom crevu, dok
TIM-2 model predstavlja debelo crevo sa bogatom mikrobioloskom florom (www.tno.nl).
Izgled ovih modela prikazan je na slici 4.

Slika 4. Gastrointestinalni model Zeluca i tankog creva — TIM-1 sistem (a) i model
debelog creva — TIM-2 sistem (b) (www.tno.nl)

TIM-1 sistem simulira dinamicke uslove u gornjim delovima GI trakta u pogledu
temperature, pH vrednosti, prisustva GI teCnosti (saliva, Zeludacni 1 pankreasni sok,
ukljucujuéi enzime i zuéne soli), peristaltickih pokreta, vremena prolaska kroz GI trakt i
uklanjanja proizvoda varenja. Gastrointestinalni parametri se mogu prilagoditi tako da
simuliraju specificne uslove vezano za uzrast, vrstu obroka i prisustvo specifi¢nih
oboljenja (Blanquet i sar., 2004). TIM-2 sistem simulira uslove u debelom crevu u
pogledu pH vrednosti, metaboli¢ki aktivne mikroflore humanog porekla i preuzimanja
sastojaka iz lumena tankog creva. U naucnoj literaturi su objavljeni rezultati dobijeni sa
sistemima TIM-1 i TIM-2 u svrhu predvidanja apsorpcije lekova i potencijalnih efekata
hrane koji ukazuju na mogucénost uspostavljanja in vitro — in vivo korelacije (Blanquet i
sar., 2004; Souliman i sar., 2006; Souliman i sar., 2007; Brouwers i sar., 2011; Brouwers
I Augustijns, 2014). U ovim radovima se isti¢e prednost gastrointestinalnih modela u

odnosu na oficinalne metode za ispitivanje brzine rastvaranja sa aspekta predvidanja
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uticaja hrane i ukazuje na znacaj ovih modela kao komplementarne tehnike sa in vitro

ispitivanjem brzine rastvaranja u procesu otkrica i razvoja lekova.

Kompleksnost modela TIM-1 i TIM-2 i visoka cena ispitivanja ograni¢avaju njihovu
rutinsku primenu za biofarmaceutsku karakterizaciju ¢vrstih lekovitih preparata. Nedavno
su Weitschies i Koziolek sa saradnicima, nakon opseznog prouc¢avanja fizi¢ko-hemijskih
I fizioloskih promena u zelucu uslovljenih hranom, razvili kompjuterski zasnovan,
dinamicki model za simulaciju uslova u zelucu u prisustvu hrane (Fed Stomach Model,
FSM) (Koziolek i sar., 2013; 2014). Ovaj model predstavlja modifikovanu aparaturu sa
lopaticom u kojoj su posude za simulaciju uslova u Zelucu dinamicke proto¢ne Celije sa
maksimalnom zapreminom od 100 ml. Tehnikom magnetnog obelezavanja dobijeni su
rezultati u skladu sa in vivo podacima i potvrdena mogu¢nost primene FSM modela za
simulaciju mehani¢kih parametara Zeluca nakon obroka, kao $to su pokretljivost u Zelucu
i vreme prolaska lekovitog preparata. Dalji planovi autora usmereni su na integrisanje
fizioloskih faktora i kompleksne prirode Zeluda¢nog sadrzaja u model FSM (Koziolek i
sar., 2014).

3.2. In silico metode

Implementacija koncepta QbD u proces razvoja leka zahteva odgovarajuce tehnike
kojima se mogu povezati in vitro karakteristike lekovitog preparata sa performansama u
organizmu. Mehanisticki, fizioloSki zasnovani modeli apsorpcije imaju veliki potencijal u
implementaciji ovog koncepta u svim fazama razvoja leka (Zhang i sar., 2011). Metode
modelovanja i apsorpcije prepoznate su od strane farmaceutske industrije u cilju
usmeravanja razvoja i optimizacije formulacije, kao i sa regulatornog aspekta, u cilju
donoSenja odluka i odgovaraju¢ih preporuka u vezi potrebe sprovodenja specifi¢nih
klini¢kih studija. Americka agencija za hranu i lekove podrzava upotrebu metoda
modelovanja i simulacije u cilju implementacije principa QbD (Jiang i sar., 2011). Ove
metode se koriste prilikom razvoja biorelevantnih specifikacija, definisanja kriterijuma za

procenu bioloske ekvivalentnosti preparata sa modifikovanim oslobadanjem,
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uspostavljanja in vitro — in vivo korelacije i predvidanja efekata hrane na apsorpciju
lekova (Jiang i sar., 2011).

Primena racunarskih, in silico tehnologija u procesu otkrica i razvoja lekova omogucava
uStedu vremena i smanjenje broja eksperimenata potrebnih za izbor potencijalnih
lekovitih supstanci, razvoj formulacije i karakterizaciju preparata. Apsorpcija u Gl traktu
i potencijalni efekti hrane mogu se proucavati primenom in silico metoda, kao Sto su

razli¢iti fizioloSki zasnovani farmakokineti¢ki modeli 1 veS$tacke neuronske mreze.

3.2.1. Fizioloski zasnovani farmakokineti¢ki modeli

ACAT model

Unapreden model prostorne apsorpcije i tranzita (Advanced Compartmental Absorption
and Transit — ACAT) je fizioloSki zasnovan model koji se sastoji od 18 prostora koji
odgovaraju razli¢itim segmentima Gl trakta (Zeludac, 7 prostora tankog creva, kolon i 9
prostora enterocita). ACAT model uzima u obzir 6 stanja u kojima moze da se nade lek u
svakom prostoru (neosloboden, nerastvoren, rastvoren, razgraden, metabolisan i
apsorbovan), kao i 3 stanja ekskretovanog materijala (neosloboden, nerastvoren i
rastvoren). Ukupna koli¢ina apsorbovanog materijala je suma integrisanih
apsorbovanih/eksorbovanih koli¢ina iz svakog prostora apsorpcije/tranzita. Simulacija
gastointestinalne apsorpcije pomoc¢u ACAT modela se zasniva na fizi¢ko-hemijskim
(pKa, rastvorljivost, veli¢ina i gustina Cestica, permeabilnost), fizioloskim (praznjenje
Zeluca, vreme zadrZavanja u razli¢itim delovima Gl trakta, metabolizam prvog prolaza,
luminalni transport) i faktorima formulacije (doza, vrsta farmaceutskog oblika leka i
brzina rastvaranja lekovite supstance iz preparata) (Agoram i sar., 2001; Huang i sar.,
2009). Sematski prikaz ACAT modela dat je na slici 5.

Komercijalno dostupan programski paket GastroPlus" razvijen je na osnovu ACAT
modela i uspeSno koriS¢en za simulaciju apsorpcionih profila tokom otkri¢a i razvoja
lekova (Parrott i Lave, 2002; De Buck i sar., 2007). Ovaj in silico model apsorpcije
omogucava uspostavljanje in vitro — in vivo korelacije na osnovu in vitro podataka o

brzini rastvaranja lekovite supstance iz preparata (Lobenberg i sar., 2000), kao i
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predvidanje efekata hrane na osnovu in vitro odredenih vrednosti ulaznih parametara i in

vivo preklinickih i klini¢kih farmakokinetickih podataka (Parrott i sar., 2009).

Advanced Compartmental Absorption and Transit Model
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Slika 5. Sematski prikaz ACAT modela (prema Huang i sar., 2009)

Savremeni trendovi u simulaciji apsorpcije slabo rastvorljivih supstanci i uticaja hrane na
ovaj proces podrazumevaju kombinovanje in vitro ispitivanja u fizioloski zasnovanim
medijumima i in silico metoda simulacije. Upotrebom podataka o rastvorljivosti u
biorelevantnim medijumima i fizioloski zasnovanog modela apsorpcije pomocu softvera
GastroPlus™, dobijeni su apsorpcioni profili u skladu sa in vivo podacima i potvrdena
mogucénost primene modela za predvidanje klinicki znac¢ajnih efekata hrane na apsorpciju
lipofilnih lekovitih supstanci (Jones i sar., 2006). Rezultati ispitivanja brzine rastvaranja
lekovite supstance druge grupe BSK u biorelevantnim medijumima koriséeni su u svrhu
simulacije apsorpcije pomoéu kompjuterskog programa GastroPlus™ i uspostavljanja in
vitro - in vivo korelacije (Wei i Lobenberg, 2006). Softverski paket GastroPlus"
prepoznat je i kao in silico model znacajan za predvidanje in vivo rastvaranja i definisanje
biorelevantne specifikacije ispitivanja brzine rastvaranja supstance iz farmaceutskog

oblika leka (Tsume i sar., 2012). Ovaj model omogucava preciznu procenu koncentracije

31



supstrata P-gp i CYP 3A4 u enterocitima (Abuasal i sar., 2012) i uspostavljanje in vitro —

in vivo korelacije (Mirza i sar., 2013).

Simcyp® Simulator

Softverski paket Simcyp® Simulator (Simcyp Limited, Velika Britanija) predstavlja
viseprostorni model GI trakta zasnovan na unapredenom modelu rastvaranja, apsorpcije i
metabolizma (Advanced Dissolution Absorption and Metabolism — ADAM). Ovaj model
uzima u obzir populacione parametre i interindividualnu varijabilnost u pogledu
fizioloSkih uslova na gladno i nakon primene obroka, kao i karakteristike specifi¢ne za
vrstu, uzrast, rasu i oboljenja (Kostewicz i sar., 2014b). Rezultat simulacija pomocu ovog
modela zavisi od definisanih fizioloskih faktora, karakteristika lekovite supstance i
famaceutskog oblika leka (Jamei i sar., 2009; Bouzom i sar., 2012). Simcyp® model
uzima u obzir varijabilnu brzinu praznjenja Zeluca za razli¢ite farmaceutske oblike
lekova, interindividualne razlike u vremenu prolaska kroz Gl trakt, razli¢ite pH vrednosti
GI tecnosti u zavisnosti od uzrasta, populacije i unosa hrane, kao i varijabilnost
zapremine i sastava fizioloskih te¢nosti. Informacije o razli¢itim enzimima i regionalnoj
distribuciji transportera u ¢elijama epitela creva takode su integrisane u model Simcyp®
Sto omogucava precizno podeSavanje uslova tokom simulacije. Osim toga, model daje
moguénost predvidanja efekata hrane na proces apsorpcije promenom navedenih
fizioloskih uslova (Jamei i sar., 2009). Karakteristike lekovite supstance integrisane u
ovaj model obuhvataju rastvorljivost, permeabilnost, degradaciju i metabolizam, dok su
svojstva famaceutskog oblika leka definisana brzinom rastvaranja lekovite supstance
(Jamei i sar., 2009). Simcyp® model je kori§éen za predvidanje farmakokinetickih
parametara i profila koncentracije leka u krvi na osnovu in vitro i preklinickih in vivo
podataka tokom otkric¢a lekova u cilju usmeravanja daljih istrazivanja (Chen i sar., 2012;
Shaffer i sar., 2012). Patel i saradnici su koriste¢i model Simcyp ispitivali moguénost
predvidanja uticaja hrane specificnog za tri razliite formulacije nifedipina i dobili

rezultate u skladu sa klinickim podacima (Patel i sar., 2014).
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PK-Sim®

PK-Sim® (Bayer Technology Services GmbH, Nemacka) je fizioloSki zasnovan prostorni
farmakokineti¢ki model celog organizma u kome je svaki organ podeljen na vaskularni i
ekstravaskularni prostor $to omogucava izracunavanje podeonog koeficijenta izmedu
tkiva i plazme. Ovaj model uzima u obzir procese koji se odvijaju u zidu Gl trakta, kao
Sto su presistemski metabolizam, aktivni transport i interakcije lekova i proteina
(Kostewicz i sar., 2014b). Softverski paket PK-Sim® omogucéava izraGunavanje
rastvorljivosti lekovite supstance u zavisnosti od pH wvrednosti u GI traktu i
permeabilnosti na osnovu fizicko-hemijskih karakteristika lekovite supstance, kao $to su
lipofilnost, molekulska masa i pK, vrednost (Kostewicz i sar., 2014b). PK-Sim® softver u
kombinaciji sa rezultatima in vitro ispitivanja brzine rastvaranja korisc¢en je za procenu in
vivo rastvaranja nifedipina iz mekih Zzelatinskih kapsula (Thelen i sar., 2010). Ovi autori
su pretpostavili da je odloZzena apsorpcija nakon primene kapsula od 20 mg rezultat
precipitacije u Zelucu i naknadnog, odloZenog rastvaranja u tankom crevu (Thelen i sar.,
2010). Primenom PK-Sim® modela u koji su integrisani literaturni podaci o
presistemskom metabolizmu, simulirani su apsorpcioni profili nifedipina pri istovremenoj
primeni mekih Zelatinskih kapsula i soka od grejpfruta i uspostavljen odnos in vitro i in
silico podataka sa in vivo profilima koncentracije nifedipina u plazmi (Wagner i sar.,
2013).

Ostali in silico modeli

Objavljeni rezultati brojnih istraZzivanja potvrduju prednost fizioloski zasnovanih u
odnosu na oficinalne medijume i ukazuju na =znacajan potencijal in silico
farmakokinetickih modela na osnovu brzine rastvaranja u fizioloSki zasnovanim
medijumima u svrhu predvidanja uticaja hrane na apsorpciju lipofilnih supstanci (Shono i
sar., 2009; Shono i sar., 2010; Juenemann i sar., 2011; Wagner i sar., 2012, Wagner i sar.,
2013). Uspostavljen odnos simuliranih profila koncentracije leka u plazmi pomocu
softverskog paketa STELLA® i stvarnih koncentracija u plazmi na gladno i nakon
uzimanja obroka okarakterisan je kao in vitro - in silico - in vivo korelacija (Shono i sar.,
2009; Shono i sar., 2010; Juenemann i sar., 2011; Wagner i sar., 2012). Racunarski
program STELLA® (Structural Thinking Experimental Learning Laboratory with
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Animation) (Cognitus Ltd., North Yorkshire, Velika Britanija) omogucava korisniku
Sematsku izgradnju modela i simulacije farmakokinetickih profila na osnovu graficke

prezentacije modela (Kostewicz i sar., 2014b).

3.2.2. VeStaéke neuronske mreze

Vestacke neuronske mreze su racunarski programi koji simuliraju odredene funkcije
ljudskog mozga koristeéi razlicite algoritme uc¢enja na osnovu iskustva (Sun i sar., 2003).
Osnovna komponenta mreze je neuron, jednostavna matemati¢ka procesna jedinica koja
na osnovu jednog ili viSe ulaznih parametara, odnosno u¢enjem iz zadatih primera, stvara
odgovor. Mreza se sastoji od velikog broja neurona (perceptrona) strukturno
organizovanih u razli¢ite arhitekture mreze (Sun i sar., 2003). Modeli vestackih
neuronskih mreza ,,uce” odnose unutar predstavljenog seta eksperimentalnih podataka na
osnovu iskustva koje se sti¢e tokom treninga. Veze izmedu jedinica mreze se optimizuju
sve dok se greska u predvidanju ne svede na minimalnu i mreza dostigne specifican nivo
tacnosti predvidanja. Trenirana mreza se, zatim izlaze novim ulaznim parametrima u
svrhu predvidanja odgovora. VesStacke neuronske mreze predstavljaju mocne tehnike
modelovanja koje su posebno korisne u slucaju nelinearnih kompleksnih sistema.
Moguénost optimizacije i predvidanja su osnovni ciljevi primene ovih modela na polju
farmaceutskih i biomedicinskih nauka (Ichikawa, 2003). Primena vestac¢kih neuronskih
mreZa povezana je sa svojstvima ovih modela, kao $to su (a) sposobnost prepoznavanja i
ucenja postojeCih veza izmedu ulaznih 1 izlaznih parametara bez razmatranja
funkcionalnih formi veza, (b) visok nivo tolerancije za podatke koji sadrze Sumove i
greSke u merenju i (c) sposobnost generalizacije koja omogucéava primenu ovih modela
na novom skupu podataka (Basheer i Hajmeer, 2000). Primena veStackih neuronskih
mreZa u oblasti istraZzivanja i razvoja u farmaciji je relativno nova i zauzima posebno
znacajno mesto u domenu optimizacije formulacije i procesa (Chen i sar., 1999; Ibri¢ i
sar., 2002; Sun i sar, 2003; Petrovi¢ i sar, 2009). Ovi modeli su kori$¢eni i u svrhu
predvidanja farmakokineti¢kih i farmakodinamskih profila (Beli¢ i sar., 2005; Paixao i
sar., 2009; Tolle i sar., 2000), kao i uspostavljanja in vitro — in vivo korelacije (Dowell i
sar., 1999; Paroj¢i¢ i sar., 2007).
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4. NIFEDIPIN

OCH,

Dimetil 1,4-dihidro-2,6-dimetil-4-(o-nitrofenil)-3,5-piridindikarboksilat

Nifedipin je specifi¢ni i potentni antagonist kalcijuma 1,4-dihidropiridinskog tipa koji se
koristi za profilaksu hroni¢ne stabilne angine pektoris i terapiju blage do umerene
hipertenzije. Osnovno dejstvo nifedipina je relaksacija glatkih miSi¢a arterija u
koronarnoj i perifernoj cirkulaciji. Terapijske doze nifedipina iznose od 10 do 20 mg dva
puta dnevno, do maksimalne dnevne doze od 60 mg (Sazetak karakteristika leka — SmPC

Adalat, tablete sa modifikovanim oslobadanjem, Bayer plc).

4.1. Biofarmaceutska svojstva nifedipina

U biofarmaceutskom smislu, nifedipin se opisuje kao lekovita supstanca koja pokazuje
nisku rastvorljivost i visoku permeabilnost, na osnovu ¢ega se svrstava u drugu grupu
BSK. S obzirom da podleze intenzivnom metabolizmu, nifedipin pripada drugoj grupi
Biofarmaceutskog sistema klasifikacije zasnovanom na dispoziciji lekova.

Literaturni podaci o rastvorljivosti nifedipina u vodi se kreéu od 0.01 mg/ml
(Abrahamsson i sar., 1998) do skoro 0.02 mg/ml (Hecq i sar., 2005). U fizioloskim
uslovima nifedipin ne jonizuje tako da rastvorljivost nifedipina nije pH-zavisna (Wagner i
sar., 2013). Literaturni podaci za rastvorljivost nifedipina u biorelevantnim medijumima
iznose 11.13 pg/ml u FaSSGF, 71.47 pug/ml u FeSSGF, 17.05 pg/ml u FaSSIF i 56.16
png/ml u FeSSIF (Wagner i sar., 2013). Clarysse i saradnici su ispitivali rastvorljivost 17
lekovitih supstanci u intestinalnoj te¢nosti ljudi i medijumima Kkoji simuliraju crevni sok

na gladno i nakon primene obroka (Clarysse i sar., 2011). Ovi autori su proucavali
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mogucénost upotrebe jednostavnijih medijuma zasnovanih na konceptu funkcionalne
biorelevantnosti u svrhu procene rastvorljivosti lekovitih supstanci u organizmu, koriste¢i
rastvor povrSinski aktivne materije D-o-tokoferil-polietilenglikol 1000 - sukcinat u
fosfatnom puferu. Dobijeni rezultati ukazuju da srednje vrednosti rastvorljivosti
nifedipina u fiziolodki zasnovanim medijumima koji simuliraju crevni sok na gladno i
nakon uzimanja obroka (41.6 i 133 uM, redom) odgovaraju rezultatima dobijenim u
humanim aspiratima iz duodenuma, 66.7 uM na gladno i 126 uM nakon primene tecnog
obroka. Rastvorljivost nifedipina u 0.1 % rastvoru D-a-tokoferil-polietilenglikol 1000 —
sukcinata je iznosila 76.2 uM, dok je u 0.5 % rastvoru bila 283 uM, ukazujuci da se 0vaj
rastvor, buduci da je jednostavnog sastava i stabilan, moze koristiti za procenu in vivo
rastvorljivosti (Clarysse i sar., 2011).

Poznato je da se nifedipin dobro apsorbuje iz svih delova tankog creva i kolona (Bode i
sar., 1996; Abrahamsson i sar., 1998). Brzina apsorpcije nifedipina je najveta u
jejunumu, dok je u ostalim regionima GI trakta apsorpcija sporija i viSe varijabilna,
posebno u kolonu (Bode i sar., 1996). Prividna permeabilnost nifedipina odredena na
Caco-2 éelijama koje sadrze enzim CYP3A4 iznosi 28.4 + 1.2 x 10° cm/s (Hu i sar.,
1999), dok permeabilnost odredena na MDCK II ¢elijama iznosi 61 x 10 cm/s (Patel i
sar., 2014). lako efektivna permeabilnost u jejunumu (Pesf) Nne odraZzava permeabilnost
duz celog intestinuma, ovaj parametar se Koristi za procenu stepena apsorpcije jer se
smatra da se sve lekovite supstance kod kojih je ova vrednost veéa od 1.5 x 10™ cm/s
potpuno apsorbuju bez obzira na mehanizam transporta (Lennernas, 2014). Efektivna
permeabilnost nifedipina u jejunumu (Pet) procenjena upotrebom in vitro MDCK I ¢elija
i in silico modela Simcyp iznosi 10.5 x 10 cm/s (Patel i sar., 2014). Pretpostavka autora
je da je procenjena vrednost Pess veca od stvarne, $to nema znacajan uticaj na predvidanje
bioloSke raspoloZivosti u prisustvu hrane jer permeabilnost nifedipina ne ogranicava
proces apsorpcije. Literaturni podaci o intestinalnoj permeabilnosti nifedipina koja se
koristi u fizioloski zasnovanim in silico modelima u cilju predvidanja apsorpcije se krecu
od 2.079 x 10™ cm/s (Thelen i sar., 2010) do 3.6 x 10™ cm/s (Wagner i sar., 2013).
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4.2. Farmakokineti¢ka svojstva nifedipina

Nakon oralne primene nifedipin se brzo i gotovo kompletno apsorbuje iz Gl trakta.
Bioloska raspolozivost nifedipina primenjenog u obliku oralnih preparata sa trenutnim
oslobadanjem iznosi od 45 do 56 %, usled metabolizma prvog prolaza kroz jetru (SmPC
Adalat; Croom i Wellington, 2006). BioloSka raspoloZivost nifedipina iz tableta sa
modifikovanim oslobadanjem u stanju ravnoteze je 68 — 86 % u odnosu na meke
zelatinske kapsule (SmPC Adalat; Croom i Wellington, 2006). Maksimalne koncentracije
u plazmi se postizu 0.5 - 1 sat nakon primene ¢vrstih farmaceutskih oblika sa trenutnim
oslobadanjem, odnosno 1.5 - 4.2 sata u slu¢aju tableta sa modifikovanim oslobadanjem
nifedipina (SmPC Adalat; Croom i Wellington, 2006). Maksimalne vrednosti
koncentracija nifedipina u plazmi nakon primene mekih Zelatinskih kapsula u dozi od 20
mg su rasponu 170 - 200 ng/ml, 50 — 100 ng/ml nakon primene tableta sa modifikovanim
oslobadanjem nifedipina jac¢ine 20 mg, odnosno 20 - 50 ng/ml nakon primene 60 mg
nifedipina u formulaciji tipa osmotske pumpe (Croom i Wellington, 2006; Meredith,
2007). Objavljeni rezultati ispitivanja bioloske ekvivalentnosti brojnih preparata sa
modifikovanim oslobadanjem nifedipina ukazuju na znacajne interindividualne varijacije
profila koncentracije leka u krvi. Nakon oralne primene preparata nifedipina u dozi od 20
mg uocene su srednje vrednosti Cpax U rasponu od 35 do 75 ng/ml, dok su srednje
vrednosti PIK bile u opsegu od 200 do 400 ngh/ml (Blume i Mutschler, 1996; Piovella,
1987; Troger i sar., 1995). Velike razlike u farmakokinetickim parametrima Cpnay | PIK
nakon oralne primene posledica su interindividualnih varijacija u presistemskom
metabolizmu (Troger i sar., 1995; Kirsten i sar., 1998). Nifedipin pokazuje linearnu
farmakokinetiku u opsegu terapijskih doza od 20 mg do 60 mg (Banzet i sar., 1983;
Ahsan i sar., 1993).

Vezivanje za proteine plazme iznosi 92 — 98 %. Volumen distribucije u ravnoteznom
stanju je 0.77 — 1.32 I/kg (Croom i Wellington, 2006; Kirsten i sar., 1998). Poluvreme
distribucije nakon intravenske primene iznosi 5 - 6 minuta (SmPC Adalat).

Nakon oralne primene, nifedipin se metaboliSe u zidu tankog creva i jetri, prvenstveno
oksidativnim procesima. U jetri se metabolizam odvija posredstvom izoenzima CYP 3A4

do neaktivnih metabolita koji se izlu¢uju pretezno putem urina i, oko 5 - 15 %, putem
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7uéi. Nepromenjena supstanca se moze nac¢i samo u tragovima u urinu (manje od 0.1 %).
(SmPC Adalat). Ukupni Klirens nifedipina i njegovih metabolita je 6.4 - 7 ml/min/kg
(Kirsten i sar., 1998).

Poluvreme eliminacije nifedipina kod preparata sa trenutnim oslobadanjem iznosi 1.7 -
3.4 sata, dok u slucaju preparata sa modifikovanim oslobadanjem, zbog odloZene
apsorpcije, iznosi 6 - 11 sati (SmPC Adalat; Kirsten i sar., 1998). Nakon dugotrajne
primene uobicajenih doza ne dolazi do akumulacije leka. Utvrdeno je da ne postoje
znacajne razlike u farmakokinetici nifedipina izmedu zdravih i osoba sa oboljenjem
bubrega. Kod pacijenata sa oSteCenom funkcijom jetre, poluvreme eliminacije je

produZeno i ukupni Kklirens je smanjen (SmPC Adalat).

4.3. Interakcije nifedipina i hrane

O znacaju uticaja hrane na apsorpciju nifedipina iz razli¢itih preparata svedoce brojni
radovi objavljeni u stru¢noj literaturi (Hirasawa i sar., 1985; Challenor i sar., 1986;
Armstrong 1 sar., 1997; Abrahamsson i sar., 1998, 1999; Schug i sar., 2002a-c; Toal,
2004; Wonnemann i sar., 2008; Patel i sar., 2014). Publikovani rezultati ispitivanja
bioloSke raspolozivosti nifedipina u prisustvu hrane su veoma razli¢iti i u izvesnoj meri
kontradiktorni. Uoceni su i pozitivni i negativni efekti hrane na stepen i/ili obim
apsorpcije nifedipina i predlozena razli¢ita objasnjenja ovih interakcija. Abrahamsson i
saradnici (1998) su uocili pove¢anu brzinu apsorpcije nifedipina iz matriks tableta sa
produZenim oslobadanjem u prisustvu hrane, $to je objasnjeno uticajem hrane na proces
erozije tablete. Kao faktori koji doprinose eroziji matriksa izdvojeni su povecana
pokretljivost u GI traktu i lucenje Zeludacnih i crevnih sokova nakon primene obroka
(Abrahamsson i sar., 1998). U narednim istraZzivanjima razmatran je uticaj hidrodinamike
1 mehanickog mesanja kao glavni faktor koji doprinosi eroziji tablete u prisustvu hrane
(Abrahamsson i sar., 1999).

Uticaj hrane na apsorpciju nifedipina iz razli¢itih preparata sa modifikovanim
oslobadanjem bio je predmet istrazivanja veceg broja autora (Schug i sar., 2002a-c; Toal,
2004; Wonnemann i sar., 2008; Patel i sar., 2014). Rezultati ovih studija ukazuju da su

uoceni efekti hrane na bioloSku raspolozivost nifedipina specifi¢ni za formulaciju i da se
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razlikuju u zavisnosti od vrste farmaceutskog oblika leka i sastava formulacije (Schug i
sar., 2002a-c; Toal, 2004; Wonnemann i sar., 2008; Patel i sar., 2014). U slucaju tableta
kod kojih je mehanizam oslobadanja erozija, uoceno je naglo, prekomerno oslobadanje
nifedipina u prisustvu hrane (,,dose dumping®) (Schug i sar., 2002a). Sli¢an efekat hrane
uoen je 1 u sluCaju kapsula napunjenih mini tabletama koje sadrZe
hidroksipropilmetilcelulozu (Schug i sar., 2002b), kao i kod matriks tableta sa
produzenim oslobadanjem nifedipina (Wonnemann i sar., 2008). Apsorpcija nifedipina iz
gastrorezistentnih tableta tipa polimernog matriksa je bila znacajno odloZena u prisustvu
hrane, Sto je objasSnjeno produZenim zadrZzavanjem preparata u Zelucu (Schug i sar.,
2002¢). U ovim studijama naglasen je znaCaj ispitivanja brzine rastvaranja lekovite
nastanak in vivo interakcija leka i hrane (Schug i sar., 2002a-c; Wonnemann i sar., 2008).
Kvantitativno predvidanje interakcija nifedipina i hrane ispitivano je primenom fizioloski
zasnovanog farmakokinetickog modela Simeyp® u kombinaciji sa in vitro rezultatima
rastvaranja nifedipina iz preparata sa trenutnim i modifikovanim oslobadanjem (Patel i
sar., 2014). Autori navode da razvijeni model nema sposobnost generalizacije i
predvidanja razlicitih efekata hrane na apsorpciju nifedipina, ali ima znacaj u preklinickoj

fazi za procenu in vivo ponasanja.
4.4. Farmaceutski oblici sa modifikovanim oslobadanjem nifedipina

S obzirom na kratko poluvreme eliminacije (2 — 4 sata) i brzu i potpunu apsorpciju duz
celog intestinuma, nifedipin je pogodan kandidat za primenu preparata sa modifikovanim
oslobadanjem (Abrahamsson i sar., 1998). Na trziStu postoje brojne formulacije sa
modifikovanim oslobadanjem nifedipina kojima se postize bolja komplijansa u hroni¢noj
terapiji hipertenzije i angine pektoris i smanjenje maksimalnih koncentracija u krvi koje
mogu dovesti do nezeljenih dejstava. Sa druge strane, ovi preparati nose odredeni rizik za
nastanak interakcija tokom procesa apsorpcije, posebno pri istovremenoj primeni sa
hranom (Abrahamsson i sar., 1998; Schug i sar., 2002a). Prvobitno razvijeni
konvencionalni preparati nifedipina (meke Zelatinske kapsule) zahtevali su ucestalo

doziranje i bili povezani sa izrazenim nezeljenim dejstvima leka usled fluktuacija
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koncentracija leka u krvi. Farmakokineticka svojstva nifedipina su specificna za
formulaciju, tako da brzina oslobadanja nifedipina iz preparata i mehanizam apsorpcije u
sistemsku cirkulaciju predstavljaju znacajne faktore koji odreduju terapijski efekat (Toal,
2004). Zavisnost farmakokineti¢kih parametara nifedipina kao $to su ti, Cnax, PIK, 0d
vrste farmaceutskog oblika leka je potvrdena u studijama u kojima su poredene razli¢ite
formulacije nifedipina, intravenska infuzija, kapsula sa trenutnim oslobadanjem i tableta
sa modifikovanim oslobadanjem nifedipina (Croom i Wellington, 2006; Meredith, 2007).
Uticaj formulacije razlic¢itih farmaceutskih oblika nifedipina koji uslovljava klinicki

znacajne farmakodinamske razlike, ilustrovan je na slici 6.

a) b)

200 50
Kapsula sa trenutnim oslobadanjem nifedipina (20 mg)

Kapsula sa trenutnim oslobadanjem nifedipina (20 mg) 40

30

20

8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Vreme (h) Vreme (h)

Slika 6. (a) Efekat formulacije na profil koncentracije nifedipina u plazmi; (b)

Farmakodinamski efekat formulacije na srcani ritam (prema Meredith, 2007)

Prikazani profili koncentracija na slici 6a se odnose na srednje profile lekovite supstance
u krvi. Analizom pojedina¢nih profila utvrdena je veca interindividualna varijabilnost za
razli¢ite formulacije nifedipina, koja moZe biti posebno izrazena u slucaju primene leka
uz obrok (Meredith, 2007; Schug i sar., 2002a).

Matriks tablete sa modifikovanim oslobadanjem nifedipina uglavnom sadrze laktozu,
mikrokristalnu celulozu ili hidroksipropilmetilcelulozu u tabletnom jezgru i razlicite

derivate celuloze i makrogole u sastavu film omotaca.
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| I Tableta

Rezervoar lekovite supstance __: Izlozenost telesnim
Lekovita supstanca u > tecnostima

hidrofilnom polimernom matriksu \

h 4

Oslobadanje
lekovite supstance
Oslobadanje lekovite difuzijom

supstance erozijom

A4

Erozija tablete
— '

Slika 7. Sematski prikaz matriks tableta sa produzenim oslobadanjem nifedipina
(prema Prisant i Elliott, 2003)

Matriks tablete sa produZenim oslobadanjem nifedipina (Adalat® LA, Adalat® retard,
Adalat® CC) sadrze lekovitu supstancu u hidrofilnom polimernom matriksu koji je
oblozen slojem sa trenutnim oslobadanjem lekovite supstance (slika 7). U GI traktu
povrSina tablete bubri, a nifedipin se oslobada difuzijom kroz hidrirani gel i sporom

erozijom gela matriksa (Prisant i Elliott, 2003).

Gastrointestinalni terapijski sistemi (GITS) tipa osmotske pumpe (Adalat® OROS,
Procardia® XL) obezbeduju oslobadanje nifedipina kinetikom nultog reda i doziranje
jednom dnevno. Tableta se sastoji od 2 sloja, osmotski aktivnog polimera (polietilen-
oksida) i sloja lekovite supstance, obloZenih celuloznom membranom, koja je selektivno
propustljiva za vodu, a nepermeabilna za lekovitu supstancu i osmotski aktivan
ekscipijens. Nakon oralne primene leka, dolazi do apsorpcije vode iz Gl trakta kroz
polupropustljivu membranu, bubrenja polimera i formiranja suspenzije lekovite supstance
unutar tablete. Ekspanzija sloja osmotski aktivnog polimera dovodi do potiskivanja
lekovite supstance kroz laserski formiran otvor na membrani (slika 8). Ovim

mehanizmom obezbeduje se kontinuirano oslobadanje nifedipina tokom 18-22 sata.
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Pre oslobadanja lekovite supstance Tokom oslobadanja lekovite supstance
Laserski formiran otvor

I Polupropustljiva T

{_ membrana _\

Lekovita
supstanca u
jezgru

Osmotski aktivan polimer Ekspanzija sloja osmotski
aktivhog polimera

Slika 8. Gastrointestinalni terapijski sistem nifedipina tipa osmotske pumpe

(prema Grundy i Foster, 1996)

Komparativne farmakokineticke studije u kojima je ispitivana GITS formulacija u odnosu
na preparate sa trenutnim oslobadanjem (kapsule) i tablete sa produzenim oslobadanjem
tipa matriksa potvrdile su kontrolisano oslobadanje lekovite supstance i predvidljive,
uravnotezene koncentracije nifedipina u krvi (Meredith, 2007). Savremeni terapijski
sistemi kao Sto su osmotske pumpe, obezbeduju ujednacenu koncentraciju lekovite

supstance u krvi tokom 24 sata Sto ima povoljan efekat na kontrolu hipertenzije.

Usled izrazene biofarmaceutske varijabilnosti brojnih formulacija nifedipina i specifi¢nih
farmakokinetickih 1 farmakodinamskih svojstava lekovite supstance, kao i potencijalnog
uticaja hrane na apsorpciju zavisno od tipa farmaceutskog oblika, pitanje i potvrda
bioloSke ekvivalentnosti na gladno i u prisustvu hrane, su od izuzetnog znacaja u slucaju

nifedipina.
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5. CILJ ISTRAZIVANJA

Opsti

cilj ovog istrazivanja je biofarmaceutska karakterizacija fizicko-hemijskih

interakcija izmedu hrane 1 razli¢itih, komercijalno dostupnih, preparata sa modifikovanim

oslobadanjem nifedipina i procena moguénosti primene razli¢itih in vitro i in silico

metoda za predvidanje uticaja hrane.

Ciljevi

Ciljevi

in silico ispitivanja su:

razvoj validiranog modela gastrointestinalne apsorpcije nifedipina zasnovanog na
unapredenom modelu prostorne apsorpcije i tranzita;

razvoj validiranog modela vesStacke neuronske mreze za simulaciju apsorpcije
nifedipina;

identifikacija hipotetickog profila brzine oslobadanja nifedipina iz lekovitog
preparata u organizmu primenom konvencionalne farmakokineticke analize,
tehnikom gastrointestinalne simulacije i veStackih neuronskih mreza;

kriti¢ka procena prednosti i nedostataka svake od navedenih metoda za procenu
apsorpcije lekova.

in vitro ispitivanja su:

procena uticaja eksperimentalnih uslova na brzinu oslobadanja nifedipina iz
sistema tipa osmotske pumpe i hidrofilnih matriks sistema;

procena mogucénosti uspostavljanja in vitro — in vivo korelacije;

identifikacija biorelevantnih specifikacija za ispitivanje brzine oslobadanja

nifedipina na gladno i u prisustvu hrane.
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6. MATERIJAL | METODE

6.1. Materijal

Za pripremu medijuma za ispitivanje rastvorljivosti i brzine rastvaranja nifedipina iz
tableta koris¢ene su sledece supstance: lecitin (fosfatidilholin poreklom iz jajeta, 60 %,
Fluka Chemie AG, Svajcarska), gliceril-monooleat (99,5 % monoglicerida), natrijum-
oleat (82,7 %), natrijum-tauroholat (97 %), natrijum-laurilsulfat (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Nemacka), natrijum-hlorid (Riedel-de Haén, Nemacka), glacijalna siréetna
kiselina, natrijum-acetat, hlorovodoni¢na kiselina (37 %), natrijum-hidroksid (analiticki
stepen cCistoce, Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka), hidroksipropilmetilceluloza
(HPMC, Methocel K4M, Colorcon Co, Velika Britanija), pepsin (Ph.Eur., 0.7 U/mg) i
maleinska kiselina (99 %, Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka). Dugotrajno mleko sa 3,5
% mle¢ne masti je kupljeno u slobodnoj prodaji.

Za pripremu mobilne faze za odredivanje sadrzaja nifedipina u uzorcima fizioloski
zasnovanih medijuma metodom visokoefikasne te¢ne hromatografije (HPLC) koris¢eni
su acetonitril (99,9 %), metanol (99,8 %) i dihlorometan proizvodaca Merck KGaA
(Darmstadt, Nemacka). Demineralizovana voda dobijena je pomoc¢u uredaja Easy Pure

RF (Compact Ultrapure Water System; Sartorius AG, Nemacka).

U ispitivanju brzine rastvaranja koris¢ena su tri komercijalno dostupna preparata sa
modifikovanim oslobadanjem nifedipina. Dva ispitivana proizvoda su bile film tablete
tipa hidrofilnog matriksa (tablete sa produzenim oslobadanjem nifedipina oznacene kao
M1 i M2), dok je tre¢i preparat bio tipa osmotske pumpe (gastrointestinalni terapijski
sistem oznacen kao O). U tabeli 1 uporedno je prikazan kvalitativni sastav ispitivanih

preparata nifedipina.
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Tabela 1. Kvalitativni sastav ispitivanih preparata

Oznaka / sastav
preparata M2 O
Aktivna Nifedipin Nifedipin Nifedipin
supstanca 20 mg 20 mg 30 mg
Ekscipijensi Laktoza, monohidrat ~ Laktoza, monohidrat ~ Polietilenoksid
Sastav Skrob, kukuruzni Skrob, kukuruzni Hipromeloza
tabletnog Celuloza, Celuloza, Magnezijum-stearat
jezgra: mikrokristalna mikrokristalna Natrijum-hlorid
Magnezijum-stearat Magnezijum-stearat Gvozde-oksid, crveni
Silicijum—dioksid, Polisorbat 80
koloidni, bezvodni Talk
Povidon K30
Sastav film Hipromeloza Hipromeloza Hipromeloza
omotaca: Makrogol 6000 Makrogol 6000 Makrogol 3350
Titan-dioksid Titan-dioksid Titan-dioksid
Gvozde-oksid, crveni  Gvozde-oksid, crveni  Celuloza-acetat
Hidroksipropilceluloza
Propilenglikol
Gvozde-oksid, crveni
6.2. Metode

6.2.1. In vivo podaci

Opsezan pregled literaturnih in vivo podataka za razli¢ite preparate nifedipina sproveden

je upotrebom baza podataka Pubmed i Science Direct posredstvom Konzorcijuma
biblioteka Srbije za objedinjenu nabavku (KoBSON).

U cilju biofarmaceutske karakterizacije fizicko-hemijskih interakcija izmedu hrane i

Ispitivanih preparata i mogucnosti njihovog predvidanja, u ovom istrazivanju su koriséeni

literaturni profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni nakon primene preparata sa

trenutnim oslobadanjem (Rashid i sar., 1995) i preparata sa modifikovanim oslobadanjem
nifedipina (Piovella, 1987; Schug i sar., 2002a).
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6.2.2. Konvencionalna farmakokineti¢cka analiza
6.2.2.1. Metoda Wagner-Nelson

Metoda Wagner-Nelson je klasi¢na, model-zavisna metoda dekonvolucije profila
koncentracije leka u plazmi, zasnovana na jednoprostornom farmakokinetickom modelu.
Ova metoda podrazumeva da je koli¢ina apsorbovanog leka u sistemskoj cirkulaciji u
tenutku t jednaka sumi koli¢ine leka u organizmu i kumulativne koli¢ine eliminisanog
leka do tog trenutka (Wagner i Nelson, 1963). Frakcija apsorbovanog leka Fa moze se

izraCunati primenom sledece jednacine:

t
C, +kq [ Cdt

Fa(t) = [jednacina 1]

ky [ Cdt

Prednost ovog pristupa je moguénost izraCunavanja stepena apsorpcije na osnovu
konstante brzine eliminacije ke 1 profila koncentracije nakon oralne primene leka, bez
poznavanja in vivo profila nakon intravenske primene leka.

U ovom istraZzivanju metoda Wagner-Nelson je primenjena upotrebom softverskog paketa

Kinetica 5.0 (Thermo Fisher Scientific).

6.2.2.2. Metoda Loo-Riegelman

Metoda Loo-Riegelman je model-zavisna metoda dekonvolucije zasnovana na
dvoprostornom farmakokinetickom modelu i zahteva poznavanje in vivo koncentracija
leka nakon oralne i intravenske primene kod istog ispitanika (Loo i Riegelman, 1968).

Stepen apsorpcije leka moze se izracunati primenom sledec¢e jednacine:

47



t
C +ky[.C dt+k, e [C e "dt
0

Fa(t) = [jednacina 2]

ko [ C dt

U ovom istrazivanju metoda Loo-Riegelman je primenjena upotrebom komercijalno

dostupnog programa Kinetica 5.0 (Thermo Fisher Scientific).
6.2.2.3. Numericka dekonvolucija

Numericka dekonvolucija je model-nezavisna, konvencionalna farmakokineticka metoda
za izraCunavanje in vivo profila rastvaranja ili apsorpcije, koji su od izuzetnog znacaja za
biofarmaceutsku karakterizaciju lekovitog preparata (Abrahamsson i Ungell, 2009). U
ovoj metodi definisane su tri osnovne komponente, i to: ulazna funkcija, tezinska funkcija
I izlazna funkcija (tabela 2). Ulazna funkcija opisuje kinetiku ulaska leka u organizam,
odnosno in vivo profil rastvaranja ili apsorpcije ispitivanog preparata nakon oralne
primene. TeZinska funkcija predstavlja profil koncentracije lekovite supstance u plazmi
nakon oralne ili intravenske primene referentnog rastvora, ili, u sluc¢aju preparata sa
modifikovanim oslobadanjem, tableta ili kapsula sa trenutnim oslobadanjem. lIzlazna
funkcija opisuje farmakokineticki profil ispitivanog preparata (Abrahamsson i Ungell,
2009).

Kada se kao tezinska funkcija koristi farmakokineticki profil nakon oralne primene
referentnog rastvora (ili, preparata sa trenutnim oslobadanjem), numerickom
dekonvolucijom se dobija in vivo profil rastvaranja lekovite supstance. Ukoliko se kao
tezinska funkcija u numerickoj dekonvoluciji koristi farmakokineticki profil nakon
intravenske primene referentnog rastvora, dobija se in vivo profil apsorpcije ispitivane

lekovite supstance.
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Tabela 2. Pregled razlicitih funkcija ukljucenih u dekonvolucione i konvolucione

proracune (prema Abrahamsson i Ungell, 2009)

Ulazna funkcija (Input)

Tezinska funkcija
(Weighting)

Funkcija odgovora
(Response)

Profil brzine rastvaranja

Profili koncentracije lekovite
supstance u plazmi za:

Profili koncentracije lekovite
supstance u plazmi za:

Oralno primenjen rastvor

Oralno primenjen ¢vrst

lekovite supstance iz farmaceutski oblik
¢vrstog farmaceutskog

oblika

Profil apsorpcije lekovite
supstance iz ¢vrstog
farmaceutskog oblika

Intravenski primenjen rastvor  Oralno primenjen Cvrst

farmaceutski oblik

Profil apsorpcije lekovite
supstance iz oralno
primenjenog rastvora

Intravenski primenjen rastvor  Oralno primenjen rastvor

Stepen i brzina rastvaranja, odnosno apsorpcije lekovite supstance se izracunavaju kao

suma odgovora na jedinicni impuls (tezinsku funkciju, Cs), na osnovu sledece jednacine

(Li i sar., 2008):

C(t) = I;f (r)-C,s(t—7)dr [jednacina 3]

U ovom istrazivanju numericka dekonvolucija je primenjena upotrebom programskog
paketa Kinetica 5.0 (Thermo Fisher Scientific), koriste¢i podatke o koncentraciji
nifedipina u plazmi nakon intravenske primene i oralne primene kapsula sa trenutnim
oslobadanjem kao teZinske funkcije. Da bi se uzeli u obzir razli€iti intervali uzorkovanja
izabrana je opcija ,,Interpolation* u programu Kinetica 5.0 Deconvolution analysis
mode. Kada je kao tezinska funkcija koriséen profil koncentracija u plazmi nakon oralne
primene kapsula sa trenutnim oslobadanjem, default Method option ,,Extrapolated
Civ(t=0)* (koji se odnosi na i.v. profil) je promenjen na Method option ,,Civ (t=0) =
User define value* pri ¢emu je ,,user define value* podeSen na C=0 pri t=0, u skladu sa

in vivo situacijom prilikom oralne primene lekovitog preparata.
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6.2.3. In silico metode
6.2.3.1. Tehnika gastrointestinalne simulacije

Programski paket GastroPlus™ (verzija 8.0, SimulationsPlus, Lancaster, California,
SAD) je koris¢en za gastrointestinalnu simulaciju apsorpcije nifedipina iz razli¢itih
preparata prilikom primene na gladno, odnosno nakon uzimanja obroka, u cilju
odredivanja profila rastvaranja i apsorpcije leka u organizmu, kao i predvidanja profila
koncentracije leka u plazmi u zavisnosti od uzimanja obroka. Literaturni podaci o fizicko-
hemijskim i farmakokineti¢kim karakteristikama nifedipina i eksperimentalno dobijeni
profili oslobadanja nifedipina iz ispitivanih preparata su koris¢eni kao ulazni parametri za
gastrointestinalnu simulaciju.

U pocetnoj fazi istraZzivanja razvijen je i validiran model gastrointestinalne simulacije za
preparat sa trenutnim oslobadanjem nifedipina. Model je smatran validiranim na osnovu
izraCunate vrednosti greske predvidanja (Prediction Error, PE) odredenih
farmakokinetickih parametara (Cmax, tmax, P1Ko-inf 1 PIKoy), kao i vrednosti statistickih
parametara (koeficijenta korelacije R? sume kvadrata gre$ke SSE, korena srednje
vrednosti kvadrata greSke RMSE, srednje vrednosti apsolutne greSke MAE). GreSka
predvidanja je izraCunata kao relativni odnos razlike stvarne i predvidene vrednosti

farmakokinetickih parametara, prema slede¢em izrazu (FDA, CDER, 1997):

stvarna - predvidjena vrednost y
stvarna vrednost

PE (%) = 100 [jednacina 4]

U narednoj fazi istrazivanja model je prilagoden za simulaciju apsorpcije nifedipina iz
preparata tipa osmotske pumpe, promenom ulaznih farmakokinetickih parametara i
profila brzine rastvaranja, uz fizioloSke parametre koji odgovaraju uslovima na gladno,
kao i prisustvu hrane.

Razvijeni i validirani GastroPlus™ modeli koris¢eni su za identifikaciju hipotetickog in
vivo profila rastvaranja/apsorpcije nifedipina iz preparata i uporednu analizu sa profilima

dobijenim primenom konvencionalnih farmakokinetickih metoda i vesStackih neuronskih
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mreza. Ovi modeli su upotrebljeni za simulaciju profila koncentracije nifedipina u plazmi
na gladno i u prisustvu hrane i uporedeni sa in vivo profilima objavljenim u literaturi u

cilju uspostavljanja in vitro - in vivo korelacije.

6.2.3.2. Metodologija veStackih neuronskih mreza

Model vestacke neuronske mreze za simulaciju apsorpcije nifedipina je razvijan
koris¢enjem individualnih in vivo profila koncentracija nakon primene preparata tipa
osmotske pumpe (Schug i sar., 2002a). Kao ulazni parametri kori$¢eni su hipoteticki in
vivo profili izra¢unati numerickom dekonvolucijom iz individualnih profila koncentracija
leka u plazmi (Schug i sar., 2002a) i profila koncentracija nifedipina u plazmi nakon
primene preparata sa trenutnim oslobadanjem (Rashid i sar., 1995). Izlazni parametri u
razvoju ovog modela bili su odgovarajuci profili koncentracija nifedipina u plazmi uoceni
in vivo.

Tokom razvoja modela vestacke neuronske mreze za simulaciju apsorpcije nifedipina
ispitivani su razliciti tipovi mreza - Multi Layered Perceptron, Recurrent One Layer i
Elman Neural Network, upotrebom komercijalno dostupnog programskog paketa
Peltarion® software (Synapse, Svedska). Optimalan model simulacije apsorpcije dobijen
je koris¢enjem mreze ViSeslojni perceptron (Multi Layered Perceptron, MLP).
Arhitektura MLP vestacke neuronske mreze koris¢ene u ovom istrazivanju je prikazana
na slici 9.

Podaci koris¢eni za razvoj modela simulacije podeljeni su u tri grupe: set podataka za
treniranje mreze, set podataka za validaciju mreze i set podataka za testiranje mreze. Set
podataka za validaciju mreze je iznosio 15 % uzoraka za treniranje mreze i odabran je
nasumic¢no pomocu programskog paketa. Proces ucenja (treniranja) MLP mreze je bio
algoritam sa povratnim prostiranjem (backpropagation), gde mreza najpre u jednom
smeru generiSe neki izlaz, a zatim u suprotnom smeru svakom neuronu dodeljuje
odredenu gresku (razliku izmedu Zeljenog i stvarnog izlaznog parametra) i u treCem

prolasku koriguje tezinske koeficijente ulaza koji pobuduju taj neuron.
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Slika 9. Arhitektura vestacke neuronske mreze Multi Layered Perceptron za simulaciju

apsorpcije nifedipina u uslovima na gladno

Brzina ucenja je podeSena na 0.1 i momentum na 0.7. Ulazni signali (koncentracije
nifedipina u plazmi u odredenim vremenskim intervalima) se prenose do prvog skrivenog
sloja koji ¢ini $est neurona. Nivo aktivacije neurona u funkcionalnom delu sloja definisan
je Tanh sigmoidnom funkcijom. Iz skrivenog sloja mreze informacije se prenose do
izlaznog sloja koji ¢ine dva neurona. Na kraju procesa ucenja Delta terminator uporeduje
dva signala, jedan, stvarni odgovor iz seta podataka i drugi, koji predstavlja izlazni
parametar predviden mrezom. Nacin organizacije 1 povezivanja slojeva mreze, odnosno
arhitektura mreze, je bila ista za simulaciju apsorpcije nifedipina na gladno i u prisustvu
hrane. Arhitektura MLP vestacke neuronske mreze za ispitivanje uticaja hrane na proces
apsorpcije prikazana je na slici 10. Mreze su progresivno trenirane sve do 10.000 epoha
kako bi se odredila zavrsna tacka procesa ucenja. Proces ucenja mreze je zavrSen kada
nije viSe bilo promena greske ucenja ili kada je greska validacije pocela da se menja.
Srednja vrednost greske treniranja i validacije MLP mreZe iznosila je 1.59 x 10? za
simulaciju apsorpcije nifedipina na gladno i 6.64 x 10® za simulaciju apsorpcije

nifedipina nakon uzimanja obroka.
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Razvijene i validirane mreze koriS¢ene su za simulaciju apsorpcije nifedipina na gladno i
u prisustvu hrane na osnovu eksperimentalno dobijenih profila oslobadanja nifedipina iz
ispitivanih preparata (konvolucioni pristup), kao i za identifikaciju in vivo profila
rastvaranja nifedipina iz ispitivanih preparata na osnovu literaturnih in vivo podataka

(dekonvolucioni pristup).
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Slika 10. Arhitektura vestacke neuronske mreze Multi Layered Perceptron za simulaciju

apsorpcije nifedipina nakon primene obroka

6.2.4. Ispitivanje rastvorljivosti

Rastvorljivost nifedipina odredena je u vodi, fizioloski zasnovanim medijumima Koji
simuliraju zeludacni i crevni sok na gladno i nakon uzimanja obroka, 1 % rastvoru
natrijum-laurilsulfata, 0.5 % rastvoru HPMC i 40 % etanolu. Ravnotezna rastvorljivost je
odredena dodavanjem supstance u visku u odredenu zapreminu medijuma za ispitivanje. Svi
eksperimenti su radeni na sobnoj temperaturi, zasticeno od svetlosti zbog fotosenzitivnosti
nifedipina. Uzorci su stavljani na meSalicu (Unimax 1010, Heidolph, Schwabach, Nemacka) i
meSani u toku 6 sati. U odredenim vremenskim intervalima uzimani su uzorci medijuma,

centrifugirani i profiltrirani kroz membranski filter (veli¢ina pora 0.45 pum). Kvantitativna
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analiza uzoraka je izvrSena UV spektrofotometrijski (Varian Cary 50, Varian Inc, Holandija)

na talasnoj duzini maksimuma apsorpcije nifedipina (340 nm).

6.2.5. Ispitivanje brzine rastvaranja

Ispitivanje brzine rastvaranja nifedipina iz komercijalno dostupnih preparata (M1, M2 i
O) sprovedeno je pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima, zaSti¢eno od svetlosti, na
temperaturi 37 £ 0.5°C. Kori$¢ena su tri tipa aparature:
- aparatura sa lopaticom (Erweka DT 600) sa 500 ml medijuma, pri brzini od 100
obrtaja/min - aparatura 2 (Ph. Eur. 8.0);
- aparatura tipa cilindra sa povratnim kretanjem (BioDis, Vankel) pri 10
uranjanja/min, sa promenom sudova nakon 30 minuta, a zatim na svakih sat do 12
sati (ukupna zapremina medijuma 3500 ml) - aparatura 3 (Ph. Eur. 8.0);
- aparatura sa proto¢nom celijom (SOTAX CE-7 smart), otvoren sistem, pri brzini
protoka medijuma od 8 mi/min (ukupna zapremina medijuma je iznosila 11520 ml
za 24 sata) - aparatura 4 (Ph. Eur. 8.0).
Ispitivanje brzine rastvaranja nifedipina iz preparata sprovedeno je u slede¢im
medijumima:
- vodi;
- 0.1 MHCI (pH 1.0);
- fosfatnom puferu pH 6.8;
- fizioloski zasnovanim medijumima;
- 1% vodenom rastvoru natrijum-laurilsulfata;
- 0.5 % rastvoru HPMC u vodi;

- 40 % etanolu.

U tabeli 3 uporedno je prikazan sastav i osnovne karakteristike fizioloSki zasnovanih
medijuma koji simuliraju Zeludaéni sok na gladno (Fasted State Simulated Gastric Fluid
- FaSSGF) i nakon uzimanja obroka (Fed State Simulated Gastric Fluid - FeSSGF), kao i
medijuma koji simuliraju crevni sok na gladno (Fasted State Simulated Intestinal Fluid -
FaSSIF) i nakon uzimanja obroka (Fed State Simulated Intestinal Fluid - FeSSIF).
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Tabela 3. Sastav i karakteristike fizioloski zasnovanih medijuma®

FaSSGF FeSSGF FaSSIF  FeSSIF

Natrijum-hlorid (mM) 34.20 237.02 68.62 125.50
Natrijum-tauroholat (mM) 0.08 3.00 10.00
Lecitin (mM) 0.02 0.20 2.00
Maleinska kiselina (mM) 19.12 55.02
Gliceril-monooleat (mM) 5.00
Natrijum-oleat (mM) 0.80
Pepsin (mg/ml) 0.10

Siréetna kiselina (mM) 17.12

Natrijum-acetat (mM) 29.75

Hlorovodoni¢na kiselina Qs pH 1.6

Natrijum-hidroksid (mM) gs pH5 34.80 81.65
Mleko/pufer 1:1

Voda, precis¢ena gs do 11

pH vrednost 1.6 5 6.5 5.8
Osmolalnost (mOsm/kg) 120.7+2.5 400 180+£10  390x10
Puferski kapacitet (mmol/l/pH) - 25 10 25
Povrsinski napon (mN/m)® 42.6 52.31£0.3 54.3 40.5+0.2

4Jantratid i sar., 2008a
®Jantratid i sar., 2009a

Ispitivanje je sprovedeno sa najmanje tri tablete. Uzorci medijuma su uzimani nakon 30
minuta, a zatim na svakih sat vremena, profiltrirani (0.45 um PVDF filter, 25 mm GD/X,
Whatman) i kvantitativno analizirani. Sadrzaj nifedipina u uzorcima odredivan je UV
spektrofotometrijski na 340 nm u vodenim rastvorima, dok je u fizioloSki zasnovanim
medijumima odredivanje sadrzaja nifedipina vrSeno visokoefikasnom te¢nom
hromatografijom (HPLC Agilent 1100 series). Kada je kao medijum koris¢en fizioloski
zasnovan medijum koji simulira zeluda¢ni sok nakon uzimanja obroka (FeSSGF) gde je
mleko bilo jedna od komponenti, uzorci za kvantitativnu analizu su pripremljeni na

slede¢i nac¢in: u 3 ml uzorka dodato je 2 ml izopropil alkohola i, nakon meS$anja,
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centrifugirano na 3500 obrtaja/min u trajanju od 5 minuta. lzdvojeni supernatant je
koris¢en za kvantitativnu analizu.

Eksperimentalni uslovi HPLC metode za odredivanje sadrzaja nifedipina bili su u skladu
sa uslovima HPLC metode prema Ph. Eur. 8.0. Za odredivanje sadrzaja nifedipina HPLC
metodom u ovom istraZivanju koriS¢ena je kolona Zorbax SB C18, dimenzija 4.6 mm X
150 mm. Mobilna faza se sastojala od acetonitrila, metanola i vode u odnosu 9:36:55,
v/viv, sa brzinom protoka 1.5 ml/min. Zapremina injektovanja je iznosila 50 pl, a talasna
duzina detekcije 235 nm. Svaka analiticka serija se sastojala od serije standardnih

rastvora nifedipina za kalibracionu krivu, ispitivanih uzoraka i praznog medijuma.

In vitro stepen efekta hrane

Rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja u fizioloski zasnovanim medijumima
upotrebljeni su za izraGunavanje In vitro stepena efekta hrane, Lo (In vitro food effect

ratio), prema slede¢em izrazu (Mathias i sar., 2015):

litro = w [jednacina 5]
PIK (FaSSIF)

gde PIK (FeSSIF) predstavlja povrSinu ispod krive brzine rastvaranja nifedipina u
medijumu koji simulira prisustvo hrane, dok je PIK (FaSSIF) povrsina ispod krive brzine

rastvaranja nifedipina u medijumu koji simulira uslove na gladno (Mathias i sar., 2015).
6.2.6. In vitro — in vivo korelacija

Dekonvolucioni pristup

U cilju uspostavljanja kvantitativne korelacije izmedu in vitro i in vivo podataka,
hipoteticki profili rastvaranja nifedipina in vivo dobijeni in silico modelima

gastrointestinalne simulacije 1 veStackih neuronskih mreza su graficki predstavljeni u

odnosu na eksperimentalno dobijene profile brzine rastvaranja nifedipina iz ispitivanih
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preparata pri razlicitim eksperimentalnim uslovima. Linearnom regresionom analizom
odredeni su statisticki parametri korelacije in vitro i in vivo podataka (nagib krive
regresije, a i koeficijent korelacije, r) i procenjivan uticaj in vitro kinetike rastvaranja na

farmakokineticki profil lekovite supstance u organizmu.

Konvolucioni pristup

U ovom pristupu, profili koncentracije nifedipina u plazmi predvideni primenom
odgovarajucih in silico metoda (model gastrointestinalne simulacije i veStacke neuronske
mreze) su uporedeni sa srednjim in vivo profilima koncentracija lekovite supstance u
plazmi. Linearnom regresionom analizom odredeni su statisticki parametri korelacije
(nagib krive regresije, a i koeficijent korelacije, r). Analizom statistiCkih parametara
korelacije procenjivana je mogucnost primene in silico modela za predvidanje apsorpcije

nifedipina na gladno, odnosno nakon primene obroka.
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7. REZULTATI | DISKUSIJA

7.1. IN VIVO STUDIJE

7.1.1. In vivo studije razli¢itih farmaceutskih oblika nifedipina

Detaljnim pregledom in vivo podataka dostupnih u literaturi za razli¢ite farmaceutske
oblike nifedipina, izabrani su farmakokineti¢ki profili koji su koris¢eni kao referentni
profili u ovom istrazivanju. U cilju biofarmaceutske karakterizacije fizicko-hemijskih
interakcija izmedu hrane i ispitivanih preparata i mogucénosti njihovog predvidanja,
koris¢eni su literaturni profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni nakon
intravenske primene i oralne primene preparata sa trenutnim oslobadanjem (Rashid i sar.,
1995) i preparata sa modifikovanim oslobadanjem nifedipina tipa hidrofilnog matriksa
(Piovella, 1987) i osmotske pumpe (Schug i sar., 2002a).

Rashid i saradnici (1995) su ispitivali faktore koji uticu na apsolutnu biolosku
raspolozivost nifedipina i utvrdili da hepaticki i intestinalni metabolizam nifedipina
zavise od genetskih faktora i istovremene primene obroka. Piovella (1987) je proucavao
terapijsku efikasnost i bioloSku raspolozivost preparata sa produzenim oslobadanjem
nifedipina. Schug i saradnici (2002a) su ispitivali uticaj hrane na apsorpciju nifedipina iz
razli¢itih preparata, ukazuju¢i na mogucnost predvidanja efekata hrane specifi¢nih za
formulaciju na osnovu rezultata odgovarajuéih in vitro ispitivanja brzine rastvaranja.
Osnovni farmakokineti¢ki parametri uoceni nakon primene izabranih farmaceutskih
oblika nifedipina, kao predstavnika preparata sa razli¢itim mehanizmima oslobadanja,
prikazani su u tabeli 4. Na osnovu vrednosti parametara prikazanih u tabeli 4 moze se
zakljuciti da se kinetika apsorpcije nifedipina u organizmu znacajno razlikuje u zavisnosti
od tipa i sastava farmaceutskog oblika leka. Uzimajuéi u obzir da pomenute razlike
uslovljavaju i razli¢ite terapijske efekte razli¢itih farmaceutskih oblika nifedipina,
biofarmaceutska karakterizacija i proucavanje potencijalnog efekta hrane dobijaju jos
veci znacaj. U tom smislu, in vitro i in silico modeli predvidanja apsorpcije nifedipina iz
razli¢itih formulacija zauzimaju vazno mesto u preformulacionim i formulacionim
istrazivanjima, kao i proceni postregistracionih izmena u sastavu ili procesu proizvodnje

¢vrstih farmaceutskih oblika.
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Tabela 4. Farmakokineticki parametri razlicitih farmaceutskih oblika nifedipina

Farmaceutski PIKg.ins £ SD Cmaxt SD tip£SD  thax SD
oblik (doza) (ngh/ml) (ng/ml) (h) (hy ~ Referenca
Rastvor za .
intravensku 78.0 + 20.0 75.0 1.7+05 Rashid i

) sar., 1995
primenu (2.5 mg)
Kapsula sa
trenutnim Rashid i

191.0 + 59. 124.0 £ 51. 25+11 )
oslobadanjem 91.0£59.0 0£510 ° 0.38 sar., 1995
(10 mg)
Matriks tableta sa
modifikovanim 2300+392 4024124 54+17 21+11 ovella
oslobadanjem, R R o I 1987
(20 mg)
Tableta tipa .
osmotske pumpe 487.7+1.9 23.2+16 49+£14 9(5-36) Schug i
’ sar., 2002a

(60 mg)

7.1.2. Invivo studije uticaja hrane

U svrhu proucavanja procesa apsorpcije nifedipina iz razli¢itih preparata, razmatranja
faktora koji uti¢u na ovaj proces i procene uticaja hrane, sproveden je opsezan pregled
dostupne literature. U objavljenim radovima iz ove oblasti opisani su veoma razli¢iti,
kako pozitivni, tako i negativni efekti hrane na brzinu i stepen apsorpcije nifedipina i
predloZena razli¢ita moguca objasnjenja uocenih fenomena. U tabeli 5 i na slici 11 dat je
prikaz odnosa vrednosti osnovnih farmakokinetickih parametara nakon primene na
gladno i nakon obroka za razlicite preparate nifedipina. Ovaj odnos, koji se moze oznaciti
kao ,stepen efekta hrane” (lvivw) primenjen je s ciljem kvantifikacije uticaja hrane
uocenog u okviru odgovaraju¢ih in vivo studija. Nivo promena farmakokineti¢kih
parametara nakon uzimanja obroka u odnosu na primenu leka na gladno (lviv(PIK),
Livo(Cmax), livo(tmax)) za razlicite farmaceutske oblike nifedipina ukazuje da je apsorpcija
ove lekovite supstance u prisustvu hrane specifi¢na za formulaciju i da zavisi od vrste

farmaceutskog oblika i sastava formulacije.
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Tabela 5. Pregled literaturnih in vivo podataka o uticaju hrane na apsorpciju nifedipina iz razlicitih preparata

Broj

Ivivo

Ivivo

Ivivo

.. Farmaceutski oblik Uticaj hrane Literatura
studije (PIK) (Cmax) (tmax) J
| kapsula sa trenutnim oslobadanjem 0.51 0.30 3.89 lPIKV lCm_ax T tmax .. Hirasawa I sar.,
odlozena i nepotpuna apsorpcija 1985
1| formulacija sa dvofaznim oslobadanjem 0.86 1.06 1.69 T e . iy Challenor i sar.,
usporeno praznjenje Zeluca 1986
tableta sa modifikovanim oslobadanjem Armstrong i sar.,
i tipa hidrofilnog matriksa 1.18 1.60 1.32 1 Corax 1997
tableta sa modifikovanim oslobadanjem
IVa tipa osmotske pumpe 0.92 1.09 0.81 1 tmax
FDA, 1998
IVb matriks tableta sa produzenim oslobadanjem  1.18 1.36 1.35 TPIK, 1Crax, T tmax
V film tableta sa produzenim oslobadanjem 1.26 2.27 0.84 TPIK, 1Crax, | tmax Nemes i sar., 1998
. .. . TPIK, 1Crax, | tmax Abrahamsson i sar.,
VI matriks tableta sa produzenim oslobadanjem  1.76 4.03 0.44 brza erozija tablete 1998
Vila tt_’albleta sa modifikovanim oslobadanjem 103 118 1.00 nema uticaja
tipa osmotske pumpe )
APIK, 1Co | ¢ Schug i sar., 2002a
: 2 . : B max, max
Vlib matriks tableta sa produzenim oslobadanjem  1.43 3.16 0.62 (““dose dumping”)
Tcmax
VI kapsula napunjena mini tabletama 1.23 241 0.83 ““dose dumping’ uticaj Schug i sar., 2002b
formulacije
IX gastrorezistentna tableta tipa polimernog 0.88 1.06 161 1 tmax, T ZadrZavanje u Zelucu Schug i sar., 2002¢

matriksa

izrazeno lag-time
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lvivo(PIK)

Broj studije

| I im Iva Vb V VI Vila Viib VI

lvivo(Cmax)
o = N W
g = O N O W O
1 1 1

o
|

Broj studije

| ] im Iwva Ivb V VI Vila Viib VI

lvivo(tmax)

Broj studije

| ] im wva Vb V VI Vila Vb VI

Slika 11. Zavisnost in vivo stepena efekta hrane od farmaceutskog oblika nifedipina

(za legendu studija pogledati tabelu 5)
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Hirasawa i saradnici (1985) su ispitivali apsorpciju nifedipina i hemodinamske efekte
nakon primene kapsula sa trenutnim oslobadanjem jacine 10 mg, na gladno i nakon
obroka, kod 10 ispitanika (tabela 5, studija 1). Challenor i saradnici (1986) su sproveli
komparativnu farmakokineti¢ku studiju za tablete sa dvofaznim oslobadanjem nifedipina
(5 mg sa trenutnim i 15 mg sa odlozenim oslobadanjem) u odnosu na konvencionalne
kapsule jac¢ine 10 mg i tablete sa produzenim oslobadanjem nifedipina jaCine 20 mg.
Ispitivani preparati su primenjeni na gladno i nakon obroka kod 22 dobrovoljca, pri ¢emu
je utvrden znacajan uticaj hrane na apsorpciju nifedipina iz preparata sa dvofaznim
oslobadanjem (tabela 5, studija II). Uticaj dva tipa obroka na apsorpciju nifedipina iz
hidrofilnih matriks tableta sa modifikovanim oslobadanjem kod 8 dobrovoljaca ispitivali
su Armstrong i saradnici (1997) i utvrdili da sastav obroka, posebno sadrzaj masti,
zna€ajno utice na farmakokinetiku nifedipina (tabela 5, studija III). U izveStaju studija
bioloSke ekvivalentnosti matriks tableta sa produzenim oslobadanjem nifedipina nakon
pojedina¢ne doze na gladno i nakon obroka, i posle ponovljenog doziranja kod 38
dobrovoljaca, uocen je uticaj hrane (FDA, 1998; tabela 5, studija IVVb). Izrazen uticaj
hrane uz naglo oslobadanje nifedipina iz film tableta sa produzenim oslobadanjem
zabelezZen je u studiji bioekvivalencije koju su sproveli Nemes i saradnici (1998) (tabela
5, studija V). U ovoj studiji je uCestvovalo 12 ispitanika. Abrahamsson i saradnici (1998)
su publikovali rezultate randomizovanih studija bioekvivalencije na gladno i nakon
obroka, sa unakrsnim dizajnom na ukupno 48 dobrovoljaca, i utvrdili da prisustvo hrane
znaCajno povecava brzinu 1 stepen apsorpcije nifedipina iz razvojne formulacije
hidrofilnih matriks tableta sa produzenim oslobadanjem usled povecane erozije, u
poredenju sa tabletama osmotskog tipa gde uticaj hrane nije uocen (tabela 5, studija V1).
Schug i saradnici (2002a,b,c) su utvrdili da je efekat hrane specifican za formilaciju
nifedipina, na osnovu rezultata randomizovanih studija bioekvivalencije sa unakrsnim
dizajnom na 24 dobrovoljca (tabela 5, studije Vlla,b, VIII i IX).

Terapijski sistemi tipa osmotske pumpe (studije 1Va i VIla) su osmisSljeni tako da
kontrolisano oslobadaju lekovitu supstancu, nezavisno od promena fizioloskih uslova in
vivo, §to potvrduje odnos farmakokinetickih parametara u prisustvu hrane i na gladno
blizak vrednosti jedan, odnosno 0.92 i 1.09 za PIK i Cpax u sludaju preparata Procardia®
XL (FDA, 1998), kao i 1.03 i 1.18 za preparat Adalat® OROS (Schug i sar., 2002a).
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Kod ve€ine preparata sa modifikovanim oslobadanjem nifedipina uocen je pozitivan
efekat hrane koji dovodi do porasta vrednosti PIK i Crax pri istovremenoj primeni leka sa
obrokom (studije III, IVb, V, VI, VIIb i VIII). Znacajan porast vrednosti maksimalnih
koncentracija nifedipina u krvi u prisustvu hrane, i to 2.27 puta u slucaju preparata
Cordaflex® (Nemes i sar., 1998), 4.03 puta kod razvojne formulacije hidrofilnih matriks
tableta sa produzenim oslobadanjem (Abrahamsson i sar., 1998), 3.16 puta u slucaju
preparata Coral® (Schug i sar., 2002a) i 2.41 puta kod preparata Nifedicron® (Schug i
sar., 2002b), udruzen sa skracenim vremenom za postizanje ovih koncentracija, ukazuje
na prekomerno i naglo oslobadanje lekovite supstance, $to se u literaturi opisuje kao
“dose dumping” fenomen (studije V, VI, VIIb i VIII, redom). OdloZena apsorpcija
nifedipina nakon primene preparata Slofedipine® XL sa hranom (povecanje vrednosti tmax
1.61 puta) objasSnjeno je produzenim zadrzavanjem gastrorezistentnog preparata tipa
polimernog matriksa u Zelucu (Schug i sar., 2002¢). Drugo moguce objasnjenje odloZzene
apsorpcije nifedipina primenjenog sa obrokom moZze biti usporeno bubrenje i erozija
tablete usled prisustva viskoznog sadrzaja i formiranja filma oko tablete u prisustvu hrane
(Abrahamsson i sar., 2004). Negativan efekat hrane na apsorpciju nifedipina uocen je i
kod kapsula sa trenutnim oslobadanjem, gde je istovremena primena hrane dovela do
odlozZene i nepotpune apsorpcije leka (studija I, Hirasawa i sar., 1985).

Na osnovu prikaza in vivo stepena efekta hrane (l,ivo) na slici 11 moze se uociti da su
razlike u brzini i stepenu apsorpcije nifedipina iz analiziranih preparata, nakon primene
obroka u odnosu na gladno, specifiéne za formulaciju. Uticaj vrste farmaceutskog oblika
na apsorpciju nifedipina nakon primene obroka, viSe se odrazava na vreme dostizanja i
vrednosti maksimalnih koncentracija u krvi, u odnosu na ukupan obim apsorpcije.

Profili koncentracija nifedipina u krvi uoceni u okviru publikovanih ispitivanja
analiziranih farmaceutskih oblika nakon primene na gladno prikazani su na slici 12. Na
slici 13 predstavljeni su profili koncentracija nifedipina u krvi iz primenjenih preparata
nakon obroka. Prikupljeni in vivo podaci su dalje analizirani u cilju identifikacije kinetike
apsorpcije nifedipina u uslovima primene na gladno, kao i nakon obroka. Primenom
razli¢itih metoda konvencionalne farmakokineticke analize i in silico metoda, dobijeni
rezultati su uporedno analizirani kako bi se procenile prednosti i nedostaci primenjenih

metoda.

63



140

=== studija |
120 - studija Il
100 - —o—studija IVa
—t=studija Vb
T 80 - studija v
® —a—studija Vlla
< 60

=—o—studija VIIb
== studija VII|
studija 1X

0 6 12 18 24 30 3I6 42 48

Slika 12. Profili koncentracija nifedipina u krvi nakon primene preparata na gladno
(za legendu studija pogledati tabelu 5)
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Slika 13. Profili koncentracija nifedipina u krvi nakon primene preparata nakon obroka

(za legendu studija pogledati tabelu 5)
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7.1.3. ldentifikacija i uporedna analiza in vivo input profila nifedipina dobijenih

primenom konvencionalnih farmakokineti¢kih metoda

Razvoj biorelevantnog i diskriminativnog testa za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite
supstance iz preparata zasniva se na poznavanju kinetike ,ulaska“ (rastvaranje i
apsorpcija) lekovite supstance u organizam. Stoga je precizno odredivanje profila
oslobadanja (rastvaranja) i apsorpcije lekovite supstance iz preparata in vivo, koje nije
direktno merljivo, od izuzetnog znacaja. U tu svrhu primenjene su razli¢ite metode
konvencionalne farmakokineti¢ke analize (Wagner-Nelson, Loo-Riegelman i numericka
dekonvolucija na osnovu intravenski i oralno primenjenog referentnog preparata)
upotrebom softverskog paketa Kinetica 5.0 i literaturnih profila koncentracija nifedipina

u plazmi nakon primene analiziranih preparata.

In vivo studija VII

Poredenje konvencionalnih farmakokineti¢kih metoda sa aspekta moguénosti primene za
odredivanje in vivo input profila, sprovedeno je na primeru preparata sa modifikovanim
oslobadanjem nifedipina — tablete tipa osmotske pumpe (Schug i sar., 2002a) i hidrofilne
matriks tablete (Piovella, 1987), usled dostupnosti individualnih profila koncentracija u
plazmi u objavljenim publikacijama.

In vivo input profili dobijeni (a) metodom Wagner-Nelson, kao i (b) profil normalizovan
faktorom 0.55 Sto odgovara relativnoj bioloSkoj raspolozivosti, (c) profil dobijen
izraCunavanjem pomocu algoritma Loo-Riegelman i profili dobijeni numerickom
dekonvolucijom, na osnovu profila koncentracija lekovite supstance u plazmi nakon (d)
intravenske i (e) oralne primene koris¢enih kao tezinske funkcije, za preparat tipa
osmotske pumpe (Schug i sar., 2002a) prikazani su na slici 14. Profili dobijeni primenom
navedenih metoda za tablete tipa hidrofilnog matriksa (Piovella, 1987), predstavljeni su
na slici 15.
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Slika 14. In vivo input profili nifedipina iz tableta tipa osmotske pumpe (Schug i sar.,

2002a) dobijeni primenom razlicitih farmakokinetickih metoda
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Slika 15. In vivo input profili nifedipina iz hidrofilnih matriks tableta (Piovella, 1987)

dobijeni primenom razlicitih farmakokinetickih metoda
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Na osnovu prikazanih rezultata na slikama 14 i 15 mogu se uociti izrazene razlike izmedu
input profila dobijenih primenom razliCitih farmakokinetickih metoda, kao 1 razlike u
kinetici ovih profila izmedu osmotskog i matriks sistema, §to odgovara znacajno
razli¢itim mehanizmima oslobadanja nifedipina iz ispitivanih farmaceutskih oblika.
Primenom metode Wagner-Nelson dobijeni su profili apsorpcije nifedipina koji pokazuju
obim apsorpcije veéi od 100 %, Sto ukazuje na to da jednoprostorni farmakokineticki
model ne opisuje adekvatno farmakokineticki profil nifedipina. Hipoteticki in vivo profili
dobijeni ovom metodom ukazuju na brze rastvaranje i apsorpciju u odnosu na profile
dobijene drugim farmakokinetickim metodama. Da bi se uzeo u obzir visok stepen
presistemskog metabolizma nifedipina, profili dobijeni metodom Wagner-Nelson su
korigovani faktorom 0.55, koji odgovara relativnoj bioloskoj raspolozivosti nifedipina
(Croom i Wellington, 2006). Korigovani input profili nifedipina su bili u skladu sa
profilima brzine rastvaranja nifedipina in vivo dobijenim numerickom dekonvolucijom.
Ovakvi rezultati potvrduju znacaj sagledavanja presistemskog metabolizma nifedipina u
kontekstu proucavanja apsorpcije lekovite supstance iz oralno primenjenih preparata.
Primenom algoritma Loo-Riegelman na profile koncentracija ispitivanog osmotskog i
matriks sistema, dobijeni su input profili skoro identi¢ni profilima apsorpcije nifedipina
izraGunatim numerickom dekonvolucijom. lako su ove dve metode zasnovane na
razli¢itim pristupima, dobijeni rezultati su veoma sli¢ni i ukazuju na stepen apsorpcije od
svega 20 % u toku 24 sata u slucaju preparata tipa osmotske pumpe, odnosno 38 % u toku
12 sati u slucaju hidrofilnih matriks tableta.

Profili brzine rastvaranja nifedipina in vivo izraunati numerickom dekonvolucijom
ukazuju na 50 % rastvorene lekovite supstance nakon 48 sati za osmotski sistem i 58 %
nakon 12 sati za matriks tabletu. Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima o
bioloskoj raspolozivosti nifedipina koja, usled uticaja presistemskog metabolizma, iznosi
45 do 56 % primenjene doze (SmPC Adalat; Croom i Wellington, 2006). NiZe vrednosti
stepena apsorpcije nifedipina dobijene numerickom dekonvolucijom koje su iznosile 27
% nakon 48 sati za osmotski sistem i 38 % nakon 12 sati za matriks tabletu, su posledica
izrazenog metabolizma prvog prolaska nifedipina kroz jetru.

Poznavanje in vivo profila rastvaranja od izuzetnog je znaCaja za razvoj fizioloSki

relevantnog testa za ispitivanje brzine rastvaranja i uspostavljanje modela in vitro — in
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vivo korelacije. U nedavno aZuriranoj smernici Evropske agencije za lekove koja se
odnosi na farmakokineticku i kliniCku procenu preparata sa modifikovanim
oslobadanjem, izbor referentne formulacije u metodi dekonvolucije se isti¢e kao jedan od
najvaznijih elemenata za uspesno uspostavljanje in vitro — in vivo korelacije (EMA,
2014). Za pouzdanu procenu in vivo profila oslobadanja lekovite supstance iz oralnog
preparata sa modifikovanim oslobadanjem predlaze se oralni rastvor ili farmaceutski
oblik sa trenutnim oslobadanjem aktivne supstance, kao referentna formulacija u metodi
dekonvolucije (EMA, 2014).

In vivo studija IV

U daljem toku istrazivanja rezultati studije bioloSke ekvivalentnosti matriks tableta sa
produzenim oslobadanjem nifedipina (Nifedipine ER) u odnosu na referentni preparat
tipa osmotske pumpe (Procardia® XL) su analizirani u cilju identifikacije in vivo profila
rastvaranja/apsorpcije i metodoloskog pristupa proucavanju potencijalnog efekta hrane na
apsorpciju nifedipina, usled dostupnosti in vivo podataka nakon primene pojedinacne i
ponovljene doze na gladno, kao i nakon primene obroka (FDA, 1998).

In vivo input profili rastvaranja/apsorpcije nifedipina dobijeni primenom konvencionalnih
farmakokinetickih metoda na in vivo podatke objavljene u studiji FDA (1998) za tablete
tipa osmotske pumpe i hidrofilne matriks tablete prikazani su na slikama 16 i 17. Kod
preparata tipa osmotske pumpe uticaj hrane na proces rastvaranja/apsorpcije je manje
izrazen u poredenju sa matriks tabletama. In vivo input profili rastvaranja/apsorpcije
nifedipina nakon primene na gladno, odnosno nakon obroka, su skoro identi¢ni u toku
prva 24 sata nakon primene leka i mogu se opisati kinetikom nultog reda. Ukupna
koli¢ina rastvorenog nifedipina je iznosila 78 % na gladno i 64 % nakon primene obroka,

izraCunato numerickom dekonvolucijom.
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Slika 16. In vivo input profili nifedipina iz preparata Procardia® XL dobijeni koris¢enjem
razlicitih farmakokinetickih metoda: (a) primena leka na gladno, (b) primena leka nakon

obroka
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Slika 17. In vivo input profili nifedipina iz preparata Nifedipine ER dobijeni koris¢enjem

razlicitih farmakokinetickih metoda: (a) primena leka na gladno, (b) primena leka nakon

obroka
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Kod ispitivanih tableta tipa hidrofilnog matriksa hrana dovodi do odloZenog i usporenog
oslobadanja lekovite supstance, pri ¢emu je ukupna koli¢ina rastvorene supstance veca u
poredenju sa uslovima primene leka na gladno. Numerickom dekonvolucijom izracunata
je ukupna koli¢ina rastvorenog nifedipina od 59 % nakon primene na gladno i 72 % pri
primeni nakon obroka. Sve primenjene metode identifikacije in vivo inputa ukazuju na
odlozZenu pojavu nifedipina u krvi (lag time) i do 3 sata nakon primene tableta osmotskog
tipa, nezavisno od obroka. U slu¢aju matriks tableta, hrana dodatno odlaze oslobadanje i
apsorpciju produzavajuci lag time sa 3 na 5 sati.

In vivo input profili dobijeni metodom Wagner-Nelson ukazuju da je 100 % nifedipina
apsorbovano nakon 36 sati sledecom dinamikom: oko 20 % je apsorbovano nakon 8 sati,
oko 30 % nakon 12 sati i priblizno 70 % za 24 sata. Dobijeni rezultati bili su u skladu sa
in vivo inputima objavljenim od strane Abrahamsson i saradnika (1998). lako se
farmakokinetika nifedipina uobicajeno opisuje dvoprostornim modelom, ovi autori
opravdavaju primenu metode Wagner-Nelson slicnos¢u profila apsorpcije i rezultata
dobijenih primenom numericke dekonvolucije. U cilju procene stepena apsorpcije profili
izraCunati pomocu algoritma Wagner-Nelson normalizovani su faktorom 0.55, u skladu
sa podacima o relativnoj bioloskoj raspolozivosti nifedipina (SmPC Adalat). Ovako
dobijeni in vivo inputi bili su slicni profilima brzine rastvaranja nifedipina in vivo
dobijenim primenom numeri¢ke dekonvolucije.

lako se nifedipin skoro potpuno apsorbuje iz Gl trakta, bioloSka raspolozivost nakon
primene oralnih preparata iznosi od 45 do 77 %, usled intenzivnog presistemskog
metabolizma (Croom i Wellington, 2006). Ova ¢injenica se mora uzeti u obzir prilikom
izraCunavanja in vivo input profila nifedipina iz oralnih preparata. Sli¢nost ulaznih in vivo
profila nifedipina iz analiziranih preparata dobijenih Wagner-Nelson metodom uz
korekciju u skladu sa podacima o relativnoj bioloskoj raspoloZivosti i rezultata dobijenih
primenom numericke dekonvolucije u odnosu na oralni referentni preparat koji takode
podleze metabolizmu u jetri, potvrduju znacaj izbora adekvatnog referentnog
farmaceutskog oblika za pouzdanu procenu in vivo rastvaranja i apsorpcije nifedipina iz
oralnih preparata.

In vivo input profili dobijeni primenom metode Loo-Riegelman ukazuju na izvesne

razlike u profilima apsorpcije nifedipina iz tableta tipa osmotske pumpe i hidrofilnih

71



matriks tableta. Ukupna koli¢ina apsorbovanog nifedipina krece se u rasponu 31 — 42 %,
Sto je u skladu sa intenzivnim metabolizmom prvog prolaza kroz jetru nakon oralne
primene preparata nifedipina (Kirsten i sar., 1998). Primenom Loo-Riegelman metode
dobijeni su skoro identi¢ni input profili kao i1 profili apsorpcije nifedipina izraCunati
numeri¢kom dekonvolucijom.

Rezultati dobijeni u ovom istraZzivanju ukazuju na prednost primene farmakokinetickog
profila nakon oralne primene za identifikaciju kinetike rastvaranja i1 proucavanje
apsorpcije leka koji podleze intenzivnom presistemskom metabolizmu. Uzimajuéi u obzir
da se koris¢enjem oralnog referentnog preparata u metodama dekonvolucije dobija in
vivo profil rastvaranja, ovakav pristup ima prednost sa aspekta uspostavljanja in vitro — in
vivo korelacije i dizajna fizioloski relevantne metodologije ispitivanja brzine rastvaranja
lekovite supstance iz preparata, Sto je u skladu i sa savremenim regulatornim
smernicama.

Uporednom analizom konvencionalnih farmakokineti¢kih metoda primenjenih u ovom
istrazivanju mogu se izdvojiti sledece prednosti i nedostaci svake od njih:

e metoda Wagner-Nelson omoguéava izracunavanje stepena apsorpcije lekovite
supstance na osnovu konstante brzine eliminacije i profila koncentracije nakon
oralne primene leka, bez poznavanja in vivo profila nakon intravenske primene
leka. Ovaj pristup podrazumeva da ukupan stepen apsorpcije iznosi 100 %. Usled
toga, u slucaju identifikacije profila apsorpcije nifedipina iz oralnih preparata,
neophodno je korigovati dobijene rezultate podacima o relativnoj bioloskoj
raspolozivosti nifedipina;

e metoda Loo-Riegelman je model-zavisna metoda dekonvolucije zasnovana na
dvoprostornom farmakokinetickom modelu, kojim se najces¢e opisuje kinetika
nifedipina. Ova metoda zahteva poznavanje koncentracija leka u krvi nakon
oralne 1 intravenske primene kod istog ispitanika, Sto je Cesto ograniCavajuci
faktor za primenu u cilju identifikacije profila apsorpcije;

e numericka dekonvolucija, kao model-nezavisna farmakokineticka metoda za
izraCunavanje in vivo profila rastvaranja ili apsorpcije, ima prednost sa aspekta
uspostavljanja in vitro — in vivo korelacije u odnosu na model-zavisne metode,

kao Sto su Wagner-Nelson i Loo-Riegelman (EMA, 2014). Kada se kao teZinska
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funkcija koristi farmakokineti¢ki profil nakon oralne primene referentnog rastvora
ili preparata sa trenutnim oslobadanjem, numerickom dekonvolucijom se dobija
profil rastvaranja in vivo, koji se moze porediti sa rezultatima in vitro ispitivanja
brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata. Ukoliko se kao tezinska
funkcija u numerickoj dekonvoluciji koristi farmakokineticki profil nakon
intravenske primene referentnog rastvora, dobija se in vivo profil apsorpcije
ispitivanog preparata. Najnovije regulatorne smernice u ovoj oblasti isticu znacaj i
preporucuju primenu numericke dekonvolucije koris¢enjem farmakokinetickog
profila u plazmi nakon oralne primene referentnog preparata. Ovako dobijeni
profili rastvaranja in vivo su od izuzetnog znaCaja za biofarmaceutsku
karakterizaciju preparata sa modifikovanim oslobadanjem lekovite supstance,
daju¢i pouzdanu osnovu za dekonvolucioni pristup uspostavljanju in vitro — in
vivo korelacije.
Usled navedenih prednosti, in vivo profili rastvaranja nifedipina (in vivo input profili)
identifikovani primenom numericke dekonvolucije uz koris¢enje farmakokinetickog
profila u plazmi nakon oralne primene referentnog preparata sa trenutnim oslobadanjem,
uzeti su kao osnov za razvoj metode za in vitro ispitivanje i in silico modelovanje i

simulaciju procesa koji se odvijaju u organizmu.

7.1.4. Identifikacija in vivo stepena efekta hrane

Uzimajuéi u obzir prethodno prikazane rezultate, kao i regulatorne preporuke za primenu
metode numeri¢ke dekonvolucije gde se kao tezinska funkcija koristi farmakokineticki
profil nakon oralne primene preparata sa trenutnim oslobadanjem, u nastavku istrazivanja
ova metoda je primenjena u cilju proucavanja uticaja hrane na apsorpciju nifedipina iz
razli¢itih preparata. Detaljno su analizirani in vivo podaci dostupni u literaturi (studije
navedene u tabeli 5). Profili rastvaranja dobijeni numerickom dekonvolucijom iz
farmakokinetickih profila nifedipina nakon primene na gladno i nakon obroka,
objavljenih u literaturi, prikazani su na slici 18. Kao tezinska funkcija kori$¢en je profil
koncentracije lekovite supstance u plazmi nakon oralne primene kapsula sa trenutnim

oslobadanjem nifedipina (Rashid i sar., 1995).
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Slika 18. In vivo profili rastvaranja nifedipina iz razlicitih preparata nakon primene na gladno (puna linija) i nakon obroka

(isprekidana linija) dobijeni numerickom dekonvolucijom (studije su navedene u tabeli 5)
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lako se publikovane studije razlikuju po dizajnu i demografskim karakteristikama
ispitanika, kinetika in vivo inputa pri primeni preparata sa modifikovanim oslobadanjem
na gladno je relativno konzistentna: nakon izvesnog vremena odlaganja (lag time) koje
iznosi od 30 minuta do 3 sata u zavisnosti od sastava formulacije, rastvaranje nifedipina
sledi kinetiku nultog reda sve do 24 sata. Od opisane kinetike profila rastvaranja
odstupaju rezultati dobijeni u slucaju kapsula sa trenutnim oslobadanjem, formulacije sa
dvofaznim oslobadanjem i film tableta sa produzenim oslobadanjem nifedipina (studije I,
IT i V). Sa druge strane, farmakokinetickom analizom profila koncentracija u plazmi
nakon primene preparata uz obrok dobijeni su in vivo input profili koji su se medusobno
znacajno razlikovali. Preparati nifedipina koji su pokazali neSto brze in vivo rastvaranje
nakon primene na gladno u odnosu na tablete osmotskog tipa, kao Sto su tablete sa
produZenim oslobadanjem i kapsule napunjene mini tabletama, pri primeni nakon obroka
doveli su do naglog i prekomernog oslobadanja leka u organizmu, Sto je opisano kao
“dose dumping” (studije V, VIIb i VIII). Za razliku od njih, oslobadanje nifedipina iz
gastrorezistentnih tableta tipa polimernog matriksa je dodatno odlozeno u prisustvu hrane
(studija IX).

Povecana brzina apsorpcije nifedipina iz matriks tableta sa produZzenim oslobadanjem u
prisustvu hrane (studija VI), pratena CcCetvorostrukim povecanjem maksimalnih
koncentracija u plazmi, objasnjena je intenzivnijom i brzom erozijom matriksa, kao i
povecanom pokretljivoséu u GI traktu nakon obroka i fizioloskim efektima komponenti
obroka ukljucujuci povecanu sekreciju GI tecnosti (Abrahamsson i sar., 1998).

In vivo profili rastvaranja dobijeni numeri¢kom dekonvolucijom iz profila koncentracija
razli¢itih farmaceutskih preparata nifedipina u okviru studija VIIb, VIII i IX ukazuju na
znacajne promene u brzini rastvaranja lekovite supstance iz preparata u prisustvu hrane
(Schug i sar., 2002a-c). Istovremena primena hrane dovodi do naglog i prekomernog
oslobadanja nifedipina iz tableta tipa erozivnog matriksa (studija VIIb), Sto je opisano
kao ,,dose dumping“ fenomen (Schug i sar., 2002a). Sli¢na pojava je uocena i pri primeni
kapsula sa produzenim oslobadanjem napunjenih mini tabletama na bazi HPMC (studija
VIII), gde je hrana dovela do ,znaCajnog gubitka karakteristika modifikovanog
oslobadanja*“ (Schug i sar., 2002b). Schug i saradnici (2002a-c) zaklju¢uju da je uticaj

hrane u slucaju ispitivanih preparata nifedipina specifican za formulaciju, dok skoro

75



identic¢ni in vivo input profili osmotski kontrolisanog sistema nakon primene na gladno i

nakon obroka ukazuju da uticaj hrane kod ovog preparata nije izrazen (studija V11a).

In vivo profili rastvaranja nifedipina dobijeni primenom numericke dekonvolucije,
prikazani na slici 18, analizirani su u cilju izra¢unavanja stepena efekta hrane. In vivo
stepen efekta hrane, lwo, predstavlja odnos povrSine ispod krive profila in vivo
rastvaranja lekovite supstance nakon primene leka uz obrok i nakon primene leka na
gladno (Mathias i sar., 2015). U tabeli 6 prikazane su dobijene vrednosti in vivo stepena

efekta hrane za razlicite preparate nifedipina.

Tabela 6. Vrednosti in vivo stepena efekta hrane, lyivo, za razlicite preparate nifedipina

Broj Lo _
studije Farmaceutski oblik Lvivo
I kapsula sa trenutnim oslobadanjem 0.64
I formulacija sa dvofaznim oslobadanjem 0.89
Va tgbleta sa modifikovanim oslobadanjem 0.87
tipa osmotske pumpe
Vb matriks tableta sa produzenim oslobadanjem 1.08
V film tableta sa produzenim oslobadanjem 1.40
Vila tgbleta sa modifikovanim oslobadanjem 107
tipa osmotske pumpe
VIlb matriks tableta sa produzenim oslobadanjem 1.73
VIl kapsula napunjena mini tabletama 1.34
IX gastrorezistentna tableta tipa polimernog 0.70

matriksa

Izracunate vrednosti in vivo stepena efekta hrane su bliske vrednostima dobijenim za
odnos povrsina ispod krive koncentracije leka u krvi nakon primene preparata uz obrok i
na gladno, objavljenim u literaturi i predstavljenim u tabeli 5. Na osnovu grafickog
prikaza in vivo profila rastvaranja na slici 18, u studijama V, VIIb i VIII uocava se
izraZen uticaj hrane na rastvaranje nifedipina, opisan vrednostima in vivo stepena efekta
hrane ve¢im od 1.3. U studijama | i X zabelezen je negativan efekat hrane na in vivo

rastvaranje nifedipina, udruzen sa vrednostima in vivo stepena efekta hrane manjim od
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0.7. Na osnovu analiziranih in vivo studija uticaja hrane na apsorpciju nifedipina iz
razli¢itih preparata, U ovom istrazivanju su predlozZeni kriterijumi za efekat hrane, koji su

predstavljeni u tabeli 7.

Tabela 7. Predlozeni kriterijumi za efekat hrane na in vivo rastvaranje nifedipina

Efekat hrane lvivo
Pozitivan efekat hrane >1.3
Hrana nema uticaja 0.7-13
Negativan efekat hrane <0.7

Predlozene grani¢ne vrednosti za izrazavanje stepena efekta hrane su u skladu sa
regulatornim zahtevima za bioloSku ekvivalentnost preparata u opsegu 0.80 — 1.25
(EMA, 2010). Interval prihvatljivih vrednosti farmakokinetickih parametara je S$iri u
slu¢aju lekova koji pokazuju intraindividualnu varijabilnost kao Sto je nifedipin, i iznosi
0.77 — 1.29 ili viSe, u zavisnosti od stepena varijabilnosti farmakokinetickih parametara
lekovite supstance. Predlozeni kriterijumi za efekat hrane na rastvaranje i apsorpciju
nifedipina iz razli€itih preparata su konzistentni sa rezultatima Mathias i saradnika
(2015), koji su na osnovu in vitro — in vivo — in silico ispitivanja 17 model lekovitih
supstanci predlozili stepen efekta hrane sa granicama 0.8 — 1.2. Za vrednosti odnosa
farmakokineti¢kih parametara nakon obroka i na gladno vece od 1.2 ovi autori predvidaju
pozitivan efekat hrane kod ljudi, dok za vrednosti manje od 0.8 ofekuju negativan efekat

hrane na apsorpciju lekovite supstance.
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7.2. IN VITRO ISPITIVANJA

In vitro ispitivanje brzine rastvaranja nifedipina iz komercijalno dostupnih preparata tipa
osmotske pumpe i hidrofilnih matriks tableta (kvalitativni sastav tableta naveden je u
tabeli 1) je sprovedeno u cilju razmatranja uticaja razlic¢itih eksperimentalnih uslova:
vrste i sastava medijuma, tipa aparature kao i hidrodinamickih uslova na Kinetiku
oslobadanja lekovite supstance. Kao medijumi za ovo ispitivanje koris¢eni su: vodeni
medijumi razli¢itih pH vrednosti (voda, 0.1 M HCI (pH 1.0), fosfatni pufer (pH 6.8)),
rastvor surfaktanta (1 % rastvor natrijum-laurilsulfata), alkoholni medijum (40 % etanol),
viskozni medijum (0.5 % rastvor HPMC), kao i fizioloski zasnovani medijumi (FaSSGF,
FaSSIF, FeSSGF i FeSSIF). Ispitivanje brzine rastvaranja nifedipina iz komercijalno
dostupnih preparata (M1, M2 i O) sprovedeno je u tri aparature: aparaturi sa lopaticom,

aparaturi tipa cilindra sa povratnim kretanjem (BioDis) i aparaturi sa proto¢nom ¢elijom.

7.2.1. Ispitivanje rastvorljivosti nifedipina

Rezultati ispitivanja rastvorljivosti nifedipina u razli¢itim medijumima prikazani su u
tabeli 8, uporedo sa fizicko-hemijskim karakteristikama primenjenih medijuma.

Sastav i karakteristike fizioloski zasnovanih medijuma su bliski svojstvima
gastrointestinalnih tec¢nosti kod ljudi 1 odrazavaju digestivne procese za razliku od
medijuma propisanih u farmakopejama. Ovi medijumi su osmisljeni i formulisani tako da
u pogledu puferskog kapaciteta, jonskog sastava, povrSinskog napona i osmolaliteta
odgovaraju fizioloSkim gastrointestinalnim te¢nostima (Klein, 2010). Ovi medijumi
imaju svojstva pufera u fizioloSkom opsegu pH vrednosti (od 1.6 do 5.8), dok je
povrsinski napon podeSen na osnovu vrednosti izmerenih u humanim aspiratima. Puferski
kapacitet medijuma koji simuliraju uslove na gladno je znatno manji u poredenju sa ovim
vrednostima medijuma koji simuliraju sastav gastrointestinalnih te¢nosti nakon primene
obroka. Osmolalnost pokazuje nagli porast nakon uzimanja obroka, tako da fizioloski
zasnovani medijumi koji simuliraju sastav gastrointestinalnih te¢nosti nakon obroka
imaju vecu osmolalnost u odnosu na medijume koji simuliraju uslove na gladno (Klein,

2010).
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Tabela 8. Rastvorljivost nifedipina u razlicitim medijumima

Puferski ~ Povrsinski Rastvoljivost
Osmolalnost

H O wosmig) aneeler e e
FaSSGF 1.6 120.7+2.5% - 42,6 0.01
FeSSGF 5.0 400.0° 25.0° 52.3+0.3" 0.071°
FaSSIF 6.5 180.0+10.0° 10.0 54.3" 0.024
FeSSIF 58  390.0+10.0° 25.0° 40.5+0.2" 0.06
Voda, pre¢iiéena 5.8 21.0° - 72.0 0.006
1% NalL$ 7.5 30.0 0.25
40 % etanol 29.6 1.05
0.5 % HPMC 6.8 115.0° - 50.0 -

4Jantratid i sar., 2008a.  “Wagner i sar., 2013.  *Radwan i sar., 2012.
®Jantratid i sar., 2009a.  “Williams i sar., 2009.

Rastvorljivost nifedipina u fizioloSki zasnovanim medijuma koji simuliraju zeludacni i
crevni sok nakon uzimanja obroka (FeSSGF i FeSSIF) je znacajno veca u odnosu na
rastvorljivost u medijumima koji simuliraju gastrointestinalne sokove na gladno (FaSSGF
i FaSSIF). Eksperimentalno odredena rastvorljivost nifedipina u medijumu koji simulira
zeludacni sok na gladno je iznosila 0.01 mg/ml, $to odgovara vrednosti koji su objavili
Wagner i saradnici (2013). Rastvorljivost nifedipina u medijumu koji simulira zeludacni
sok nakon uzimanja obroka je 7 puta ve¢a u odnosu na rastvorljivost u medijumu koji
simulira uslove na gladno. Eksperimentalno odredene vrednosti rastvorljivosti nifedipina
u medijumima koji simuliraju crevni sok pokazuju skoro trostruko povecanje u prisustvu
hrane u odnosu na uslove gladovanja, sto je u skladu sa publikovanim podacima. Clarysse
i saradnici (2011) su objavili povecanje rastvorljivosti nifedipina 3.18 puta u medijumu
koji simulira crevni sok nakon uzimanja obroka u odnosu na medijum koji simulira
crevni sok na gladno. U istrazivanju Wagner i saradnika (2013), eksperimentalno
dobijena vrednost rastvorljivosti nifedipina u medijumu koji simulira crevni sok nakon
uzimanja obroka bila je 3.29 puta veéa u odnosu na medijum koji simulira uslove na

gladno. Prema zakljucku Wagner i saradnika (2013), ne ocekuje se klinicki znacaj
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uocenih razlika u rastvorljivosti nifedipina, s obzirom da je uopSteno sagledavajuéi
rastvorljivost ovog leka, ona i dalje niska.

Na osnovu eksperimentalno odredenih vrednosti, uoc¢ava se da prisustvo surfaktanta i
etanola znaCajno uti¢e na rastvorljivost nifedipina, Sto ukazuje na moguéi nastanak
naglog i prekomernog oslobadanja lekovite supstance iz preparata u slu¢aju primene uz

hranu bogatu mastima ili emulgatorima, kao i uz konzumiranje alkoholnih napitaka.

7.2.2. In vitro ispitivanje brzine rastvaranja

Tablete tipa osmotske pumpe

Tablete tipa osmotske pumpe su osmisljene kao robustne formulacije koje obezbeduju
kontinuirano oslobadanje lekovite supstance kinetikom nultog reda nezavisno od uslova u
okolnoj sredini. Eksperimentalno dobijeni profili oslobadanja nifedipina iz sistema tipa
osmotske pumpe u aparaturi sa lopaticom uz primenu razli¢itih medijuma su prikazani na
slici 19. Oslobadanje i rastvaranje nifedipina iz ispitivanog preparata u vodi je sporo i
nepotpuno i nakon 12 sati iznosi 23 %. Dobijeni rezultati su u skladu sa eksperimentalno
odredenim vrednostima za rastvorljivost nifedipina u vodi (0.006 mg/ml). Rezultati in
vitro ispitivanja brzine rastvaranja u fizioloski zasnovanim medijumima ukazuju na malo
izrazene razlike u profilima oslobadanja nifedipina u simuliranim uslovima na gladno u
odnosu na simulirane uslove nakon uzimanja obroka. Ovi rezultati su ocekivani s
obzirom da je u objavljenim in vivo ispitivanjima potvrdeno da hrana ne ispoljava
znaCajan uticaj na preparate nifedipina tipa osmotske pumpe (Schug i sar., 2002a; FDA,
1998). Osim toga, neSto manja brzina rastvaranja nifedipina u medijumima koji
simuliraju uslove nakon obroka u odnosu na medijume koji simuliraju uslove na gladno u
Gl traktu, moze se dovesti u vezu sa nesto nizom vrednosti Cpmax i nesto vecom vrednosti
tmax uoCenim u in vivo studiji nakon primene leka posle obroka. Faktori koji doprinose
ovakvom efektu su usporeno praznjenje zeluca, smanjena difuzija u lumenu gornjeg dela
GI trakta usled povecanog viskoziteta, adsorpcija na sastojke obroka i gradenje
kompleksa sa zuénim solima (Marasanapalle i sar., 2009).

Prisustvo natrijum-laurilsulfata u medijumu dovodi do povecanja rastvorljivosti i brzeg

rastvaranja nifedipina iz tablete osmotskog tipa, koje iznosi 63 % nakon 12 sati. Sli¢ne
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rezultate objavili su i drugi autori (Schug i sar., 2002a; Wonnemann i sar., 2008).
Rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja nifedipina iz tableta tipa osmotske pumpe
u 1 % rastvoru natrijum-laurilsulfata u vodenim medijumima razlic¢itih pH vrednosti (0.1
M HCI, acetatni pufer pH vrednosti 4.5, fosfatni pufer pH vrednosti 6.8 i 8.0) pokazuju da se
nakon 12 sati rastvori 50 — 60 % nifedipina, dok je nakon 24 sata rastvoreno 90 — 100 %
nifedipina (Schug i sar., 2002a). Wonnemann i saradnici (2008) su publikovali profile
oslobadanja nifedipina iz osmotskih tableta u istim medijumima kao onim u istrazivanju
Schug i saradnika (2002a), koji pokazuju da se nakon 2 sata odlaganja 50 % nifedipina
rastvori nakon 12 sati i celokupna koliCina iz preparata nakon 24 sata.

U viskoznom medijumu uoceno je pocetno naglo oslobadanje praceno postepenim
rastvaranjem nifedipina kinetikom nultog reda do ukupno 34 % nakon 12 sati. Dobijeni
rezultati mogu se objasniti smanjenim kvaSenjem tablete i smanjenom difuzijom
rastvorene lekovite supstance u viskoznom medijumu.

U alkoholnom medijumu primec¢eno je znacajno brze oslobadanje nifedipina u odnosu na
druge medijume, linearnom kinetikom do ukupno 95 % rastvorene lekovite supstance
nakon 12 sati ispitivanja. Ovakvi rezultati mogu se objasniti pretpostavkom da, osim
rastvorljivosti nifedipina, i drugi faktori kao Sto je izmenjena propustljivost omotaca
tablete u prisustvu etanola, doprinose brzem oslobadanju nifedipina iz sistema tipa
osmotske pumpe. Konzumiranje alkoholnih napitaka, pored toga moZe dovesti i do
promene fizioloskih uslova u Gl traktu, kao Sto je smanjenje brzine praznjenja Zeluca i
povecanje permeabilnosti sluzokoze creva (Varum i sar., 2013). Poveéana brzina
rastvaranja lekovite supstance u Zelucu i veca intestinalna permeabilnost dovode do vecih
vrednosti koncentracija lekovite supstance u plazmi i potencijalnih bezbednosnih

problema pri istovremenoj primena leka sa alkoholom.
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Slika 19. Profili oslobadanja nifedipina iz tableta tipa osmotske pumpe (preparat O) u

razlic¢itim medijumima u aparaturi sa lopaticom

Brzina rastvaranja nifedipina iz tableta osmotskog tipa u aparaturi sa lopaticom je

ograni¢ena zapreminom medijuma i rastvorljivos¢u nifedipina, tako da u vodi iznosi oko

20 % nakon 12 sati. Kako bi se sagledao uticaj hidrodinamike i zapremine medijuma na

kinetiku oslobadanja nifedipina iz osmotskog sistema primenjene su i druge oficinalne

aparature za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata. Na slici 20

prikazani su uporedni profili oslobadanja nifedipina u vodi u aparaturi sa lopaticom

(aparatura 2), aparaturi tipa cilindra sa povratnim kretanjem (aparatura 3) i aparaturi sa

proto¢nom c¢elijom (aparatura 4).
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Slika 20. Profili oslobadanja nifedipina iz tableta tipa osmotske pumpe (preparat O)

u razlicitim aparaturama (U vodi kao medijumu)

U aparaturi tipa cilindra sa povratnim kretanjem obezbedeno je dodatno meSanje i veca
zapremina medijuma (ukupno 3500 ml za 12 sati ispitivanja), $to je dovelo do 48 %
rastvorenog nifedipina u vodi nakon 12 sati.

U aparaturi sa protocnom ¢elijom ukupna zapremina medijuma iznosila je 11520 ml za
24 sata ispitivanja. Oslobadanje nifedipina u ovoj aparaturi U vodi pokazalo je pocetno
vreme odlaganja (lag time) od 3 sata praceno daljim oslobadanjem kinetikom nultog reda
sve do priblizno 60 % nakon 24 sata.

Vazno je ista¢i da je brzina rastvaranja nifedipina iz tableta osmotskog tipa u aparaturi sa
proto¢nom c¢elijom, nakon pocetne faze odlaganja veoma sli¢na kinetici oslobadanja
uocenoj u aparaturi tipa cilindra sa povratnim kretanjem. Poredenjem profila oslobadanja
nifedipina iz osmotskog sistema nakon faze odlaganja u aparaturi sa proto¢nom ¢elijom i
aparaturi tipa cilindra sa povratnim kretanjem, dobijeni su gotovo podudarni profili
slicnog nagiba, Sto ukazuje na odsustvo uticaja hidrodinamickih uslova na kinetiku

oslobadanja lekovite supstance (slika 21).
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Slika 21. Profili oslobadanja nifedipina iz tableta tipa osmotske pumpe (preparat O) u
vodi u aparaturi tipa cilindra sa povratnim kretanjem i aparaturi sa protocnom celijom

nakon faze odlaganja

Tablete tipa hidrofilnih matriksa

Ispitivanje brzine rastvaranja nifedipina iz hidrofilnih matriks tableta ukazalo je na
znacajne razlike u profilima oslobadanja u zavisnosti od primenjenih eksperimentalnih
uslova. Profili oslobadanja nifedipina iz komercijalno dostupnih matriks tableta sa
produzenim oslobadanjem (uzorci M1 i M2) prikazani su na slikama 22 i 23. MoZe se
uociti  relativno brzo oslobadanje i1 postizanje maksimalnih koli¢ina rastvorenog
nifedipina ve¢ nakon 2 sata ispitivanja. Medutim, u zavisnosti od vrste medijuma,
maksimalne koli¢ine rastvorenog nifedipina razlikovale su se i do 4 puta. U vodenim
medijumima (voda, 0.1 M HCI, fosfatni pufer pH 6.8, 0.5 % HPMC) rastvoreno je manje od
30 % nifedipina, nezavisno od pH vrednosti i viskoziteta medijuma. Ovakvi rezultati su u
saglasnosti sa eksperimentalno dobijenim, kao i literaturnim podacima o rastvorljivosti
nifedipina u vodi koja iznosi 0.006 - 0.01 mg/ml i ne zavisi od pH vrednosti primenjenog

medijuma. Ograni¢eno rastvaranje nifedipina u viskoznom medijumu moze se objasniti
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usporenim i nepotpunim rastvaranjem film omotaca u prisustvu sredstva za povecanje
viskoziteta.

Sli¢ni rezultati in vitro oslobadanja dobijeni su i u medijumima koji simuliraju
gastrointestinalne uslove na gladno, gde je ukupno 20 % nifedipina rastvoreno u medijumu
koji simulira Zeludacni sok na gladno, dok je 35 % nifedipina rastvoreno u medijumu koji
simulira crevni sok na gladno. Oslobadanje nifedipina iz matriks tableta u medijumima koji
simuliraju fizioloske uslove u prisustvu hrane bilo je brzo i kompletno, pri cemu su dobijeni
profili bili relativno sli¢ni bez obzira na razlike u pH vrednosti, povrS§inskom naponu i
puferskom kapacitetu izmedu FeSSGF i FeSSIF. Ovakvi rezultati mogu se dovesti u vezu sa
poveéanom rastvorljivosc¢u nifedipina u medijumima koji simuliraju fizioloSke uslove nakon
primene obroka u odnosu na medijume koji simuliraju uslove na gladno. Pozitivan uticaj
hrane na apsorpciju nifedipina iz hidrofilnih matriks tableta zabelezen je u brojnim in vivo
studijama (Schug i sar., 2002a; Toal, 2004; Wonnemann i sar., 2008). U 1 % rastvoru
natrijum-laurilsulfata rastvaranje nifedipina je bilo veoma brzo i iznosilo 73 % nakon 30
minuta, Sto je u skladu sa znacajnim porastom rastvorljivosti nifedipina u prisustvu
surfaktanta. Brzo i kompletno oslobadanje nifedipina (85 % za 30 minuta) uoc¢eno je i u 40 %
rastvoru etanola. Dobijeni rezultati ukazuju da prisustvo povrSinski aktivnih materija i
etanola u medijumu znacajno uti¢e na brzinu rastvaranja nifedipina iz hidrofilnih matriks
tableta, Sto se moZe objasniti poznatim efektom prirodnih i sintetskih surfaktanata, kao i
etanola, na rastvorljivost nifedipina i povecanu propustljivost omotaca tablete. Ovakvi
razultati upuéuju na mogudéi ,,dose dumping” efekat pri istovremenoj primeni matriks tableta

sa hranom ili alkoholom.
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Slika 22. Profili oslobadanja nifedipina iz hidrofilnih matriks tableta (preparat M1)

u razlicitim medijumima i aparaturama

Oslobadanje nifedipina iz hidrofilnih matriks tableta u aparaturi sa lopaticom u vodi,
vodenim medijumima razli¢itih pH vrednosti, fizioloSki zasnovanim medijumima Koji
simuliraju uslove na gladno i viskoznom medijumu je nepotpuno i dostize 20 — 30 %
nakon 2 sata ispitivanja. Sa druge strane, u fizioloski zasnovanim medijumima koji
simuliraju uslove nakon obroka, rastvoru surfaktanta i alkoholnom medijumu, nakon 2
sata rastvara se 80 — 100 % nifedipina. U aparaturi tipa cilindra sa povratnim kretanjem
veoma brzo je zapoceta erozija matriksa, tako da su se tablete dezintegrisale nakon 15 do
20 minuta od pocetka ispitivanja (rezultati nisu prikazani). U aparaturi sa protocnom
¢elijom uz primenu vode kao medijuma ispitivane matriks tablete pokazale su svojstva
produzenog oslobadanja, pri ¢emu je nakon 12 sati rastvorena celokupna koli¢ina

nifedipina.

In vitro ispitivanje brzine rastvaranja nifedipina iz drugog komercijalno dostupnog

preparata tipa hidrofilnih matriks tableta (M2) dalo je sli¢ne rezultate u primenjenim
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uslovima. Nepotpuno oslobadanje (20 — 40 % nakon 12 sati) uoCeno je u vodenim
medijumima (voda, 0.1 M HCI, fosfatni pufer pH 6.8, 0.5 % HPMC) i fizioloski zasnovanim
medijumima na gladno, dok je relativno brzo i kompletno oslobadanje (oko 80 % za 2 sata)
zabeleZeno u prisustvu surfaktanta, etanola, kao i u medijumima koji simuliraju GI sokove

nakon primene obroka.

100
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t(h)

Slika 23. Profili oslobadanja nifedipina iz hidrofilnih matriks tableta (preparat M2)

u razlicitim medijumima i aparaturama

Iako pripadaju grupi preparata sa produzenim oslobadanjem, komercijalno dostupne
tablete tipa hidrofilnih matriksa pokazale su slabo izrazene karakteristike modifikovanog
oslobadanja nifedipina u primenjenim uslovima ispitivanja.

Na slici 24 uporedno su prikazani izabrani profili oslobadanja nifedipina iz ispitivanih
tableta osmotskog tipa i hidrofilnih matriksa. Moze se uoditi da in vitro brzina rastvaranja
nifedipina zavisi od tipa i sastava farmaceutskog preparata, vrste medijuma i primenjenih

hidrodinamickih uslova.
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Slika 24. Uporedni profili oslobadanja nifedipina iz tableta osmotskog tipa i hidrofilnih matriks tableta
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lako postoji opSti konsenzus da in vitro ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance

iz preparata treba da ukaze na njeno oslobadanje u organizmu, postojeci farmakopejski

propisi Cesto nisu uskladeni sa ovakvim ocekivanjima. Tako, na primer, Americka

farmakopeja navodi pet razlicitih testova za ispitivanje brzine rastvaranja nifedipina iz

tableta sa produzenim oslobadanjem. Pregled odgovaraju¢ih eksperimentalnih uslova

prikazan je u tabeli 9.

Tabela 9. Pregled USP uslova za ispitivanje brzine rastvaranja nifedipina iz tableta sa

produzenim oslobadanjem

Broj Aparatura Vrstﬁ I zapremina Zahtevi

testa medijuma

Test1 Aparatura7, Voda, 50 ml 4h 5-17%

15-30 8h -

ciklusa/min 12h 43-80%
16h -
20h -
24 h najmanje 80 %

Test2 Aparatura2, 1% rastvor NaLS u 3h 10-30%

50 rpm fosfatnom puferu pH 6.8, 6h 40-65%
900 ml 12 h najmanje 80 %

Test 3 Aparatura2, Fazal:0.05 M fosfatni Tablete 30 mg Tablete 60 mg
100 rpm pufer pH 7.5, 900 ml 1lh 25 min
Aparatura 2, Faza 2: 0.5 % rastvor NaLS  Tablete 30 mg Tablete 60 mg
100 rpm u vestackom Zeluda¢nom 1 h najvise 30 % najvise 30 %

soku bez enzima pH 1.2, 4h 30-55% 40-70%
900 ml 8 h najmanje 60 % najmanje 70 %
12 h najmanje 80 % najmanje 80 %

Test4 Aparatura2, 0.5 % rastvor NaLS u Tablete 30 mg Tablete 60 mg

100 rpm vestackom Zeludacnom soku 1h 12-35% 10-30%
bez enzimapH 1.2,900ml 4h 44-67% 40 - 63 %
12 h najmanje 80 % najmanje 80 %

Test5 Aparatura?7, Voda, 50 ml 4h najvise 14 %

30 12h  39-75%
uranjanja/min 24h  najmanje 75 %
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Uzimaju¢i u obzir broj testova za ispitivanje brzine rastvaranja nifedipina koji
podrazumevaju razliite aparature, sastave medijuma i intenzitete meSanja, kao i
odgovarajuce specifikacije u USP monografiji za tablete sa produzenim oslobadanjem
nifedipina (prikazane u tabeli 9), namece se znacaj definisanja fizioloSke zasnovanosti,
odnosno biorelevantnosti propisanih metoda i identifikacije seta eksperimentalnih uslova
kojima ¢e biti moguce predvidanje ponasanja leka u organizmu. Raspon specifikacijskih
granica za testove 1 do 5 prikazan je na slici 25. S obzirom da su interakcije nifedipina i
hrane uocene in vivo pretezno specificne za formulaciju, odnosno fizicko-hemijske
prirode viSe nego fizioloSki zasnovane, pazljivo definisanje eksperimentalnih uslova za in
vitro ispitivanje brzine rastvaranja je od presudnog znacaja za identifikaciju uticaja hrane

na biolosku raspolozivost nifedipina iz ispitivanih farmaceutskih oblika.
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90
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— JSP test 2
====USP test 3
- = USPtest4
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Slika 25. Graficki prikaz raspona specifikacijskih granica za ispitivanje brzine

rastvaranja nifedipina iz tableta sa produzenim oslobadanjem

U cilju sagledavanja dobijenih rezultata in vitro ispitivanja brzine rastvaranja nifedipina
iz tableta osmotskog tipa i hidrofilnih matriks tableta u kontekstu farmakopejskih
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zahteva, izabrani profili oslobadanja za preparate O i M1 prikazani su uporedo sa
zahtevima USP (slika 26). Izabrani su profili oslobadanja u vodi kao reprezentativni za
sporo i nepotpuno rastvaranje i profili oslobadanja u rastvoru surfaktanta kao predstavnici
brzeg i potpunijeg rastvaranja nifedipina. Profil oslobadanja nifedipina iz ispitivanih
hidrofilnih matriks tableta u 1 % rastvoru natrijum-laurilsulfata je brzi u odnosu na
specifikacijske granice postavljene u okviru testova definisanih u USP. Interesantno je da
profil oslobadanja nifedipina iz tableta osmotskog tipa u 1 % rastvoru NaLS odgovara
gornjoj specifikacijskoj granici definisanoj za testove 1 i 5, iako se radi o rezultatima
dobijenim u aparaturi sa lopaticom (u okviru USP testova 1 i 5 radi se o aparaturi tipa
cilindra, odnosno nosaca sa povratnim kretanjem). Eksperimentalno dobijeni rezultati u
aparaturi tipa cilindra sa povratnim kretanjem u skladu su sa farmakopejskim
specifikacijskim granicama navedenim za testove 1 i 5, iako je koriS¢ena drugacija

zapremina medijuma, uz brzinu kretanja cilindra od 10 uranjanja/min.

10— e USP test 1
90 — USP test 2
====SPtest3
— = USPtest4
— =USPtest5

Uzorak O/ Aparatura 3 /
voda

Uzorak O/ Aparatura 2 /
voda

Uzorak O/ Aparatura 2 /
1% NaLS

Uzorak M1/ Aparatura 2
/voda

i Uzorak M1/ Aparatura 2
0 4 8 12 16 20 24 /1% NalS
t(h)

% rastvorenog nifedipina

Slika 26. Uporedni prikaz farmakopejskih zahteva za ispitivanje brzine rastvaranja
nifedipina iz tableta sa produzenim oslobadanjem i izabranih profila oslobadanja

nifedipina iz ispitivanih preparata O i M1
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In vitro ispitivanje je pokazalo da izbor aparature, kao i medijuma za ispitivanje brzine
rastvaranja, znacajno utiCe na oslobadanje nifedipina iz preparata sa modifikovanim
oslobadanjem, ukljucujuc¢i relativno robusne formulacije, kao Sto su osmotski
kontrolisane tablete. Usled toga, ispitivanje brzine rastvaranja nifedipina iz preparata pod
razli¢itim eksperimentalnim uslovima trebalo bi da obezbedi da se dobijeni rezultati
upotrebe za uspostavljanje biorelevantne specifikacije in vitro ispitivanja brzine

rastvaranja lekovite supstance, specifi¢ne za ispitivanu formulaciju.

In vitro stepen efekta hrane

In vitro stepen efekta hrane (lviro) za ispitivane preparate nifedipina izraCunat je za
kombinacije medijuma primenjenih tokom in vitro ispitivanja brzine rastvaranja:
FeSSGF/FaSSGF, FeSSIF/FaSSIF, 1 % NaLS/voda, 0.5 % HPMC/voda i 40 %

etanol/voda. Odgovarajuce vrednosti ovog parametra prikazane su u tabeli 10.

Tabela 10. In vitro stepen efekta hrane za ispitivane preparate nifedipina

FeSSGF / FeSSIF / 1% NaLS 0.5% HPMC 40% etanol /

Medijum

FaSSGF FaSSIF / voda / voda voda
lviro 0.66 0.78 2.39 1.99 4.28
(preparat O)
lviro 4.71 2.98 3.41 1.08 3.73

(preparat M1)

U slucaju tableta tipa osmotske pumpe vrednost lyiwo od 0.78 izracunata za kombinaciju
medijuma FeSSIF/FaSSIF, najbolje odslikava in vivo situaciju, gde su, na osnovu
farmakokinetickih parametara uoCenih u okviru ispitivanja uticaja hrane izraCunate
vrednosti |y, 0d 0.92 i 1.03 (tabela 5). Vrednost iy, izra¢unata na osnovu in vivo profila
rastvaranja nifedipina iz osmotskih tableta dobijenih primenom numeri¢ke dekonvolucije
iznosila je 0.87 i 1.07 (tabela 6).

U slucaju tableta tipa hidrofilnog matriksa moze se pretpostaviti da uticaj hrane najbolje
odslikava vrednost Iy, 0d 2.98 izraCunata za kombinaciju medijuma FeSSIF/FaSSIF,
odnosno 3.41 za kombinaciju medijuma 1 % NaLS/voda, s obzirom na sli¢nost tipa i

sastava ovog preparata sa tabletama sa produzenim oslobadanjem nifedipina opisanim u
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objavljenim in vivo studijama (tabela 5). Vrednosti |, izraunate na osnovu
publikovanih rezultata in vivo ispitivanja matriks tableta sa produZzenim oslobadanjem
nifedipina iznosile su od 1.18 do 1.43 (tabela 5). Vrednosti in vivo stepena efekta hrane
izraCunate na osnovu profila rastvaranja nifedipina in vivo dobijenih numerickom

dekonvolucijom iznosile su od 1.40 do 1.73 (tabela 6).

Primena fizioloski zasnovanih medijuma koji simuliraju primenu leka na gladno, odnosno
nakon obroka, pokazala je odsustvo uticaja u slucaju tableta tipa osmotske pumpe, dok je
u slucaju tableta tipa hidrofilnog matriksa u medijumu koji simulira uslove nakon obroka
doslo do relativno brzog oslobadanja celokupne koli¢ine lekovite supstance, za razliku od
medijuma koji simulira uslove na gladno, gde je rastvaranje nifedipina bilo nepotpuno.
lako su profili brzine rastvaranja nifedipina u fizioloSki zasnovanim medijumima koji
simuliraju primenu leka na gladno, okarakterisani oslobadanjem ograni¢ene koliCine
nifedipina (manje od 30 % deklarisane koli¢ine), $to nije u skladu sa in vivo situacijom,

ovi medijumi su pokazali izvesnu diskriminativnu sposobnost procene uticaja hrane.
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7.3. IN SILICO ISPITIVANJA

Metodologija matematickog modelovanja i1 simulacije postaje sve vaznija tokom
istrazivanja 1 razvoja lekovitih preparata, kao 1 pri razmatranju uticaja razlicitih izmena na
kvalitet, efikasnost i bezbednost registrovanog leka. FizioloSki zasnovani
farmakokineticki modeli pruzaju moguénost predvidanja stepena apsorpcije, kinetike
procesa apsorpcije, kao i faktora koji utiCu na ovaj proces, zahvaljuju¢i mogucnosti
integracije velikog broja ulaznih parametara (Jiang i sar., 2011; Rowland i sar., 2011;
Zhao i sar., 2011). Sve vece interesovanje za in silico modele opravdava moguénost
njihove primene u svrhu proucavanja interakcija lekova i hrane. Literaturni izvori vezani
za modele simulacije uticaja hrane na proces apsorpcije oralno primenjenih lekova
svedoCe o znacaju i aktuelnosti ove teme (Jones i sar., 2006; Jamei i sar., 2009;
Juenemann i sar., 2011; Patel i sar., 2014; Shono i sar., 2010; Wagner i sar., 2012).
Poslednjih godina modeli simulacije na nivou apsorpcije i ispitivanje uticaja hrane
zaokupljaju sve veéu paznju naucnoistrazivackih grupa, kao i farmaceutske industrije. U
okviru ovog poglavlja bi¢e opisan razvoj i validacija in silico modela za simulaciju
apsorpcije nifedipina iz razli¢itih farmaceutskih oblika, sa ciljem ispitivanja mogucnosti

njihove primene za predvidanje interakcija preparata nifedipina i hrane.

U ovom istrazivanju primenjen je mehanisticki, fizioloski zasnovan farmakokineticki
model gastrointestinalne simulacije i model vestacke neuronske mreze u svrhu simulacije
apsorpcije nifedipina i proucavanja potencijalnog uticaja hrane. Dijagram toka koji
opisuje postupak in silico ispitivanja primenom modela gastrointestinalne simulacije i

vesStackih neuronskih mreza Sematski je prikazan na slici 27.
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In silico ispitivanja
(modelovanje i simulacija)

Gastrointestinalna simulacija

l

Razvoj i validacija modela za preparat sa
trenutnim oslobadanjem nifedipina

|

Prilagodavanje modela za preparate sa
modifikovanim oslobadanjem nifedipina /
Validacija modela

|

Simulacija apsorpcije nifedipina

Tablete tipa Tablete tipa

osmotske pumpe hidrofilnih matriksa

N “

Identifikacija in vivo input profila
(kinetika rastvaranja/apsorpcije
lekovite supstance u organizmu)

VestaCke neuronske mreze

!

Razvoj i validacija modela

}

Simulacija farmakokinetickih profila za
tablete tipa osmotske pumpe

|

Identifikacija in vivo profila brzine rastvaranja
nifedipina iz tableta tipa osmotske pumpe

|

Ispitivanje moguénosti primene modela
vestacke neuronske mreZe na razlicite
preparate nifedipina

Slika 27. Sematski prikaz postupka in silico ispitivanja
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7.3.1. GASTROINTESTINALNA SIMULACIJA

7.3.1.1. Razvoj i validacija modela

Simulacija apsorpcije nifedipina iz Gl trakta sprovedena je upotrebom komercijalno
dostupnog programa GastroPlus™ (verzija 8.0) u modulu pojedina¢ne simulacije (Single
Simulation Mode) sa neoptimizovanim vrednostima Absorption Scale Factor (ASF), u
fiziolosSkim modulima koji odgovaraju uslovima na gladno, kao i nakon primene uz
obrok. Profil koncentracije nifedipina u plazmi je simuliran na osnovu fizicko-hemijskih i
farmakokinetickih parametara, prikazanih u tabeli 11 i na osnovu odgovarajucih
fizioloSkih parametara, u uslovima na gladno i nakon primene obroka, koji su prikazani u
tabeli 12. Eksperimentalno dobijeni profili oslobadanja nifedipina iz tableta sa
modifikovanim oslobadanjem u razli¢itim medijumima i aparaturama koris¢eni su kao
ulazni farmaceutsko-tehnoloski parametri za simulaciju apsorpcije. U cilju poredenja in
vivo i in silico profila koncentracije nifedipina u plazmi, kori$¢eni su srednji profili
koncentracije nifedipina u plazmi iz studija Rashid i sar., 1995, Piovella, 1987, Schug i
sar., 2002a.

Literaturni podaci o rastvorljivosti nifedipina u vodi kre¢u se od 0.01 mg/ml
(Abrahamsson i sar., 1998) do 0.02 mg/ml (Hecq i sar., 2005). U simulacijama u ovom
istrazivanju je koriS¢ena niza vrednost kako bi se kriti¢ki procenio uticaj rastvorljivosti na
apsorpciju nifedipina. Vrednost efektivne permeabilnosti nifedipina je procenjena
pomocu programa GastroPlus™ na osnovu in vitro vrednosti prividne permeabilnosti
dobijene u studiji na Caco-2 c¢elijama (Hu i sar., 1999). Procenjena vrednost humane
permeabilnosti u jejunumu (1.565 x 10™ cm/s) pomoéu modela gastrointestinalne
simulacije je dodatno optimizovana na osnovu in vivo profila koncentracija nifedipina u
plazmi nakon primene tableta sa modifikovanim oslobadanjem tipa osmotske pumpe
(FDA, 1998). Na slici 28 ilustrovan je uticaj vrednosti efektivne permeabilnosti na
gastrointestinalnu simulaciju apsorpcije nifedipina. Kona¢na optimizovana vrednost 3 x
10" cm/s je u skladu sa visokom permeabilnoéu nifedipina duz Gl trakta, objavljenoj u

studiji regionalne apsorpcije (Bode i sar., 1996).
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Tabela 11. Prikaz ulaznih parametara korisé¢enih za razvoj modela

gastrointestinalne simulacije

Parametar (jedinice mere) Vrednost
Molekulska masa 346.34
Rastvorljivost pri pH 7 (mg/mL) 0.01°

Log P 2.4
Efektivna permeabilnost, Pess (cm/s) 3 x10*°P
Doza (mg) 60 (10)
Zapremina tecnosti uzeta sa lekom (mL) 250

Srednje vreme precipitacije (s) 900°
Gustina Gestica lekovite supstance (g/mL) 1.2°
Efektivni radijus Cestica (um) 25°
Koeficijent difuzije (cm?s) 0.711x 10°
Presistemski metabolizam (%) 45¢

Slobodna frakcija leka u plazmi, f, (%) 5

Klirens, CL (I/h) 25° (32)
VVolumen distribucije, V. (I/kg) 0.17 0.1)
Poluvreme eliminacije, ty, (h) 5.26 (2.98)
Telesna masa ispitanika (kg) 70

Vreme simulacije (h) 48

Vrednosti navedene u zagradi se odnose na razvoj modela za preparat sa trenutnim
oslobadanjem

“podatak iz literature (Abrahamsson i sar., 1998); "optimizovana vrednost pomocu programa
GastroPlus™ na osnovu permeabilnosti na Caco Celijama (Hu i sar., 1999); ‘GastroPlus™
vrednost; “podatak iz literature (SmPC, Adalat LA tablete, Bayer Limited); ‘optimizovana
vrednost na osnovu literaturnih podataka (Kirsten i sar., 1998)
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Tabela 12. Fizioloski parametri u simulacijama apsorpcije

pH Vreme tranzita (h)
Prostor ASF na gladno / nakon na gladno / nakon
obroka obroka

Zeludac 0 1.30/4.90 0.25/1.00
Duodenum 1.304 6.00/5.40 0.26
Jejunum 1 1.376 6.20/5.40 0.93
Jejunum 2 1.545 6.40/6.00 0.74
lleum 1 1.760 6.60 0.58
lleum 2 2.035 6.90 0.42
lleum 3 2.420 7.40 0.29
Cekum 0.504 6.40 4.19
Ascedentni kolon 0.708 6.80 12.57
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Slika 28. Optimizacija efektivne permeabilnosti nifedipina primenom gastrointestinalne

simulacije: uticaj vrednosti efektivne permeabilnosti na simulaciju apsorpcije nifedipina
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Koeficijent difuzije je procenjen pomocu programa gastrointestinalne simulacije na
osnovu fizicko-hemijskih karakteristika nifedipina. Podaci o stepenu presistemskog
metabolizma i frakciji slobodnog leka u plazmi preuzeti su iz Sazetka karakteristika leka
Adalat LA, tablete (dostupnim na internet stranici http://www.medicines.ie). Vrednost
Klirensa nifedipina je optimizovana na osnovu podataka iz studije Kirsten i saradnika
(1998), dok je volumen distribucije izracunat tako da poluvreme eliminacije bude u

skladu sa objavljenim podacima (Ochs i sar., 1984; Schug i sar., 2002a,b).

Preparati sa trenutnim oslobadanjem nifedipina

Gastrointestinalna simulacija apsorpcije nifedipina zapoceta je razvojem i validacijom
modela gastrointestinalne simulacije za kapsule sa trenutnim oslobadanjem nifedipina (10
mg). Kao ulazni parametri za simulaciju kori$¢eni su podaci prikazani u tabeli 11.
Simulirani profil koncentracije nifedipina u plazmi nakon primene na gladno bio je u
skladu sa in vivo profilom objavljenim u literaturi (Rashid i sar., 1995), Sto je

predstavljeno na slici 29.
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Slika 29. Simulirani profil koncentracije nifedipina nakon primene kapsule sa trenutnim

oslobadanjem u odnosu na in vivo podatke
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Na osnovu izracunatih vrednosti greske predvidanja izabranih farmakokineti¢kih
parametara (Cmax, tmaxs PlKo.ine 1 PIKoy), kao 1 vrednosti statistickih parametara
(koeficijenta korelacije R?, sume kvadrata greske SSE, korena srednje vrednosti kvadrata
greSke RMSE, srednje vrednosti apsolutne greSke MAE), prikazanih u tabeli 13, model
gastrointestinalne simulacije za preparat sa trenutnim oslobadanjem nifedipina je smatran

validiranim.

Tabela 13. Vrednosti in vivo uocenih i in silico predvidenih farmakokinetickih
parametara, odgovarajucih greski predvidanja (% PE), kao i statisticki parametri

simulacije za kapsule sa trenutnim oslobadanjem nifedipina

P U PR el
parametar (in vivo) (in silico) (% PE)
Crmax (ng/ml) 93.18 93.46 0.30
tmax () 0.25 0.56 124.00
P1Ko-int (ngh/ml) 221.41 187.43 15.35
P1Ko.¢ (ngh/ml) 172.87 165.81 4.08
Statisticki parametri simulacije apsorpcije

R? 0.629

SSE 5.333 x 10°

RMSE 1.826

MAE 7.068

Preparati sa modifikovanim oslobadanjem nifedipina

U sledecoj fazi istraZivanja model je prilagoden za simulaciju apsorpcije nifedipina iz
preparata tipa osmotske pumpe, koris¢enjem ulaznih parametara navedenih u tabeli 10,
kao i profila brzine rastvaranja dobijenih za ovaj preparat, uz zadrzavanje prethodno
definisanih fizioloskih parametara u uslovima na gladno.

Validacija razvijenog modela gastrointestinalne simulacije sprovedena je poredenjem in
vivo profila srednjih koncentracija nifedipina nakon primene sistema tipa osmotske

pumpe (Schug i sar., 2002a) i profila predvidenog modelom gastrointestinalne simulacije.
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Na osnovu dobijenih vrednosti greske predvidanja izabranih farmakokineti¢kih
parametara (Cmax, tmax,» PIKo.int 1 PIKo+), manjih od 10 %, kao i vrednosti statisti¢kih
parametara (R?, SSE, RMSE, MAE), prikazanih u tabeli 14, model gastrointestinalne

simulacije je smatran validiranim i kao takav koris¢en za dalja ispitivanja.

Tabela 14. Vrednosti in vivo uocenih i in silico predvidenih farmakokinetickih
parametara, odgovarajucih greski predvidanja (% PE), kao i statisticki parametri

simulacije za tablete tipa osmotske pumpe u uslovima na gladno

P U P 0ee
parametar (in vivo) (in silico) (% PE)
Crmax (ng/ml) 19.66 20.75 5.55
tmax () 5.0 3.62 27.60
P1Kg.int (ngh/ml) 598.33 585.87 2.08
P1Ko.¢ (ngh/ml) 589.74 560.66 4.93
Statisticki parametri simulacije apsorpcije

R? 0.656

SSE 2.400 x 10?

RMSE 4.296

MAE 3.257

Tokom razvoja modela gastrointestinalne simulacije za preparat tipa osmotske pumpe
nakon primene uz obrok primenjeni su sledeci pristupi:
a) promena seta fizioloskih parametara u odnosu na model simulacije na gladno (u
skladu sa podacima u tabeli 12);
b) promena ulaznog in vitro profila oslobadanja u odnosu na model simulacije na
gladno;
c) promena seta fizioloskih parametara i ulaznog in vitro profila oslobadanja;
d) variranje rastvorljivosti nifedipina u opsegu 0.01 — 0.12 mg/ml u modelu sa
fizioloSkim parametrima koji odgovaraju primeni leka nakon obroka;
e) promena vremena prolaska leka kroz razli¢ite delove gastrointestinalnog trakta u

modelu sa fizioloSkim parametrima koji odgovaraju primeni leka nakon obroka.
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Promena ulaznog in vitro profila oslobadanja u odnosu na model simulacije na gladno,
variranje rastvorljivosti nifedipina, kao i promena vremena prolaska leka kroz razli¢ite
delove gastrointestinalnog trakta, nije dalo zadovoljavaju¢e simulirane profile
koncentracije u poredenju sa stvarnim in vivo profilom (Schug i sar., 2002a). Uticaj
variranja rastvorljivosti nifedipina na simulaciju apsorpcije u uslovima koji odgovaraju
primeni leka nakon obroka, predstavljen na slici 30, ukazuje da povecanje rastvorljivosti

preko vrednosti 0.01 mg/ml dovodi do povecane apsorpcije koja nije u skladu sa in vivo
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Slika 30. Uticaj rastvorljivosti nifedipina na gastrointestinalnu simulaciju apsorpcije u

uslovima koji odgovaraju primeni leka nakon obroka

Najveca sli¢nost stvarnog in vivo profila i in silico predvidenog profila u prisustvu hrane
dobijena je izborom modela pojedina¢ne simulacije (GastroPlus Single Simulation Mode)
sa neoptimizovanim, programski zadatim vrednostima Apsorpcionih  faktora
proporcionalnosti (Absorption Scale Factor, ASF) i setom fizioloSkih parametara koji
odgovaraju primeni leka nakon obroka (Human-Physiological-Fed mode). Validacija
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modela je sprovedena izracunavanjem greske predvidanja izabranih farmakokinetickih
parametara (Cmax, tmax, P1Ko-inf I PIKo-), kao i na osnovu vrednosti statistickih parametara
simulacije apsorpcije (R? SSE, RMSE i MAE). Parametri validacije modela simulacije
apsorpcije nakon primene leka uz obrok prikazani su u tabeli 15.

Tabela 15. Vrednosti in vivo uocenih i in silico predvidenih farmakokinetickih
parametara, odgovarajucih greski predvidanja (% PE), kao i statisticki parametri
simulacije za tablete tipa osmotske pumpe nakon primene uz obrok

P S P ek
parametar (in vivo) (in silico) (% PE)
Crmax (ng/ml) 24.79 25.08 1.21
tmax () 6.0 4.26 29.00
P1Kg.int (ngh/ml) 609.99 632.27 3.65
P1Ko.¢ (ngh/ml) 600.00 604.18 0.69
Statisticki parametri simulacije apsorpcije

R? 0.469

SSE 4.480 x 10

RMSE 6.110

MAE 4.849

7.3.1.2. Gastrointestinalna simulacija apsorpcije nifedipina

Moguénost primene razvijenog i validiranog modela gastrointestinalne simulacije za
simulaciju profila koncentracija nifedipina u plazmi ispitana je na primeru tableta
osmotskog tipa i hidrofilnih matriks tableta, u uslovima primene na gladno, kao i primene

nakon obroka.

Tablete tipa osmotske pumpe
Simulirani profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni primenom validiranog
modela gastrointestinalne simulacije na osnovu eksperimentalno dobijenih profila

oslobadanja pod razli¢itim uslovima prikazani su na slikama 31 i 32.
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Slika 31. Profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni primenom gastrointestinalne
simulacije u uslovima na gladno za tablete tipa osmotske pumpe (preparat O)

60

50 -

40 -

c (ng/ml)

® invivo

= === Aparatura 2/ FeSSGF

= === Aparatura 2 / FeSSIF
Aparatura 2/ pH 1.0

= = == Aparatura 2/ pH 6.8

= = == Aparatura 2/ 0.5% HPMC

= === Aparatura 2/ 1% NalLS
Aparatura 2 / 40% etanol

—— Aparatura 2/ voda

e Aparatura 3 / voda

Aparatura 4 / voda

= q
~
==
S

-
-
~ =0

t(h)

Slika 32. Profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni primenom gastrointestinalne

simulacije za tablete tipa osmotske pumpe (preparat O) nakon primene obroka
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Simulirani profili predstavljeni na slikama 31 i 32 ukazuju da na rezultate
gastrointestinalne simulacije zna¢ajno uti¢e ulazni in vitro profil brzine rastvaranja
nifedipina iz tableta. Na osnovu prikazanih profila moze se uociti da Se preciznija
predvidanja metodologijom gastrointestinalne simulacije dobijaju koris¢enjem in vitro
profila oslobadanja nifedipina u kojima je viSe od 45 % lekovite supstance rastvoreno
nakon 12 sati. Uzimajuci u obzir presistemski metabolizam nifedipina koji iznosi oko 45
%, ovaj in silico model zahteva odgovaraju¢i in vitro profil sa vecim stepenom
rastvaranja nifedipina, kao ulazni profil za simulaciju. Usled toga, profili sa nepotpunim
oslobadanjem nifedipina u fizioloSki zasnovanim medijumima, vodi i puferima uslovili su
simulaciju apsorpcije u manjem obimu u odnosu na farmakokineti¢ke profile uocene in

vivo, u studiji nakon primene leka na gladno i uz obrok (Schug i sar., 2002a).

Vrednosti primarnih farmakokineti¢kih parametara (Cmax | PlKo.inf) profila dobijenih
gastrointestinalnom simulacijom, kao i odgovarajuce greske predvidanja prikazane su u
tabeli 16. Na osnovu prikazanih rezultata najveca slicnost simuliranog i stvarnog profila
koncentracije nifedipina u plazmi, u oba ispitivana fizioloSka stanja, je dobijena kada se
kao ulazni profil koristio eksperimentalno odreden profil oslobadanja u vodi u aparaturi
tipa cilindra sa povratnim kretanjem. Odli¢na predvidanja obima apsorpcije su dobijena i
koriS¢enjem profila oslobadanja u rastvoru surfaktanta u aparaturi sa lopaticom, kao
ulaznog profila za gastrointestinalnu simulaciju. Profil koncentracija u plazmi simuliran
na osnovu profila oslobadanja u aparaturi sa proto¢nom celijom odslikava odlozenu
pojavu nifedipina u krvi, nakon 3 sata, 5to je u skladu sa in vivo situacijom (Schug i sar.,
2002a).

Visoke vrednosti greske predvidanja maksimalnih koncentracija u plazmi su posledica
pojave dvostrukih pikova u profilima koncentracija nifedipina u plazmi, koji se mogu
objasniti izrazenim inter i intraindividualnim fizioloSkim razlikama i presistemskim
metabolizmom. Ovakvi rezultati nisu od velikog znacaja s obzirom na ograni¢en znacaj
vrednosti  farmakokinetickog parametra Cpax za procenu apsorpcije u slucaju

farmaceutskih oblika sa modifikovanim oslobadanjem lekovite supstance.
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Tabela 16. Primarni farmakokineticki parametri predvideni gastrointestinalnom simulacijom i odgovarajuce greske predvidanja

U uslovima primene na gladno U uslovima primene nakon obroka
Input profil PIKo.inf % PE CmaX % PE PIKo.inf % PE CmaX % PE
(ngh/ml) (ng/m|) (ngh/ml) (ng/m|)
in vivo 598.33 19.66 609.99 24.79
Aparatura 2
FaSSGF/FeSSGE 239.12 60.03 10.63 45.93 343.67 43,66 11.92 51.92
Aparatura 2

FaSSIE/FeSSIE 318.00 46.85 11.92 39.37 420.94 30.99 14.34 42.15

Aparatura2 /pH 1.0 336.99  43.68  13.01 33.82 363.77  40.36  17.92 27.71
Aparatura 2/ pH 6.8 39479  34.02 1565 20.39 41530 31,92  20.26 18.27
Aparatura2/0.5% HPMC 548,61 8.31 34.06 73.24 573.99 5.90 34.78 40.29
Aparatura 2 /1 % NaLS 617.35 3.18 24.31 23.65 647.13 6.09 25.53 2.98

Aparatura 2 / 40 % etanol 768.24 28.39 48.47 146.54 852.19 39,70 59.82 141.31

Aparatura 2 / voda 435.16 27.27 13.93 29.14 463.75 23.97 16.35 34.04
Aparatura 3 / voda 595.31 0.50 22.54 14.65 634.54 4.02 26.22 5.77
Aparatura 4 / voda 370.20 38.13 12.66 35.60 393.79 35.44 13.36 46.11
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Tablete tipa hidrofilnih matriksa

Da bi se ispitala mogucnost primene razvijenog modela gastrointestinalne simulacije za
proucavanje apsorpcije nifedipina iz razlicitih preparata, uspostavljeni model je u daljem
toku istrazivanja primenjen na rezultate dobijene ispitivanjem hidrofilnih matriks tableta.
Na slici 33 prikazani su predvideni profili koncentracija nifedipina u plazmi simulirani na
osnovu eksperimentalnih profila oslobadanja dobijenih ispitivanjem hidrofilnih matriks
tableta (M1). Rezultati gastrointestinalne simulacije u modulu koji odgovara primeni leka

na gladno predstavljeni su u odnosu na rezultate in vivo studije (Piovella, 1987).
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Slika 33. Profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni primenom gastrointestinalne

simulacije u uslovima na gladno za tablete tipa hidrofilnog matriksa (preparat M1)

S obzirom da je u slu¢aju preparata sa modifikovanim oslobadanjem brzina rastvaranja
lekovite supstance iz preparata u in vitro i in vivo uslovima ograni¢avajuci faktor za
apsorpciju lekovite supstance, rezultati gastrointestinalne simulacije predstavljeni na slici

33 potvrduju znacaj izbora profila oslobadanja kao ulaznog profila za simulaciju
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apsorpcije. Imajuéi u vidu raznolikost formulacija preparata nifedipina sa modifikovanim
oslobadanjem i izraZen uticaj formulacije na proces oslobadanja lekovite supstance,
posebno pri istovremenoj primeni sa hranom, isti¢e se znacaj eksperimentalnog
odredivanja biorelevantnog in vitro profila oslobadanja za svaku formulaciju nifedipina u
svrhu in silico modelovanja apsorpcije.

Radi jasnijeg sagledavanja uticaja in vitro profila rastvaranja lekovite supstance iz
preparata kao ulaznog profila za simulaciju apsorpcije, na slici 34 su izdvojeni profili
predvideni na osnovu oslobadanja nifedipina u vodi (30 % rastvoreno nakon 12 sati) i
oslobadanja u rastvoru surfaktanta (85 % rastvoreno nakon 12 sati). Dobra saglasnost in
silico predvidenih profila i in vivo uo¢enih vrednosti koncentracija nifedipina u plazmi
dobijena je gastrointestinalnom simulacijom na osnovu profila dobijenog in vitro u
aparaturi sa lopaticom uz primenu 1 % NaLS kao medijuma. Odgovarajuce vrednosti
greski predvidanja primarnih farmakokineti¢kih parametara bile su 4.40 za Crax 1 6.18 za
PIKo.int. S obzirom da su ove vrednosti manje od 10 %, moze se zakljuciti da model
gastrointestinalne simulacije, primarno razvijen za preparat tipa osmotske pumpe, ima i
izvesnu sposobnost generalizacije i moze se koristiti za predvidanje apsorpcije nifedipina
iz hidrofilnih matriks tableta, ukoliko se kao farmaceutsko-tehnoloSki parametar za

simulaciju upotrebi profil oslobadanja u 1 % rastvoru natrijum-laurilsulfata.
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Slika 34. Profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni primenom gastrointestinalne
simulacije u uslovima na gladno za tablete tipa hidrofilnog matriksa (preparat M1)
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Predvideni profili apsorpcije nifedipina iz ispitivanih hidrofilnih matriks tableta (preparat
M1) dobijeni primenom modela gastrointestinalne simulacije u uslovima koji odgovaraju
primeni leka uz obrok prikazani su na slici 35. Moze se uociti izraZen uticaj rezultata in

Vvitro ispitivanja brzine rastvaranja nifedipina iz tableta na simulirani farmakokineticki

profil, sto potvrduje znacaj uspostavljanja birelevantne specifikacije in vitro ispitivanja

brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata kako bi se dobili pouzdani in silico

profili apsorpcije.
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Slika 35. Profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni primenom modela
gastrointestinalne simulacije za tablete tipa hidrofilnog matriksa (preparat M1)

nakon primene obroka
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Predvideni stepen efekta hrane

Rezultati gastrointestinalne simulacije na osnovu izabranih profila oslobadanja
upotrebljeni su za izracunavanje predvidenog stepena efekta hrane, lgjico, ka0 odnosa
predvidenog stepena apsorpcije (PIK) u uslovima nakon primene obroka i na gladno.
Dobijeni rezultati za ispitivane preparate nifedipina su prikazani u tabeli 17. Vrednosti
predvidenog stepena efekta hrane za tablete tipa osmotske pumpe su bliske vrednosti
stepena efekta hrane izraCunatim na osnovu in vivo studije (tabela 5, studija Vlla, Schug i
sar., 2002a). U slucaju hidrofilnih matriks tableta, jedino fizioloSki zasnovan medijum
koji simulira crevne sokove predvida izrazen uticaj hrane na proces apsorpcije nifedipina,
ukazuju¢i na diskriminativni potencijal biorelevantnog medijuma za in vitro i in silico

proucavanje efekta hrane na apsorpciju nifedipina iz matriks tableta.

Tabela 17. Predvideni stepen efekta hrane zasnovan na gastrointestinalnoj simulaciji

. Lsitico (PI K)
Input profil Preparat O Preparat M1
Aparatura 2
FeSSIF/FaSSIF 1.29 2.51
Aparatura 2 /
1% NalLS 1.05 1.00
Aparatura 2 / voda 1.06 1.02
Aparatura 4 / voda 1.06 1.04

7.3.1.3. ldentifikacija in vivo profila rastvaranja i apsorpcije primenom modela

gastrointestinalne simulacije

Simulacija procesa rastvaranja i apsorpcije nifedipina iz ispitivanih preparata sprovedena
je koris¢enjem validiranog modela gastrointestinalne simulacije u modulima fizioloskih
uslova na gladno i nakon primene obroka. Cilj ovih ispitivanja je bio da se proceni

mogucénost primene razvijenog in silico modela za identifikaciju in vivo inputa, kao i
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kasniju uporednu analizu sa rezultatima dobijenim konvencionalnim farmakokinetickim

metodama 1 metodologijom vestackih neuronskih mreza.

Tablete tipa osmotske pumpe

Profili rastvaranja nifedipina iz tableta tipa osmotske pumpe dobijeni gastrointestinalnom
simulacijom u uslovima na gladno, na osnovu eksperimentalnih in vitro profila
oslobadanja dobijenih ispitivanjem brzine rastvaranja u aparaturi sa lopaticom uz

kori$¢enje razlic¢itih medijuma, predstavljeni su na slici 36.
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Slika 36. In vivo profili rastvaranja nifedipina dobijeni primenom modela
gastrointestinalne simulacije u uslovima na gladno za tablete tipa osmotske pumpe

(preparat O)

Evidentne razlike u simuliranim profilima rastvaranja nifedipina potvrduju dominantan
uticaj in vitro profila oslobadanja u odnosu na ostale ulazne parametre za
gastrointestinalnu simulaciju. Na slici 37 prikazani su uporedni in silico profili
rastvaranja i apsorpcije nifedipina na osnovu in vitro rezultata oslobadanja u razli¢itim

aparaturama u vodi.
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Slika 37. In vivo profili rastvaranja i apsorpcije nifedipina dobijeni primenom modela
gastrointestinalne simulacije u uslovima na gladno za tablete tipa osmotske pumpe

(preparat O)

Razlike izmedu simuliranih profila rastvaranja 1 apsorpcije nifedipina u organizmu
predstavljene na slici 37 mogu se pripisati precipitaciji nifedipina in vivo, koja je opisana
u literaturi za doze vece od 10 mg (Wagner i sar., 2013). Isti nivo razlika izmedu profila
rastvaranja i apsorpcije nifedipina (3 — 5 %) dobijen je i u simulacijama na osnovu profila
oslobadanja u aparaturi sa lopaticom u razli¢itim medijumima. Radi preglednosti
rezultata, na slici 36 prikazani su samo in silico dobijeni profili rastvaranja nifedipina iz
tableta tipa osmotske pumpe.

In vivo profili rastvaranja nifedipina dobijeni gastrointestinalnom simulacijom u
fizioloSkom modulu koji odgovara uslovima primene leka nakon obroka, koris¢enjem
ulaznih, eksperimentalno dobijenih profila rastvaranja nifedipina iz tableta osmotskog
tipa u aparaturi sa lopaticom u razli¢itim medijumima prikazani su na slici 38. Rezultati

gastrointestinalne simulacije u uslovima nakon primene obroka na osnovu ulaznih profila
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oslobadanja nifedipina u vodi u aparaturi sa lopaticom, aparaturi tipa cilindra sa

povratnim Kretanjem i aparaturi sa proto¢nom ¢elijom prikazani su na slici 39.
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Slika 38. In vivo profili rastvaranja nifedipina dobijeni primenom modela
gastrointestinalne simulacije za tablete tipa osmotske pumpe (preparat O) nakon primene

obroka

Neznatne razlike u ukupnom stepenu rastvaranja i apsorpcije predvidenim
gastrointestinalnim simulacijama u uslovima koji odgovaraju primeni leka nakon obroka
u odnosu na uslove na gladno, od 3 do 5 %, potvrduju odsustvo uticaja hrane na

apsorpciju, Sto je u skladu sa rezultatima uo¢enim in vivo (Schug i sar., 2002a).
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Slika 39. In vivo profili rastvaranja i apsorpcije nifedipina dobijeni primenom modela
gastrointestinalne simulacije za tablete tipa osmotske pumpe (preparat O) nakon primene
obroka

Tablete tipa hidrofilnih matriksa

Primenom modela gastrointestinalne simulacije u kombinaciji sa eksperimentalno
odredenim profilima oslobadanja nifedipina iz hidrofilnih matriks tableta u razli¢itim
medijumima, predvideni su profili rastvaranja in vivo u uslovima primene leka na gladno,
prikazani na slici 40, i u uslovima koji odgovaraju primeni leka nakon obroka koji su
predstavljeni na slici 41.
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Slika 40. In vivo profili rastvaranja nifedipina dobijeni primenom gastrointestinalne

simulacije u uslovima na gladno za tablete tipa hidrofilnog matriksa (preparat M1)
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Slika 41. In vivo profili rastvaranja nifedipina dobijeni primenom gastrointestinalne

simulacije za tablete tipa hidrofilnog matriksa (preparat M1) nakon primene obroka
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Input profili identifikovani modelom gastrointestinalne simulacije pokazuju razlike koje
su u skladu sa razlikama izmedu odgovarajucih in vitro profila dobijenih pri razli¢itim
eksperimentalnim uslovima (slika 22). Kombinovana gastrointestinalna simulacija sa
profilima oslobadanja u fizioloski zasnovanim medijumima omoguéava identifikaciju
efekta hrane na proces oslobadanja i apsorpcije nifedipina iz hidrofilnih matriks tableta.
Na osnovu oslobadanja nifedipina u medijumima koji simuliraju Zeludacni i crevni sok na
gladno predvidena koli¢ina rastvorene lekovite supstance in vivo iznosi 20 %, odnosno 30
% nakon 2 sata. U medijumima koji simuliraju gastrointestinalne uslove u prisustvu hrane
oslobadanje nifedipina je brzo i kompletno, tako da in silico predvidena koli¢ina
rastvorene supstance iznosi vise od 85 % nakon 2 sata. Potencijalni uticaj hrane na
apsorpciju nifedipina iz tableta tipa hidrofilnih matriksa u skladu je sa rezultatima objavljenih
in vivo studija (Schug i sar., 2002a; Toal, 2004; Wonnemann i sar., 2008). Rezultati in
silico modelovanja za drugi komercijalno dostupan preparat nifedipina tipa hidrofilnih
matriks tableta (preparat M2) su analogni profilima prikazanim na slikama 40 i 41.
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7.3.2. VESTACKE NEURONSKE MREZE

7.3.2.1. Razvoj i validacija modela

U daljem toku istrazivanja ispitana je mogucénost primene metodologije vestackih
neuronskih mreza za simulaciju apsorpcije nifedipina iz preparata i proucavanje uticaja
hrane na ovaj proces. Uzimajuéi u obzir mogucénosti primene vestackih neuronskih mreza
u istrazivanju i razvoju u farmaceutskoj industriji i sve veéi interes za ovu tehniku
modelovanja, kao i ogranicenost literaturnih izvora, izazov u razvoju ovog modela
simulacije apsorpcije je bio jos veci.

Model vestatke neuronske mreze za simulaciju apsorpcije nifedipina je razvijan
koris¢enjem individualnih in vivo profila koncentracija lekovite supstance u krvi nakon
primene preparata tipa osmotske pumpe koje su objavili Schug i saradnici (2002a). Kao
ulazne funkcije koris¢eni su hipoteticki in vivo profili brzine rastvaranja izracunati
numerickom dekonvolucijom iz individualnih profila koncentracija leka u plazmi (Schug
I sar., 2002a) i profila koncentracija nifedipina u plazmi nakon primene preparata sa
trenutnim oslobadanjem (Rashid i sar., 1995). Izlazne funkcije u razvoju ovog modela bili
su odgovarajué¢i profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni in vivo. Optimalan
model simulacije apsorpcije dobijen je koris¢enjem mreze viSeslojni perceptron (Multi
Layered Perceptron, MLP) pomoc¢u komercijalno dostupnog programskog paketa
Peltarion® software (Synapse, Svedska).

Razvijene i validirane mreZe koriSéene su za simulaciju apsorpcije nifedipina u uslovima
koji odgovaraju primeni leka na gladno i nakon obroka na osnovu eksperimentalno
dobijenih profila oslobadanja nifedipina iz preparata (konvolucioni pristup), kao i za
identifikaciju in vivo profila rastvaranja nifedipina iz preparata na osnovu literaturnih in

vivo podataka (dekonvolucioni pristup).
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7.3.2.2. Simulacija apsorpcije nifedipina primenom modela veStatke neuronske

mreze

Profili koncentracija nifedipina u plazmi za tablete tipa osmotske pumpe predvideni
primenom modela izabrane MLP mreZe u uslovima na gladno i nakon primene obroka
prikazani su na slikama 42 i 43. Dobijeni rezultati pokazuju zna¢ajan uticaj in vitro
profila oslobadanja primenjenih kao ulazne funkcije za simulaciju apsorpcije. Pomenuti
uticaj je viSe izrazen u slucaju metodologije vestacke neuronske mreze u odnosu na
gastrointestinalnu simulaciju modelom GastroPlus™. Opseg predvidenih vrednosti PIK
modelom MLP u uslovima primene leka na gladno je iznosio 259.21 — 1733.00 ngh/ml
(odnos 6.7), dok je u slucaju modela gastrointestinalne simulacije raspon bio od 239.12 —
768.24 ngh/ml (odnos 3.2) u zavisnosti od upotrebljenog profila oslobadanja primenjenog
kao ulazna funkcija. U simulacijama apsorpcije u uslovima koji odgovaraju primeni leka
nakon obroka vrednosti PIK predvidene MLP mrezom su bile od 573.00 — 1804.40
ngh/ml (odnos 3.2), dok je model gastrointestinalne simulacije predvideo vrednosti PIK u
rasponu 343.67 — 852.19 ngh/ml (odnos 2.5), u zavisnosti od primenjenog in vitro inputa.
Za razliku od modela gastrointestinalne simulacije gde se pouzdanija predvidanja
apsorpcije dobijaju koris¢enjem in vitro profila kod kojih je rastvoreno vise od 45 %
nifedipina nakon 12 sati, u slu¢aju MLP mreze vecu sli¢nost sa in vivo vrednostima
pokazuju in silico profili simulirani na osnovu in vitro profila sa manjim stepenom
oslobadanja, kao Sto su fizioloski zasnovani medijumi. Ovakvi rezultati mogu se pripisati
razlikama u samim modelima, odnosno farmakokineti¢kim i fizioloSkim parametrima
(kao Sto je stepen presistemskog metabolizma, vreme prolaska leka kroz razlicite delove
gastrointestinalnog trakta) koji su integrisani u model gastrointestinalne simulacije, dok u
metodologiji vesStackih neuronskih mreza nisu uzeti u obzir prilikom modelovanja

procesa apsorpcije.

118



90
® invivo

80 - ====Aparatura 2 /
FaSSGF
70 - ====Aparatura 2 /
FaSSIF
====Aparafura2/
60 1 1% NaLS
Aparatura 2 /
40% etanol
Aparatura 2 /
voda
Aparatura 3/
voda
Aparatura 4 /
voda

¢ (ng/ml)

Slika 42. Profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni primenom modela MLP u

uslovima na gladno za tablete tipa osmotske pumpe (preparat O)
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Slika 43. Profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni primenom modela MLP za

tablete tipa osmotske pumpe (preparat O) u uslovima nakon primene obroka

Vrednosti primarnih farmakokinetickih parametara (Cpax 1 P1Ko.inf) profila koncentracija
nifedipina u plazmi dobijenih primenom modela vestacke neuronske mreze, kao i
odgovarajuce greske predvidanja prikazane su u tabeli 18. Najbolja predvidanja obima i
stepena apsorpcije pomo¢u MLP mreze dobijena su kada je kao ulazna funkcija za
simulaciju koris¢en profil oslobadanja dobijen in vitro u aparaturi sa lopaticom u
fizioloski zasnovanim medijumima i u aparaturi sa proto¢nom c¢elijom u vodi, gde je
zabeleZzeno sporo i nepotpuno oslobadanje nifedipina. Profil koncentracija lekovite
supstance u plazmi simuliran na osnovu in vitro profila oslobadanja nifedipina u aparaturi
sa proto¢nom c¢elijom pokazao je pocetno vreme odlaganja (lag time) i duzinu platoa u

skladu sa rezultatima uo¢enim in vivo (Schug i sar., 2002a).
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Tabela 18. Primarni farmakokineticki parametri predvideni modelom vestacke neuronske mreze i odgovarajuce greske predvidanja

U uslovima primene na gladno U uslovima primene nakon obroka
Farmakokinetic¢ki PIKo.inf % PE CmaX % PE PIKo.inf % PE Cmax % PE
parametar (ngh/ml) (ng/ml) (ngh/ml) (ng/ml)
in vivo 598.33 19.66 609.99 24.79
Aparatura 2
FaSSGF/FeSSGE 259.21 56.67 22.76 15.77 630.23 3.32 24.56 0.93
Aparatura 2

FaSSIF/FeSSIE 307.93 48.53 27.12 37.94 573.00 6.06 21.88 11.74

Aparatura 2 /1 % NaLS 1112.40 85.92 51.82 163.58 1234.00 102.29 68.08 174.63

Aparatura 2 / 40 % etanol 1733.00  189.64 64.34 227.26  1804.40  195.80 82.09 231.14

Aparatura 2 / voda 471.56 21.19 28.93 47.15 671.36 10.06 30.42 22.71
Aparatura 3 / voda 1005.10 67.98 44.03 123.96  1056.30 73.16 49.82 100.97
Aparatura 4 / voda 790.08 32.05 27.10 37.84 667.78 9.47 22.84 7.87
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7.3.2.3. ldentifikacija in vivo profila rastvaranja primenom modela veStacke

neuronske mreze

Model MLP vestatke neuronske mreze je dalje razvijan u cilju identifikacije in vivo
profila brzine rastvaranja nifedipina iz preparata. Kao ulazne funkcije za modelovanje
koris¢eni su individualni in vivo profili koncentracija nifedipina u plazmi nakon primene
preparata tipa osmotske pumpe objavljeni u studiji Schug i saradnika (2002a). Profili
rastvaranja nifedipina in vivo izra¢unati numeri¢kom dekonvolucijom kori$¢eni su kao
izlazna funkcija u modelu MLP mreze. Nakon treninga i validacije, in vivo profili
rastvaranja predvideni MLP mrezom bili su gotovo identi¢ni profilima dobijenim
numerickom dekonvolucijom iz srednjeg profila koncentracija nifedipina u plazmi, u
uslovima primene leka na gladno, odnosno nakon obroka. Odgovarajué¢i profili

rastvaranja nifedipina in vivo su prikazani na slici 44,

122



50

40

30 A

20 A

—e—numeritka dekonvolucija
10 A
——MLP mreza

% rastvorenog nifedipina in vivo

0 6 12 18 24
t (h)

50

40 -

30 ~

20 +

—e— numeri¢ka dekonvolucija

10 A
—— MLP mreza

% rastvorenog nifedipina in vivo

0 6 12 18 24
t(h)

Slika 44. In vivo profili rastvaranja nifedipina dobijeni numerickom dekonvolucijom i
MLP mrezom u uslovima primene leka na gladno (a) i nakon obroka (b) za tablete tipa

osmotske pumpe (preparat O)

Poredenje razvijenih in silico modela sa aspekta identifikacije in vivo profila
rastvaranja/apsorpcije nifedipina u fizioloskim uslovima na gladno, odnosno nakon
obroka, prikazano je na slici 45. U dekonvolucionom pristupu modelovanju primenom
vestacke neuronske mreze dobijen je profil rastvaranja nifedipina in vivo, dok su

gastrointestinalnom simulacijom dobijeni profili rastvaranja i apsorpcije nifedipina.
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Slika 45. In vivo input profili nifedipina dobijeni modelom gastrointestinalne simulacije i
MLP mreze u uslovima primene leka na gladno (a) i nakon obroka (b) za tablete tipa

osmotske pumpe (preparat O)

Bez obzira na razlike u primenjenim in silico modelima, in vivo input profili predvideni
gastrointestinalnom simulacijom i veStackom neuronskom mrezom pokazuju sli¢nu
kinetiku, kada se koristi isti ulazni in vitro profil oslobadanja. In silico profili prikazani

na slici 45 dobijeni su primenom razvijenih modela simulacije apsorpcije uz kori$¢enje in
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vitro profila brzine rastvaranja nifedipina iz osmotskih tableta u aparaturi sa lopaticom u
1 % rastvoru NaLS. Nakon 24 sata od primene osmotskih tableta nifedipina na gladno,
MLP mreza predvida 42 % leka rastvorenog in vivo, dok model gastrointestinalne
simulacije predvida 33.9 % rastvorenog, odnosno 30.8 % apsorbovanog leka u
organizmu. U simulacijama koje odgovaraju primeni leka nakon obroka, MLP mrezom se
dobija 47 % rastvorenog leka u organizmu nakon 24 sata, dok model gastrointestinalne
simulacije predvida 36.7 % rastvorenog, odnosno 33.7 % apsorbovanog nifedipina in
vivo. Dobijeni rezultati ukupnog stepena rastvaranja in vivo, odnosno apsorpcije
nifedipina predvideni modelima vestacke neuronske mreze 1 gastrointestinalne simulacije
su u skladu sa literaturnim podacima o ograni¢enoj bioraspolozivosti nifedipina (SmPC

Adalat; Croom i Wellington, 2006).

Moguénost primene modela MLP veStacke neuronske mreze na razliCite preparate
nifedipina ispitana je primenom dekonvolucionog pristupa na rezultate razlicitih in vivo
studija objavljenih u literaturi (FDA, 1998; Schug i sar., 2002a,c). S obzirom da u
literaturi nisu dostupni in vitro profili oslobadanja nifedipina iz razlicitih preparata, Koji
bi bili koriS¢eni kao ulazna funkcija za simulaciju profila koncentracija lekovite
supstance u plazmi, konvolucioni pristup ispitivanju sposobnosti generalizacije MLP
mreze nije mogao biti primenjen.

Kao ulazna funkcija koris¢eni su publikovani podaci o koncentracijama nifedipina u
plazmi iz izabranih preparata u uslovima na gladno i nakon primene obroka (FDA, 1998;
Schug i sar., 2002a,c). Kao izlazna funkcija u modelu MLP mreZe, dobijeni su simulirani
profili rastvaranja nifedipina u gastrointestinalnom traktu. U cilju poredenja metoda, na
slici 46 su prikazani profili rastvaranja nifedipina in vivo predvideni MLP mrezom
(zelena boja) u odnosu na rezultate dobijene numerickom dekonvolucijom (profili
obelezeni crnom bojom).

Na osnovu rezultata predstavljenih na slici 46 moze se zakljuéiti da MLP mreZa poseduje
potencijal primene na razliCite preparate nifedipina, s obzirom da su simulirani profili bili
sli¢ni profilima dobijenim primenom numeri¢ke dekonvolucije. Najbolje slaganje profila
predvidenih primenom veStaCke neuronske mreze sa rezultatima numericke

dekonvolucije dobijeno je u slucaju tableta tipa osmotske pumpe (studija 1\VVa). Ovakav
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rezultat je o¢ekivan imajuéi u vidu da je trening i validacija MLP mreZe sprovedeno na
setu podataka za osmotske tablete (studija VIla). Prilikom primene mreze na dostupne
podatke za razliite preparate uocena su manja ili vec¢a odstupanja predvidenih profila u
odnosu na stvarne, tako da u slucaju hidrofilnih matriks tableta simulacije apsorpcije nisu
bile u skladu sa in vivo objavljenim podacima (rezultati nisu predstavljeni). Ovakvi
rezultati se mogu objasniti ¢injenicom da je za tacnost 1 pouzdanost modela veStacke
neuronske mreze od izuzetnog znacaja izbor i veli¢ina skupa podataka za ucenje mreze
(Sun i sar., 2003). Ulazni i izlazni podaci za trening mreze trebalo bi da obuhvate Sto vise
razli¢itih primera u odredenoj oblasti, kako bi generalizovan model mogao da se primeni
na novom, nepoznatom primeru. U tom smislu, sposobnost MLP mreze za simulaciju
apsorpcije nifedipina iz matriks tableta moguce je poboljsati izlaganjem mreze vecem
skupu podataka za trening koji bi obuhvatili individualne in vivo profile koncentracija iz
razli¢itih formulacija. Ovakvom pristupu doprinosi i Cinjenica da model vestackih
neuronskih mreza ne uzima u obzir farmaceutsko-tehnoloske i fizioloSke parametre za
simulaciju, tako da se oni mogu predstaviti modelu mreze koris¢enjem veceg skupa
podataka za trening i validaciju. S obzirom da vestacke neuronske mreze simuliraju nacin
rada ljudskog mozga i imaju sposobnost memorisanja iskustvenog znanja koje koriste za
dati zadatak, sposobnost generisanja zadovoljavajuc¢eg predvidanja mreZe za preparate
nifedipina razli¢ite od osmotski kontrolisanih tableta moze se poboljSati upotrebom in

Vvivo i in vitro podataka za razlic¢ite formulacije nifedipina tokom treninga modela mreze.
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Slika 46. In vivo profili rastvaranja nifedipina iz razlicitih preparata u uslovima na

gladno (puna linija) i nakon primene uz obrok (isprekidana linija) dobijeni MLP mrezom

(zelena boja) i numerickom dekonvolucijom (crna boja) (studije su opisane u tabeli 5)

127



7.4. IN VITRO - IN VIVO KORELACIJA

7.4.1. Dekonvolucioni pristup uspostavljanju in vitro — in vivo korelacije

U cilju uspostavljanja kvantitativne korelacije izmedu in vitro i in vivo podataka,
hipoteti¢ki input profili izracunati razli¢itim metodama konvencionalne farmakokineticke
analize (Wagner-Nelson, Loo-Riegelman i numericka dekonvolucija) i profili predvideni
in silico modelima (gastrointestinalna simulacija i veStacke neuronske mreze) Su
analizirani u odnosu na in vitro rezultate brzine rastvaranja nifedipina iz ispitivanih
preparata pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima. In vivo input profili dobijeni
primenom konvencionalnih farmakokineti¢kih metoda prikazani su u poglavlju 7.1.3. na
slikama 14 i 15 za tablete osmotskog tipa i hidrofilnog matriksa, redom. Profili
rastvaranja nifedipina iz tableta tipa osmotske pumpe dobijeni gastrointestinalnom
simulacijom predstavljeni su na slikama 36-39 u poglavlju 7.3.1.3, dok su odgovarajuci
profili za hidrofilne matriks tablete prikazani na slikama 40 i 41 u istom poglavlju. In
vivo profili rastvaranja predvideni MLP mrezom za tablete osmotskog tipa predstavljeni
su na slici 44 u poglavlju 7.3.2.3. Eksperimentalno dobijeni profili oslobadanja nifedipina
iz tableta tipa osmotske pumpe u razli¢itim medijumima i aparaturama prikazani na
slikama 19 i 20, dok su rezultati in vitro ispitivanja brzine rastvaranja nifedipina iz tableta
tipa hidrofilnih matriksa prikazani na slici 22 (poglavlje 7.2.2). Statisticki parametri
dobijeni linearnom regresionom analizom ispitivanog seta podataka predstavljeni su u
tabelama 19 i 20. Visok nivo korelacije izmedu in vitro i in vivo podataka, opisan
vrednostima koeficijenta korelacije ve¢im od 0.95, dobijen je u najvec¢em broju slucajeva.
Ovakvi rezultati su u skladu sa kinetikom oslobadanja nultog reda uo¢enom in vivo i in

Vitro u najve¢em broju ispitivanja brzine rastvaranja.
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Tabela 19. Statisticki parametri in vitro — in vivo korelacije za preparat O u uslovima primene na gladno (dekonvolucioni pristup)

!n vitrp _ Nagib N Wagner- Wagner-Nelson ' Loo- Numeriék?l_ Numeriékg_ Gastrointesti MLP
input/in vivo pravca/koefici  Nelson metoda Riegelman dekonvolucija dekonvolucija nalna .
input jent korelacije metoda (normalizovana) metoda (i.v.) (p.o0.) simulacija mreza
Aparatura 2 a 2.7606 1.5182 0.5453 0.5546 0.9785 0.7020 1.1309
FaSSGF r 0.9877 0.9877 0.9622 0.9710 0.9696 0.9882 0.9518
Aparatura 2 a 3.3473 1.8408 0.6958 0.7062 1.2450 0.7321 1.4215
FeSSGF r 0.9428 0.9428 0.9666 0.9733 0.9712 0.9628 0.9587
Aparatura 2 a 2.1992 1.2095 0.4456 0.4521 0.7978 0.5529 0.9044
FaSSIF r 0.9797 0.9797 0.9790 0.9854 0.9843 0.9858 0.9652
Aparatura 2 a 2.0253 1.1138 0.4428 0.4449 0.7859 0.5227 0.9201
FeSSIF r 0.8958 0.8958 0.9657 0.9628 0.9626 0.9940 0.9745
Aparatura 2 a 0.7940 0.4366 0.1671 0.1684 0.2975 0.3680 0.3445
1% NaLS r 0.9514 0.9514 0.9871 0.9874 0.9872 0.9605 0.9873
Aparatura 2 a 2.2117 1.2163 0.4523 0.4575 0.8082 0.6660 0.9516
Voda r 0.9694 0.9694 0.9776 0.9811 0.9810 0.9942 0.9812
Aparatura 2 a 0.4954 0.2724 0.0996 0.1010 0.1783 0.3664 0.2076
40 % etanol r 0.9838 0.9838 0.9752 0.9812 0.9805 0.9576 0.9719
Aparatura 2 a 1.6189 0.8903 0.3152 0.3203 0.5657 0.8489 0.7123
0.5%HPMC r 0.8760 0.8760 0.8411 0.8480 0.8478 0.9872 0.8650
Aparatura 3 a 1.1012 0.6056 0.2276 0.2292 0.4053 0.4896 0.4768
Voda r 0.9684 0.9684 0.9872 0.9864 0.9872 0.9733 0.9918
Aparatura 4 a 1.9854 1.0918 0.4023 0.4226 0.7469 0.5243 0.8717
Voda r 0.9531 0.9531 0.9951 0.9926 0.9931 0.9968 0.9957
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Tabela 20. Statisticki parametri in vitro — in vivo korelacije za preparat O nakon primene uz obrok (dekonvolucioni pristup)

!n vitrp _ Nagib N Wagner- Wagner-Nelson ' Loo- Numeriékg_ Numeriékg_ Gastrointesti MLP
input/invivo  pravca/koefici  Nelson metoda Riegelman dekonvolucija dekonvolucija nalna .
input jent korelacije metoda (normalizovana) metoda (i.v.) (p.0.) simulacija mreza
Aparatura 2 a 3.8514 2.1184 0.6994 0.7156 1.2627 0.8065 1.3211
FaSSGF r 0.9896 0.9896 0.9556 0.9626 0.9623 0.9920 0.9730
Aparatura a 4.7268 2.6000 0.9046 0.9256 1.6307 0.7506 1.6421
2FeSSGF r 0.9561 0.9561 0.9731 0.9802 0.9783 0.9660 0.9844
Aparatura a 3.0772 1.6926 0.5748 0.5872 1.3061 0.6490 1.0479
2FaSSIF r 0.9844 0.9844 0.9779 0.9836 0.9830 0.9885 0.9787
Aparatura a 2.8338 1.5587 0.5771 0.5853 1.0325 0.5058 1.0404
2FeSSIF r 0.9001 0.9001 0.9748 0.9733 0.9726 0.9940 0.9642
Aparatu ra?2l a 1.1044 0.6075 0.2160 0.2194 0.3873 0.3838 0.3934
% NaLS r 0.9503 0.9503 0.9884 0.9885 0.9884 0.9569 0.9866
Aparatura 2 a 3.0704 1.6888 0.5823 0.5925 1.0464 0.7216 1.0910
Voda r 0.9664 0.9664 0.9747 0.9764 0.9768 0.9935 0.9844
Aparatura a 0.6869 0.3778 0.1277 0.1303 0.2301 0.4418 0.2401
240 % etanol r 0.9796 0.9796 0.9688 0.9731 0.9731 0.9615 0.9837
Aparatura 2 a 2.2272 1.2250 0.4008 0.4095 0.7232 0.9066 0.8383
0.5 % HPMC r 0.8654 0.8654 0.8281 0.8331 0.8334 0.9588 0.8630
Aparatura 3 a 1.5179 0.8349 0.2927 0.2965 0.5239 0.5325 0.5435
Voda r 0.9586 0.9586 0.9819 0.9804 0.9813 0.9694 0.9892
Aparatu ra4d a 2.7605 1.5184 0.5439 0.5510 0.9732 0.5544 0.9906
Voda r 0.9517 0.9517 0.9971 0.9946 0.9951 0.9942 0.9902
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Vrednosti nagiba regresione prave priblizne broju jedan, kao i visoke vrednosti
koeficijenta korelacije dobijene su za simulacije MLP mrezom i in vitro profile
oslobadanja u vodi u sve tri aparature, kao i fizioloski zasnovanim medijumima u
aparaturi sa lopaticom. U slucaju gastrointestinalnih simulacija i navedenih in vitro
profila oslobadanja takode su dobijene visoke vrednosti koeficijenta korelacije, dok su
vrednosti nagiba prave bile u rasponu od 0.49 do 0.72. Ovakvi rezultati se mogu objasniti
nepotpunim i sporim oslobadanjem nifedipina iz tableta u navedenim medijumima, $to
uslovljava nize vrednosti simulranih inputa in vivo u odnosu na stvarne vrednosti, s
obzirom da model gastrointestinalne simulacije uzima u obzir izrazen efekat prvog
prolaza nifedipina.

Reprezentativni grafici dekonvolucionog pristupa uspostavljanju in vitro — in vivo
korelacije primenom in silico modela gastrointestinalne simulacije i vestacke neuronske
mreZe u uslovima primene leka na gladno i nakon obroka prikazani su na slikama 47 i 48.
Dobijeni rezultati potvrduju da se pored konvencionalne farmakokineticke analize
razvijeni in silico modeli mogu uspesno Kkoristiti za identifikaciju profila rastvaranja
nifedipina iz preparata in vivo, Sto predstavlja osnov za razvoj biorelevantnih

specifikacija za in vitro ispitivanje brzine oslobadanja nifedipina iz preparata.
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Slika 48. In vitro — in vivo korelacija u uslovima primene leka nakon obroka

(a) gastrointestinalna simulacija; (b) MLP mreza
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Dekonvolucioni pristup uspostavljanju in vitro — in vivo korelacije primenjen je i u
slu¢aju hidrofilnih matriks tableta. Eksperimentalno dobijeni in vitro profili oslobadanja
nifedipina analizirani su u odnosu na hipoteticke profile izracunate konvencionalnim
farmakokinetickim metodama i gastrointestinalnom simulacijom. Simulacije dobijene
primenom vestatke neuronske mreZe nisu uzete u ova razmatranja, s obzirom da MLP
mreza, razvijena na osnovu podataka za tablete sa osmotski kontrolisanim oslobadanjem,
nije pokazala zadovoljavajuu sposobnost predvidanja apsorpcije nifedipina iz
farmaceutskih oblika kao Sto su matriks tablete. Statisti¢ki parametri dobijeni linearnom
regresionom analizom ispitivanih podataka prikazani su u tabeli 21. Vrednosti
koeficijenta korelacije ve¢e od 0.95, kao i vrednosti nagiba prave priblizne broju jedan,
dobijene su za profile brzine rastvaranja nifedipina u fizioloski zasnovanim medijumima i
vodi i hipoteticke profile brzine rastvaranja nifedipina in vivo dobijene primenom

gastrointestinalne simulacije.
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Tabela 21. Statisticki parametri in vitro — in vivo korelacije za preparat M1 u uslovima primene na gladno (dekonvolucioni pristup)

In vitro Wagner- Wagner-Nelson Loo- Numericka Numericka . .
input/in vivo Nelson metoda Riegelman dekonvolucija  dekonvolucija Gastr'omtest'l_nalna
input metoda (normalizovana) metoda (i.v.) (p.0.) simulacija
Aparatura?2 a 5.2404 2.8822 1.4668 1.5151 2.4508 1.0293
FaSSGF r 0.9633 0.9633 0.6240 0.7343 0.7794 0.9825
Aparatura?2 @ 1.1026 0.6064 0.3257 0.3291 0.5357 0.9791
FeSSGF r 0.9754 0.9754 0.7235 0.8350 0.8756 0.9868
Aparatura 2 a 3.0574 1.6816 1.0364 1.0185 1.6071 1.0167
FaSSIF r 0.9571 0.9571 0.7509 0.8406 0.8704 0.9815
Aparatura2 @ 1.0861 0.5974 0.3317 0.3345 0.5392 0.9928
FeSSIF r 0.9881 0.9881 0.6984 0.8024 0.8488 0.9812
Aparatura2 @ 1.2608 0.6934 0.3475 0.3568 0.5801 0.9775
1% NaLS r 0.9558 0.9558 0.6096 0.7133 0.7608 0.9040
Aparatura?2 a 3.5188 1.9353 1.5280 1.4325 2.2117 1.0298
Voda r 0.8572 0.8572 0.8615 0.9201 0.9322 0.9978
Aparatura?2 a 1.1282 0.6205 0.3085 0.3182 0.5198 0.9688
40 % etanol r 0.9330 0.9330 0.5904 0.6939 0.7437 0.8955
Aparatura2 @ 3.9218 2.1570 1.2791 1.2666 2.0234 1.0321
05% HPMC  r 0.9485 0.9485 0.7160 0.8076 0.8466 0.9928
Aparatura 4 a 0.5426 0.2984 0.4420 0.3799 0.5562 0.7039
Voda r 0.5189 0.5189 0.9785 0.9581 0.9205 0.9909
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7.4.2. Konvolucioni pristup uspostavljanju in vitro — in vivo korelacije

U konvolucionom pristupu uspostavljanju in vitro — in vivo Kkorelacije, profili

koncentracija nifedipina u plazmi predvideni primenom gastrointestinalne simulacije i

vestaCke neuronske mreze analizirani su u odnosu na srednje farmakokineticke profile

uocene u in vivo studiji (Schug i sar., 2002a). Kako bi se rezultati uskladili sa in vivo

situacijom, u slucaju modela gastrointestinalne simulacije uvedeno je vreme odlozene

apsorpcije (lag time) od 3 sata za sve in vitro profile osim profila dobijenih u fizioloski

zasnovanim medijumima, kao i u aparaturi sa proto¢nom ¢elijom. Na slici 49 prikazani su

predvideni profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni gastrointestinalnom

simulacijom na osnovu in vitro inputa korigovanih vremenom odlaganja od 3 sata.

¢ (ng/ml)

60

50 A

B
o
I

W
o
I

® invivo

Aparatura 2 /
pH 1.0
====Aparatura 2 /
pH 6.8
Aparatura 2 /
0.5% HPMC
—===Aparatura 2 /
1% NalLS
Aparatura 2 /
40% etanol
Aparatura 2 /
voda
Aparatura 3/

t(h)

Slika 49. Profili koncentracija nifedipina u plazmi dobijeni gastrointestinalnom

simulacijom u uslovima primene leka na gladno (preparat O)
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Statisticki parametri linearne regresione analize za model gastrointestinalne simulacije

predstavljeni su u tabeli 22.

Tabela 22. Statisticki parametri in vitro — in vivo korelacije za preparat O primenom

gastrointestinalne simulacije (konvolucioni pristup)

In vitro profil Primena na gladno Primena nakon obroka
a r a r
Aparatura 2/FaSSGF/FeSSGF 0.3792 0.7355 0.3043 0.6832
Aparatura 2 / FaSSIF/FeSSIF 0.5324 0.9305 0.2904 0.5420
Aparatura 2 /1% NaLS 0.9899 0.8941 0.9200 0.8954
Aparatura 2 / voda 0.5767 0.9000 0.4574 0.7181
Aparatura 2 / 40 % etanol 1.7479 0.8230 1.8467 0.9489
Aparatura 2/0.5 % HPMC 0.9237 0.6538 1.1839 0.9642
Aparatura 3/ voda 1.0509 0.9341 0.9412 0.9181
Aparatura 4 / voda 0.5063 0.8988 0.3373 0.8005

a —nagib regresione prave

r — koeficijent korelacije

Najbolja korelacija predvidenih i in vivo uocenih rezultata u slucaju metodologije
gastrointestinalne simulacije postignuta je za profil oslobadanja u aparaturi tipa cilindra
sa povratnim kretanjem kada je kao medijum koriS¢ena voda. Vrednosti koeficijenta
korelacije iznosile su 0.9341 u uslovima primene leka na gladno i 0.9181 u uslovima
primene leka nakon obroka, dok su nagibi regresione prave bili 1.0509 za fizioloske
uslove na gladno i 0.9412 za simulaciju uslova nakon uzimanja obroka. Dobra korelacija
je dobijena i slucaju simuliranog profila koncentracija nifedipina u plazmi na osnovu in
vitro rezultata oslobadanja u rastvoru surfaktanta (a = 0.9899, r = 0.8941 u uslovima na
gladno; a = 0.92, r = 0.8954 nakon obroka), s obzirom da je u ovom medijumu postignuto
potpuno oslobadanje nifedipina iz tablete osmotskog tipa.

Razvijeni model gastrointestinalne simulacije je dalje koriS¢en za ispitivanje regionalne

apsorpcije nifedipina na osnovu ulaznih parametara koji su pokazali najvecu slicnost
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predvidenih sa stvarnim profilima koncentracija leka u plazmi. Na slici 50 dat je prikaz

regionalne apsorpcije nifedipina u razliCitim delovima gastrointestinalnog trakta U

uslovima primene na gladno, odnosno nakon obroka, dobijen modelom gastrointestinalne

simulacije na osnovu profila oslobadanja u aparaturi tipa cilindra sa povratnim kretanjem

za koji je postignut odgovarajuci stepen in vitro — in vivo korelacije. Dobijeni rezultati

ukazuju da se apsorpcija nifedipina iz tableta tipa osmotske pumpe pretezno odvija u

ascedentnom kolonu, nezavisno od primene obroka.
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Slika 50. Regionalna apsorpcija nifedipina iz preparata O

Statisticki parametri linearne regresione analize za model vestacke neuronske mreze

prikazani su u tabeli 23.
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Tabela 23. Statisticki parametri in vitro — in vivo korelacije za preparat O primenom

modela MLP mreze (konvolucioni pristup)

In vitro profil Primena na gladno Primena nakon obroka
a r a r
Aparatura 2/FaSSGF/FeSSGF 0.6794 0.6736 0.7177 0.8966
Aparatura 2 / FaSSIF/FeSSIF 0.9168 0.7397 0.5652 0.7469
Aparatura 2/1 % NaLS 1.6125 0.7835 1.4284 0.6722
Aparatura 2 / voda 1.0447 0.8058 0.4316 0.5841
Aparatura 2 / 40 % etanol 2.5959 0.9050 1.7630 0.5976
Aparatura 3/ voda 1.6650 0.8778 1.9489 0.8317
Aparatura 4 / voda 1.1727 0.8910 0.8227 0.9308

a —nagib regresione prave

r — koeficijent korelacije

Primenom metodologije veStacke neuronske mreze najbolja korelacija predvidenih i

stvarnih profila koncentracija nifedipina u plazmi postignuta je za profil simuliran na

0SNOoVU in Vitro rezultata u aparaturi sa proto¢nom c¢elijom koriste¢i vodu kao medijum.

Vrednosti koeficijenta korelacije bile su 0.891 u uslovima primene na gladno i 0.9308 u

uslovima primene leka nakon obroka, dok su nagibi regresione prave iznosili 1.1727 za

simulaciju na gladno i 0.8227 nakon obroka.

U slu¢aju hidrofilnih matriks tableta, konvolucioni pristup uspostavljanju in vitro — in

vivo korelacije primenjen je poredenjem predvidenih profila koncentracija nifedipina u

plazmi tehnikom gastrointestinalne simulacije i srednjeg profila uocenog in Vivo

(Piovella, 1987). Statisticki parametri linearne regresione analize prikazani su u tabeli 24.
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Tabela 24. Statisticki parametri in vitro — in vivo korelacije za preparat M1 dobijeni

gastrointestinalnom simulacijom primene leka na gladno (konvolucioni pristup)

In vitro profil a r

Aparatura 2 / FaSSGF 0.2513 0.9157
Aparatura 2 / FaSSIF 0.3709 0.9423
Aparatura 2/1 % NaLS 0.8017 0.9811
Aparatura 2 / voda 0.1986 0.8694
Aparatura 2 / 40 % etanol 0.7974 0.9782
Aparatura 2/0.5 % HPMC 0.2727 0.9155
Aparatura 4 / voda 0.1543 0.4164

a —nagib regresione prave

r — koeficijent korelacije

Na osnovu vrednosti statistiCkih parametara prikazanih u tabeli 24 moze se zakljuciti da
je najbolja korelacija in silico predvidenih i stvarnih in vivo profila koncentracija
nifedipina u plazmi iz matriks tableta postignuta gastrointestinalnom simulacijom
zasnovanom na in vitro profilu oslobadanja nifedipina u 1 % rastvoru natrijum-
laurilsulfata u aparaturi sa lopaticom. Vrednost koeficijenta korelacije za ovaj slucaj
iznosi 0.9811, dok je nagib regresione linije 0.8017. Ovakvi rezultati potvrduju
sposobnost generalizacije gastrointestinalne simulacije kada se kao ulazni profil za
simulaciju apsorpcije koristi in vitro profil brzine rastvaranja nifedipina iz preparata koji
odslikava situaciju in vivo.

Tehnikom gastrointestinalne simulacije dobijeni su i podaci o regionalnoj apsorpciji
nifedipina iz hidrofilnih matriks tableta u razli¢itim delovima gastrointestinalnog trakta u
uslovima primene na gladno, odnosno nakon obroka. Kao ulazni profil za simulaciju uzet
je profil oslobadanja u rastvoru surfaktanta (1 % NaLS) za koji je pokazana najbolja
korelacija in silico predvidenih profila koncentracija u plazmi sa in vivo podacima. Na
osnovu rezultata prikazanih na slici 51 moze se zakljuciti da se apsorpcija nifedipina

odvija duz celog gastrointestinalnog trakta sa preteznom apsorpcijom u jejunumu, sto je u
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skladu sa rezultatima studije regionalne apsorpcije objavljenim u literaturi (Bode i sar.,
1996).
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Slika 51. Regionalna apsorpcija nifedipina iz preparata M1

Sposobnost generalizacije primenjenog modela gastrointestinalne simulacije ilustrovana
je dobrom korelacijom izmedu in silico predvidenih i in vivo uocenih profila
koncentracija za oba ispitivana preparata, osmotsku i matriks tabletu, koriste¢i kao ulazni
profil za simulacije profil oslobadanja u rastvoru surfaktanta (1 % NaLS). Graficki prikaz
in vitro — in vivo korelacije za preparate O i M1 predstavljen je na slici 52. Linearnom
regresionom analizom dobijena je vrednost 0.9686 za koeficijent korelacije i 0.7883 za
nagib prave. Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju na mogucénost primene
generalizovanog modela gastrointestinalne simulacije za biofarmaceutsku karakterizaciju

razli¢itih farmaceutskih oblika nifedipina.
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Slika 52. In vitro — in vivo korelacija primenom gastrointestinalne simulacije u uslovima
primene na gladno za matriks tablete (prazni krugovi) i
tablete osmotskog tipa (puni krugovi)

Dobijeni rezultati u predstavljenom istrazivanju ukazuju da se razli¢iti in silico modeli
mogu uspesno koristiti u cilju uspostavljanja in vitro — in silico — in vivo korelacije. Na
rezultate simulacije znaCajno uticu svojstva lekovite supstance 1 karakteristike
farmaceutskog oblika leka, primenjena in silico metodologija, kao i eksperimentalni
uslovi u toku in vitro ispitivanja brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata.
Fizioloski zasnovana, mehanisticka tehnika gastrointestinalne simulacije predstavlja
preporuceni model predvidanja apsorpcije pokazujuéi veéu sposobnost generalizacije u
odnosu na model vestacke neuronske mreze. Prednost ovog modela pokazana je
primenom dekonvolucionog i konvolucionog pristupa uspostavljanju in vitro — in vivo
korelacije, §to je znacajno sa aspekta identifikacije biorelevantnih specifikacija za
ispitivanje brzine oslobadanja nifedipina iz ispitivanih preparata i primene modela
korelacije u razli¢itim fazama razvoja i proizvodnje lekovitog preparata u cCilju

obezbedenja kvaliteta, 1 posledi¢no efikasnosti i bezbednosti leka.
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8. ZAKLJUCCI

U literaturi su opisani razli€iti, kako pozitivni, tako i negativni, efekti hrane na brzinu i
stepen apsorpcije nifedipina i predlozena razli¢ita objasnjenja uocenih fenomena. Veéina
sprovedenih ispitivanja ukazuje da je uticaj hrane na apsorpciju nifedipina specifi¢an za
odredenu formulaciju i da zavisi od vrste i sastava farmaceutskog oblika leka. VVrednosti
in vivo stepena efekta hrane (lyivo) izracunate na osnovu rezultata dostupnih studija krecu
se od 0.6 do 1.4 za obim apsorpcije, odnosno 0.3 do 4.0 za brzinu apsorpcije nifedipina iz

razli¢itih preparata.

Razvoj biorelevantnog i diskriminativnog testa za ispitivanje brzine rastvaranja zasniva
se na poznavanju Kinetike ,,ulaska“ (brzina rastvaranja, odnosno brzina i obim apsorpcije)
leka u organizam. Rezultati dobijeni primenom konvencionalnih farmakokineti¢kih
metoda su pokazali da postoje izvesne razlike izmedu profila dobijenih primenom
razliC¢itih metoda, kao 1 u zavisnosti od izbora referentnog preparata (intravenski
primenjen rastvor, odnosno, oralno primenjene kapsule sa trenutnim oslobadanjem
lekovite supstance). Dobijeni rezultati su pokazali da u sluCaju preparata sa
modifikovanim oslobadanjem, kao referentni preparat prednost ima oralno primenjen
rastvor, tableta ili kapsula sa trenutnim oslobadanjem, jer se u ovom slucaju kao ulazna
funkcija dobija profil brzine rastvaranja lekovite supstance in vivo. Ovako dobijena
ulazna funkcija se moze direktno uporediti sa profilom oslobadanja lekovite supstance in
vitro s ciljem uspostavljanja in vitro — in vivo korelacije i razvoja biorelevantne

metodologije za ispitivanje brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata.

In vitro ispitivanja brzine rastvaranja nifedipina iz razli¢itih preparata su pokazala da
eksperimentalni uslovi, sastav i zapremina medijuma, kao i tip aparature i hidrodinamika
mogu u znatnoj meri uticati na kinetiku oslobadanja lekovite supstance. Brzina
rastvaranja nifedipina iz ispitivanih preparata u aparaturi sa lopaticom bila je ograni¢ena
zapreminom medijuma i rastvorljivo$¢u nifedipina. U slu¢aju tableta osmotskog tipa,
profil oslobadanja nifedipina u aparaturi sa proto¢nom ¢elijom nakon pocetne faze

odlaganja je veoma sli¢an kinetici oslobadanja u aparaturi tipa cilindra sa povratnim
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kretanjem. U slucaju hidrofilnin  matriks tableta, ispitivanje uticaja razlicitih
eksperimentalnih uslova na oslobadanje nifedipina ukazuje na moguce naglo oslobadanje
celokupne doze (,,dose dumping“ efekat) pri istovremenoj primeni matriks tableta sa
hranom ili alkoholnim pi¢ima. Izra¢unata vrednost in vitro stepena efekta hrane (lyiyo) 0d
0.78 za kombinaciju medijuma FeSSIF/FaSSIF, najbolje odslikava in vivo situaciju nakon
primene tableta tipa osmotske pumpe. U slucaju tableta tipa hidrofilnog matriksa uticaj
hrane se moze pretpostaviti na osnovu rezultata dobijenih primenom kombinacije
odgovarajucih fizioloski zasnovanih medijuma (FeSSIF/FaSSIF) za koje je izraCunata
vrednost lyiro 0d 2.98, odnosno kombinacijom medijuma 1 % NalLS/voda za koje je
izraGunata vrednost ljy, 0d 3.41. Na osnovu rezultata dobijenih primenom fiziolo3Kki
zasnovanih medijuma koji simuliraju uslove u gastrointestinalnom traktu nakon primene
leka na gladno, odnosno uz obrok, bilo je moguée predvideti odsustvo uticaja hrane u
slucaju tableta tipa osmotske pumpe. U slucaju tableta tipa hidrofilnog matriksa je u
medijumu koji simulira uslove nakon obroka doslo do relativno brzog oslobadanja
celokupne koli¢ine lekovite supstance, dok je u medijumu koji simulira uslove na gladno

Uoceno sporo i nepotpuno oslobadanje nifedipina.

U okviru istrazivanja razvijen je i validiran model gastrointestinalne simulacije apsorpcije
nifedipina u uslovima primene leka na gladno i nakon obroka. Ovaj model je primenjen s
ciljem identifikacije in vivo profila rastvaranja i apsorpcije nifedipina. Utvrdeno je da se
pouzdanija predvidanja apsorpcije dobijaju na osnovu in vitro profila kod kojih je u toku
12 sati ispitivanja rastvoreno vise od 45 % nifedipina, Sto je u skladu sa ¢injenicom da je
u fazi razvoja modela gastrointestinalne simulacije uzet u obzir presistemski metabolizam
nifedipina ¢iji je obim, prema literaturnim podacima, oko 45 %. Na osnovu in vitro
profilia okarakterisanih nepotpunim oslobadanjem nifedipina, koji su uoceni u fizioloski
zasnovanim medijumima, vodi i vodenim medijumima razli¢itih pH vrednosti, dobijeni
su simulirani in vivo profili okarakterisani nizim vrednostima Cnax | PIK u odnosu na
farmakokineticke profile uocene in vivo. Najveca sli¢nost simuliranog i in vVivo uoc¢enog
profila koncentracije nifedipina u plazmi, u oba ispitivana fizioloSka stanja, je dobijena

kada je kao ulazna funkcija primenjen eksperimentalno dobijen profil oslobadanja

nifedipina u vodi u aparaturi tipa cilindra sa povratnim kretanjem. Odli¢na predvidanja
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obima apsorpcije su dobijena i kada je kao ulazni profil za gastrointestinalnu simulaciju
primenjen profil oslobadanja nifedipina uo¢en u 1 % rastvoru NaLS u aparaturi sa
lopaticom. Profil koncentracija nifedipina u plazmi dobijen simulacijom na osnovu
profila oslobadanja uocenog u aparaturi sa proto¢nom ¢elijom, odslikava odlozenu pojavu
lekovite supstance u krvi (nakon 3 sata), $to je u skladu sa situacijom uoc¢enom in Vivo.
Sposobnost generalizacije modela gastrointestinalne simulacije potvrdena je uspesSnim
predvidanjem apsorpcije nifedipina iz hidrofilnih matriks tableta na osnovu
eksperimentalno dobijenog profila oslobadanja u 1 % rastvoru NaLS. Vrednosti
predvidenog stepena efekta hrane zasnovane na gastrointestinalnoj simulaciji ukazuju na
diskriminativni potencijal fizioloSki zasnovanih medijuma za identifikaciju efekta hrane

na apsorpciju nifedipina.

U ovom istraZivanju uspesno je primenjena validirana vestacka neuronska MLP mreza za
simulaciju apsorpcije nifedipina u uslovima primene leka na gladno i nakon obroka na
osnovu eksperimentalno dobijenih profila oslobadanja nifedipina iz preparata
(konvolucioni pristup), kao i za identifikaciju in vivo profila rastvaranja nifedipina iz
preparata na osnovu literaturnih in vivo podataka (dekonvolucioni pristup). Uticaj in vitro
profila oslobadanja kao ulazne funkcije za simulaciju apsorpcije je viSe izrazen u slucaju
modela vestacke neuronske mreze u odnosu na gastrointestinalnu simulaciju. Za razliku
od modela gastrointestinalne simulacije gde se pouzdanija predvidanja apsorpcije
dobijaju na osnovu in vitro profila koji pokazuju veci stepen rastvaranja nifedipina, u
slu¢aju MLP mreZze vecu sli¢nost sa in vivo uo¢enim vrednostima pokazuju in silico
profili simulirani na osnovu in vitro profila sa nepotpunim oslobadanjem, koji su
eksperimentalno dobijeni prilikom ispitivanja u fizioloski zasnovanim medijumima i vodi
u aparaturi sa proto¢nom ¢elijom. Dobijeni rezultati mogu se pripisati razlikama u samim
in silico modelima, odnosno uticaju farmakokineti¢kih i fizioloskih parametara (kao Sto
je stepen presistemskog metabolizma, vreme prolaska leka kroz razliCite delove
gastrointestinalnog trakta) koji su integrisani u model gastrointestinalne simulacije, dok u
metodologiji veStackih neuronskih mreza nisu uzeti u obzir prilikom modelovanja
procesa apsorpcije. Bez obzira na razlike u primenjenim in silico modelima, in vivo input

profili predvideni modelom gastrointestinalne simulacije i MLP mrezom pokazuju sli¢nu
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Kinetiku, kada se Kkoristi isti ulazni in vitro profil oslobadanja. Ocekuje se da se
sposobnost MLP mreze za simulaciju apsorpcije nifedipina iz matriks tableta moze
poboljsati izlaganjem mreZze veéem skupu podataka za ucenje koji bi obuhvatili
individualne in vivo profile koncentracija dobijene nakon primene razli¢itih formulacija

preparata sa modifikovanim oslobadanjem nifedipina.

Rezultati dekonvolucionog pristupa uspostavljanju in vitro — in vivo korelacije potvrduju
da se, pored konvencionalne farmakokineti¢ke analize, razvijeni in silico modeli mogu
uspesno Kkoristiti za identifikaciju profila rastvaranja nifedipina iz preparata in vivo, Sto
predstavlja osnov za razvoj biorelevantnih specifikacija za in vitro ispitivanje brzine
oslobadanja nifedipina na gladno, odnosno nakon primene obroka.

Visok nivo korelacije izmedu in vivo uocenih i in silico predvidenih profila koncentracija
nifedipina u plazmi dobijenih koris¢enjem modela gastrointestinalne simulacije postignut
je na osnovu profila oslobadanja nifedipina u vodi u aparaturi tipa cilindra sa povratnim
kretanjem. Konvolucioni pristup u slu¢aju metodologije MLP mreze ukazuje na najbolju
korelaciju simuliranih i stvarnih profila kada se kao in vitro input koristi profil

oslobadanja nifedipina u vodi u aparaturi sa proto¢nom ¢elijom.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da se razliciti in silico modeli mogu uspesSno koristiti u
cilju uspostavljanja in vitro — in silico — in vivo korelacije (IVISIVC). Na rezultate
simulacije znafajno uticu svojstva lekovite supstance i1 karakteristike farmaceutskog
oblika leka, primenjena in silico metodologija, kao i eksperimentalni uslovi primenjeni u
toku in vitro ispitivanja brzine rastvaranja lekovite supstance iz preparata. Tehnika
gastrointestinalne simulacije pokazuje prednost u pogledu predvidanja apsorpcije
pokazujucéi vecu sposobnost generalizacije u odnosu na model vestacke neuronske mreze.
Prednost ovog modela je pokazana primenom kako konvolucionog, tako i
dekonvolucionog pristupa uspostavljanju in vitro — in vivo korelacije, §to je znacajno sa
aspekta identifikacije biorelevantnih specifikacija za ispitivanje brzine oslobadanja
nifedipina iz ispitivanih preparata i primene uspostavljenog modela in vitro — in vivo
korelacije u razliCitim fazama razvoja 1 proizvodnje lekovitog preparata u cilju

obezbedenja kvaliteta, 1 posledi¢no efikasnosti i bezbednosti leka.
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