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Kratak sadrzaj

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

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

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

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

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

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

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

Eksperimentalni deo

Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz tableta

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

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

., 2 0.5
f, =50log {1#2(1@—2)} x100

n g

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

In silico predvidanje apsorpcije karbamazepina

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

A-B

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

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

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

Table I Summary of input parameters for CBZ gastrointestinal absorption

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

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

farmaceutski oblik

integral oblik!

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

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

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

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

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

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

Rezultati i diskusija

Ispitivanje brzine rastvaranja karbamazepina iz tableta

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

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

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

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

f, 67.00 64.47 51.60 44.16 38.61

In silico predvidanje apsorpcije karbamazepina

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

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

= = = simulirani profil bez optimizacije ASF vrednosti

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

60 vreme (h) 8

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

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

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

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

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

Predvidena Predvidena
Izracunata vrednost bez vrednost sa

Parametar vrednost optimizacije = optimizacijom e Eelios REe

. O .

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

Cornax 3.78 3.92 3.77 3.75 0.75 3.76 3.71

(pg/ml)

tmax () 6.00 3.40 43.33 6.10 167 700 16.00

PIKo .. (Mg -

i) 229.08 227.15 0.84 231.28 0og 22690  330.00

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

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

Duodenum 2.769 30.600

Jejunum 1 2.720 1.063

Jejunum 2 2.705 1.000

lleum 1 2.668 4.398

lleum 2 2.624 0.025

lleum 3 2.559 0.036

Cekum 0.066 0.198

In vitro-in vivo korelacija

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Figure 4 IVIVC plot for carbamazepine IR tablets

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

Medijum
voda

0.5% D1216
1% D1216
0.5% NaLS

1% NaLS

a

0.8031
0.8171
0.7956
0.8426
0.8194

-
0.9563
0.9636
0.9119
0.8454
0.7700

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

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

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

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

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