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1. UvOD

1.1. Nazalna primjena lijekova

lako se nazalna primjena lijekova tradicionalno koristi u lijecenju lokalnih bolesti
nosne sluznice, ona predstavlja i put primjene kojim je mogucée postici sistemski u¢inak. Zbog
mnogih prednosti takav nac¢in primjene lijeka sve se vise koristi u praksi. Medutim, postoje i
odredena ograniCenja koja treba uzeti u obzir pri razvoju terapijskih sustava za nazalnu

primjenu (Jadhav i sur., 2007).

Epitel nosne sluznice prekriven je mikrovilima pa ona ima veliku povrsinu §to je ¢ini
pogodnom za brzu apsorpciju lipofilnih lijekova. Subepitel je vrlo dobro prokrvljen te
osigurava sistemsku biorasopolozivost lijeka uz izbjegavanje prvog prolaska kroz jetru i
kemijske i enzimske razgradnje u probavnom sustavu. Ovaj nacin primjene je jednostavan i
neinvazivan pa je i adherencija prema terapiji olaksana (Ghori i sur., 2015). Moguce je postici
i direktan prijenos nazalno primijenjenog lijeka u sredis$nji zivéani sustav putem olfaktornog
neuroepitela (Talegaonkar i Mishra, 2004). Buduc¢i da nosna sluznica predstavlja prvu liniju
obrane respiratornog sustava od infekcija, nazalna primjena cjepiva protiv, primjerice, gripe
danas predstavlja dobru alternativu parenteralnoj primjeni te osigurava indukciju i sistemskog
i lokalnog imunosnog odgovora. Osim toga, nazalni put primjene cjepiva ne zahtijeva sterilnu
tehniku doziranja Sto predstavlja znacajnu prednost u nerazvijenim dijelovima svijeta

(Constantino i sur., 2007).

Medu ograni¢enjima nazalne primjene lijekova potrebno je istaknuti mukocilijarni
klirens. Taj nespecificni mehanizam ¢iS¢enja ogranicava vrijeme zadrzavanja lijeka na mjestu
primjene. Naime, 50% primijenjenog lijeka ukloni se navedenim mehanizmom iz nosne
Supljine za samo 15-20 minuta (Marttin i sur., 1998). Takoder, maksimalni volumen
otopine/suspenzije koji se moze primijeniti u nosnicu je 200 pL. U slucaju primjene veceg
volumena moze do¢i do curenja lijeka iz nosa ili niz grlo, Sto dodatno smanjuje
bioraspolozivost. Moguénost enzimske razgradnje jos je jedan od ogranicavajucih faktora
koje treba uzeti u obzir. Peptidi i proteini su podlozni razgradnji djelovanjem egzo- i

endopeptiaza prisutnih u nosnom epitelu (Grassin-Delyle, 2012).

Brzina i obim apsorpcije lijeka uvelike ovise o njegovim fizicko-kemijskim
svojstvima, kao $to su koeficijent raspodjele, pKa vrijednost, molekulska masa, veli¢ina

Cestica 1 topljivost. Prvi korak u apsorpciji je prolazak kroz sluz koja prekiva sluznicu, sto
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moze biti problemati¢no za vece Cestice. Nakon toga slijedi prijenos lijeka kroz sluznicu
transcelularnim 1 paracelularnim transportom, ovisno 0 svojstvima same molekule.
Transcelularnim prijenosom, odnosno prolaskom kroz epitelne stanice, apsorbiraju se
lipofilne molekule i molekule koje imaju odgovarajuce transportere. Nasuprot tome, prolazak
molekula ¢vrstim medustani¢nim vezama epitelnih stanica (tj. paracelularnim transportom)
spor je i pasivan (Ghori i sur., 2015). Posljedi¢no, pri nazalnoj primjeni hidrofilnih lijekova
velike molekulske mase s ciljem postizanja sistemske raspolozivosti, potrebno je Kkoristiti
promotore apsorpcije (Touitou i llum, 2013). S druge strane, kod lijekova molekulske mase
manje od 300 Da apsorpcija ne ovisi znacajno o fizicko-kemijskim svojstvima. Stupanj
ionizacije ima stanovit utjecaj na apsorpciju, s obzirom da je samo neionizirana frakcija
difuzibilna (Kaur i sur., 2015). Treba uzeti u obzir i osjetljivost nosne sluznice te potencijalni
iritiraju¢i ucinak nekih lijekova i ekscipijensa (Ugwoke i sur., 2005). Svojstva same
formulacije poput osmolalnosti, pH i viskoznosti takoder su od velike vaznosti (Jadhav i sur.,
2007). Dakle, pri razvoju terapijskih sustava za nazalnu primjenu postoje mnogi faktori koje
je potrebno razmotriti (Slika 1.).

Apsorpcijska barijera nosne sluznice
i

-Anatomija
-Fiziologija

]
Predodredeno: '
"
-Patofiziologija '

Lijek

Trijada nazalne dostave

Nosaé —— lijeka

Uredaj /

- W s

Nazalna primjena ’ i ’ Sistemska bioraspolozivost

Slika 1. Razmatranja pri razvoju nazalnih terapijskih sustava (preuzeto i prilagodeno prema
Ghori i sur., 2015)



Budu¢i da se nazalni put primjene uglavnom Koristi za terapiju lokalnih oboljenja, tim
putem se najcesée primjenjuju dekongestivi, antihistaminici i kortikosteroidi. Za lokalni
ucinak antihistaminika i kortikosteroida potrebne su relativno niske doze. Posljedi¢no, u
odnosu na oralnu primjenu ovih lijekova, nazalna primjena smanjuje rizik od sistemskih
nuspojava (Constantino, 2007). U slucaju sistemske primjene lijeka putem nazalne sluznice,
glavna prednost je brz pocetak djelovanja $to je korisno kod lije¢enja boli, migrene, erektilne
disfunkcije, insomnije, frigidnosti, valunga, mucnine, rigidnosti kod Parkinsonove bolesti,
kardiovaskularnih dogadaja te napadaja Alzheimera i multiple skleroze (Touitou i llum,
2013). U Hrvatskoj je, primjerice, odobren Imigran 20 mg sprej za nos koji sadrzi sumatriptan
I koristi se protiv napadaja migrene (Halmed, 2018). Osim toga, nazalna primjena predstavlja
alternativu oralnoj primjeni za lijekove koju imaju nisku oralnu bioraspolozivost i stabilnost,
poput proteina i peptida. Medutim, oni su velike polarne molekule, zbog ¢ega se slabo
apsorbiraju preko bioloskih membrana, pri ¢emu im se bioraspolozivost kre¢e od 1 do 2%
(Alagusundaram i sur., 2010). Posljedi¢no, raste potreba za novim i poboljsanim promotorima

apsorpcije (llum, 2012).

1.1.1. Gelovi za nazalnu primjenu

Gel je polucvrsti oblik koji se sastoji od najmanje dvije sastavnice, u kojem jedna od
njih stvara trodimenzionalnu strukturnu mrezu putem kovalentnih ili nekovalentnih interakcija
u mediju druge, koja je tekucina prisutna u znacajnoj koli¢ini (Rogovina i sur., 2008; Almdal i
sur., 1993). Gelovi za nazalnu primjenu razvijaju se s ciljem osiguravanja produljenog
zadrzavanja pripravka na sluznici. Pokazuju raznolika reoloska svojstva te mogu varirati od
viskoznih tekucina, kao $to su gelovi hipromeloze, metilceluloze, ksantan gume i kitozana, do
jako ¢vrstih gelova gelan gume, pektina i alginata. Zbog povecane viskoznosti smanjuje se
curenje pripravka iz nosa i niz grlo. Medutim, zbog istog razloga njihova je primjena otezana.
Naime, zbog svoje viskoznosti gelovi imaju loSa svojsta rasprostiranja, pa ¢e oni bez posebnih
tehnika primjene zauzimati samo usko podrucje na koje su direktno primijenjeni (Ghori i sur.,
2015; Kublik i Vidgren, 1998).



1.1.2. In situ gelirajuci sustavi za nazalnu primjenu

In situ gelirajuéi sustavi su razvijeni da bi se izbjegli problemi prisutni kod primjene
klasi¢nih gelova. Rijec je o sustavima koji su nisko-viskozne otopine koje se lako primjenjuju,
a u kontaktu s nosnom sluznicom geliraju razli¢tim mehanizmima (Madan 1 sur., 2009).
Bioadhezivna svojstva pomazu u oCuvanju kontakta izmedu sustava i mukoze. Nakon
geliranja dolazi do razgradnje i uklanjanja mukocilijarnim c¢is¢enjem. Ovo predstavlja
prednost jer to znaci da nije potrebno uklanjanje dozirnog oblika nakon primjene (Sreeja i
sur., 2014). Mehanizme geliranja mozemo podijeliti u tri glavne skupine. Zbog jednostavne
kontrole i prakti¢nosti termoreverzibilni gelovi su vjerojatno najviSe proucavani polimerni
sustavi reaktivni na okolinu. Prvi mehanizam je geliranje kao posljedica fizioloskog
stimulansa, poput temperature, pH i prisustva iona. Nadalje, formiranje gela moze biti
posljedica kemijskih reakcija poput ionskog umrezavanja i fotopolimerizacije. Zadnju
skupinu ¢ine fizicki mehanizmi koji se uglavnom temelje na bubrenju i difuziji (Kaur i sur.,
2015; Swammy i Abbas, 2012).

In situ gelirajuci sustavi imaju brojne prednosti, a neke od njih prikazane su na Slici 2
(Sreeja i sur., 2014). Tablica 1. donosi primjer istrazivanih in situ gelirajué¢ih sustava za

nazalnu primjenu.

Jednostavnost
primjene
S 2 Manje kompleksna
Poboljsanje “ Prednosti ; : e
bioraspolozivosti '- _prt_)!zuodnjal_ .
posljedicno smanjenje
troskova

Smanjenje doze
i frekvencije
doziranja

Slika 2. Prednosti in situ gelirajucih sustava (preuzeto i prilagodeno prema Sreeja i sur., 2014)



Tablica 1. Primjeri istrazivanih in situ gelirajucih sustava za nazalnu primjenu

Djelatna tvar

Razagilin

mesilat

Mometazon

furoat

Polimer

Poloksamer 407 i

Poloksamer 188 (1:1)

Carbopol 934 P
Kitozan

Gelan guma

Metoklopramid  Poloksamer 407

HCI

Carbopol 934P
Polietilen glikol

Cilj istrazivanja
Poboljasanje
terapije
Parkinsonove
bolesti
povecanjem
bioraspolozivosti i
dostave lijeka do
mozga

Razvoj novog
terapijskog
sustava za nazalnu
primjenu
mometazon
furoata s ciljem
poboljsanja ishoda
lijecenja
alergijskog rinitisa
Razvoj
mukoadhezivnog
in situ gelirajuceg
sustava s ciljem
smanjenja
mukocilijarnog
Klirensa i
poboljsane
bioraspolozivosti

lijeka

Komentar

Povecana
bioraspolozivost 1
dostava lijeka do
mozga bez
iritiracije nosne

sluznice

In vivo
ispitivanjima u
Zivotinja utvrden
vedi potencijal
razvijenog sustava
u odnosu na
klasi¢ne nazalne

suspenzije

Produljeno
zadrZavanje,
neiritabilnost i
povecana
bioraspoloZivost u
odnosu na oralno
primijenjenu

otopinu lijeka

Literatura

Ravi i sur.,
2015

Cao i sur.,
2008

Zaki i sur.,
2007



Venlafaksin

Inzulin

Ketorolak

trometamin

Metoprolol

tartarat

Sumatriptan

Lutrol F127

Kitozan

Polivinilalkohol

Pektin

Kitozan

Pluronic F127

Pluronic F127

Carbopol 934P

Povecanje
bioraspolozivosti

lijeka

Razvoj in situ
gelirajuceg
sustava za nazalnu

primjenu inzulina

Razvoj sigurnog i
bioadhezivnog in
situ gelirajueg
sustava za
sistemsku
primjenu lijeka
Smanjenje
mukocilijarnog
Klirensa i
posljedi¢no dulje
zadrZavanje na

sluznici

Razvoj terapijskog
sustava s
odgvorajué¢im
svojstvima za

nazalnu primjenu

Dokazana
netoksicnost za
nosnu sluznicu uz
povecanu
bioraspolozivost u
odnosu na oralne
formulacije
Utvrden
obecavajuci
ucinak na sniZenje
razine glukoze u
Krvi invitro i in
Vivo

Blagi iritirajuci
ucinak na nosnu

sluznicu

Metoprolol tartarat
ima intenzivan
metabolizam
prvog prolaska
(40-60%) koji se
ovim putem
primjene izbjegava
Povecano vrijeme
zadrZavanja 1
poboljSana
apsorpcija;
Znacajno
povecanje

permeabilnosti

Bhandwalkar
i Avachat ,
2013

Agrawal i
sur., 2010

Chelladurai i
sur., 2008

Gaikwad,
2010

Majithiya i
sur., 2006



Ondansetron

Salbutamol

sulfat

Dimenhidrinat

Pluronic F127
Hidroksipropilmetil

celuloza

Hidroksipropilmetil
celuloza

Natrijeva
karboksimetil
celuloza

Kitozan

Natrijev alginat

Gelan guma
Carbopol 934P

Razvoj nazalnog
terapijskog
sustava zbog
intenzivnog
metabolizma
lijeka prvim
prolaskom kroz
jetrui
posljedni¢no niske
bioraspolozivosti
Razvoj in situ
gelirajuceg
umetka s ciljem
zaobilaska prvog
prolaska kroz jetru

Razvoj nove
formulacije zbog
intenzivnog
metabolizma
lijeka prvim
prolaskom kroz
jetru i moguceg
gubitka lijeka

povracanjem

lijeka pri upotrebi
Carbopola u

koncetraciji >0,3%

Utvrdena
izrazenija
mukoadhezivnost i
smanjeno
rasprostiranje pri
vecoj koncentraciji
mukoadhezivnog

polimera

Najopseznije
oslobadanje lijeka
iz kitozanskih
umetaka;
Zadvoljavajuca
mukoadhezivna
svojstva uz
mogucnost
dostave lijeka kroz
12h

Stabilan,
neiritabilan i
efikasan sustav,
prakti¢an za
primjenu tijekom

voznje

Bhalerao i
sur., 2009

Farid i sur.,
2013

Belgamwar
i sur., 2009



Loratadin Poloxamer 407 Povecanje Stabilan i Singh i sur.,
Carpobopol 934P bioraspolozivosti  neiritabilan oblik s 2013

izbjegavanjem prikladnim

prvog prolaska mukoadhezivnim

kroz jetru svojstvima i
profilom

oslobadanja lijeka

1.2. Pektin

Pektini su klasa kompleksnih polisaharida koje nalazimo u stani¢nim stijenkama visih
biljaka gdje ¢ine treé¢inu suhe tvari. Uz rasSirenu upotrebu u prehrambenoj industriji gdje je
prisutan kao stabilizator, sredstvo za geliranje i uguséiva¢, pektin ima i sve znacajniju

primjenu u farmaceutskoj industriji (Thakur i sur., 1997) .
Struktura

Pektin je linearni polisaharid ¢iji sastav varira ovisno 0 izvoru i uvjetima izolacije
(Srivastava i Malviya, 2011). Homogalaktouronan (HG), ramnogalaktouronan | (RG-I) i
ramnogalaktouronan Il (RG-11) tri su glavna tipa polisaharida koji ¢ine pektin. HG ¢ini 65%
pektina, a rije¢ je o homopolimeru koji se sastoji od 100-200 ostataka D-galakturonske
kiseline (D-GalA) povezanih o-(1—4) glikozidnom vezom. Ova regija je poznata i pod
nazivom "glatka regija". HG ostaci su parcijalno metoksilirani na O-6, te mogu biti i O-
acetilirani na O-3 i O-2 (Mohnen, 2008). Udio metoksiliranih karboksilnih skupina naziva se
stupanj esterifikacije (engl. degree of esterification, DE) i predstavlja jedno od kljuc¢nih
svojstava za formiranje gela. Razlikujemo visoko metoksilirane pektine (engl. high methoxyl,
HM), ¢iji je DE>50%, i nisko metoksilirane pektine (engl. low methoxyl, LM), kojima je
DE<50% (Munarin i sur., 2012). Idu¢a domena, RG-I, sastoji se od ponavljaju¢e disaharidne
jedinice koju ¢ine L-ramnoza (L-Rha) i D-galakturonska kiselina [—2)-L-Rha-a-(1—4)-D-
GalA-a-(1—]n, pri ¢emu n moze biti vec¢i od 100. Od ramnoze se pruzaju postrani¢ni lanci
razli¢itih neutralnih Secera pa se ova regija naziva i "dlakavom regijom". U pravilu 20-80%
ostataka ramnoze je supstituirano pri ¢emu na C-4 moze biti vezan samo jedan ili ¢ak 50 i vise
glikozidnih ostataka $to rezultira velikom raznoliko$¢u (Chan i sur., 2017). Najc¢esce je rije€ 0

polimerima B-(1—4)-vezane D-galaktoze i a-(1—5)-vezanih L-arabinozil ostataka (Willats i



sur., 2001). RG-II ¢ini 10 % pektina i ima kompleksnu i konzerviranu strukturu koja se sastoji
od male srzi koju ¢ine a-(1—4)-D-GalA ostatci na koje su vezana 4 boc¢na lanca poznate
duljine koji se sastoje od 12 razli¢itih Secera povezanih s preko 20 razli¢itih veza (Mohnen,
2008; Willats i sur., 2001). Razumijevanje organizacije ovih domena je bitno, no unato¢ tome
njihov to¢ni prostorni raspored jo$ je predmet rasprava. U tipiénom modelu pektin je
predstavljen kao blok kopolimer u kojem se izmjenjuju "glatke" i "dlakave regije" (Slika 3.)
(Munarin i sur., 2012).

o malakturonska kiselina
s BAMNOZA
ol5alaktoza
s Arabinoza o
®<tall monoszaharidi

------

RG-| HGA RG-lI

Slika 3. Prikaz strukture pektina koja se sastoji od ramnogalaktouronan | (RG-1),
homogalaktouronan (HG) i ramnogalaktouronan Il (RG-11) domena (preuzeto i prilagodeno
prema Willats i sur., 2001)

Proizvodnja

Komercijalni izvori pektina su komina jabuke i kora citrusa ¢ijom ekstrakcijom
nastaju pektini razli¢itih svojstava. Ekstrakcija se uglavnom obavlja vru¢im razrijedenim
kiselinama pri pH od priblizno 2 i temperaturi od 70°C. Pektin koji se najcesce dobiva
industrijskom proizvodnjom je HM pektin s DE>70%, a LM pektin se proizvodi iz njega
deesterifikacijom. Jedan od glavnih nacina deesterifikacije je deesterifikacija uz amonijak pri
¢emu nastaje amidirani nisko metoksilirani pektin (engl. amidated low methoxyl, ALM) (May,
1990).



Svojstva

Pektin je topljiv u vodi pri ¢emu se njegove razrijedene otopine ponasaju kao
Newtonove tekucine. Pri umjerenim Kkoncentracijama one pokazuju pseudoplasticno
ponasanje koje postaje izrazenije s porastom koncentracije. Kada se pektin doda u vodu on se
brzo hidratizira uz nastanak grudica koje sadrze polusuhe dZepove i Cija ¢e daljnja hidratacija
biti jako spora. Do spontane razgradnje pektina dolazi procesima deesterifikacije i
depolimerizacije, pri cemu HM i LM pektini pokazuju razli¢itu stabilnost. Stabilnost ovisi 0
pH i temperaturi ¢ijim porastom dolazi do smanjenja viskoznosti i moguénosti geliranja. LM

pektin pokazuje bolju stabilnost ne samo u otopini, ve¢ i u suhom obliku (Srivastava i

Malviya, 2011; Sriamornsak, 2003).

Uz HM, LM i ALM pektine za prihvatljiv dnevni unos (engl. acceptable daily intake —
ADI) stoji oznaka "nije specificirano", $to znaci da je temeljem biokemijskih, kemijskih i
toksikoloskih podatka utvrdeno da je rije¢ o tvarima jako niske toksi¢nosti (JECFA, 2016) . U
SAD-u pektin ima i GRAS (engl. generaly recognised as safe) status, Sto zna¢i da je
prepoznat kao siguran (FDA, 2017), dok u Europi ima dodijeljenu E440 oznaku
prehrambenog aditiva (EFSA, 2017).

1.2.1 Geliranje pektina

Upravo je geliranje pektina klju¢no svojstvo na kojem se temelji njegova sve rasirenija
upotreba. Molekulska masa, stupanj i raspored esterifikacije intrinzi¢na Su svojstva koja
odreduju nacin 1 obujam geliranja te svojstva nastalog gela. Osim toga vanjski parametri
poput pH, prisutnosti suotapala, prisutnosti kationa i temperature takoder imaju znacajan

utjecaj na reoloska svojstva nastalog gela (Chan i sur., 2017).

HM pektin gelira pri pH<3,5 i masenoj koncentraciji Secera ili nekog drugog suotapala
preko 55% (Munarin i sur., 2012). Za nastanak gela odgovorne su nekovalentne interakcije,
odnosno hidrofobne i vodikove veze. Kod kiselog pH vecina karboksilnih skupina je u
neioniziranom stanju $to smanjuje privlacenje vode 1 odbojne sile izmedu inace negativno
nabijenih pektinskih molekula, a uloga Secera je dodatna dehidracija ¢ime se promicu
hidrofobne interakcije izmedu metilesterskih skupina. Budu¢i da broj hidrofobnih interakcija
ovisi 1 0 stupnju esterifikacije, s njegovim porastom dolazi do porasta brzine geliranja i

formiranja gela pri nizim koncentracijama Secera (Sriamornsak, 2003).
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S druge strane geliranje LM pektina odvija se u Sirokom pH rasponu, sa ili bez Secera, U
prisutnosti dvovalentnih kationa, prvenstveno kalcija. Taj proces slijedi takozvani "egg-box"
model (u doslovnom prijevodu model kutije za jaja) koji je prvotno predloZen za alginat. Prvi
korak je dimerizacija koja zapo¢inje vezanjem Ca?* iona za dva homogalaktouronanska lanca
uzrokuju¢i njihovo poravnavanje §to za posljedicu ima olakSavanje vezanja sljedeceg kalcija.
Dakle, dolazi do Ca?* ionima posredovanog stvaranja dimera kooperativnim povezivanjem
paralelno usmjerenih lanaca (Slika 4.), pri ¢emu je za stabilnost ovakve sekvencije potrebno
sudjelovanje barem Sest uzastopnih karboksilnih skupina na oba lanca. Prisustvo
metoksiliranih karboksilnih skupina ograniGava stvaranje ovakvih asocijacija pa se sa
smanjenjem stupnja esterifikacije povecava sposobnost geliranja. Osim elektrostatskih
interakcija i vodikove veze stabiliziraju stvaranje ovakvog kompleksa. Iduc¢i korak je

agregacija prethodno stvorenih dimera u tetramere, heksamere, itd. (Chan i sur., 2017).

Ionima posredovano
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Slika 4. Shematski prikaz vezanja Ca?*iona na poligalaktouronanske sekvencije pektina

(preuzeto i prilagodeno prema Chan i sur., 2017)

Nove studije ukazuju na postojanje drugih mehanizama geliranja LM pektina neovisnih o

kalciju kod niskog pH uslijed konformacijske promjene (Gilsenan i sur., 2000).
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ALM pektini geliraju pri nizim koncentracijama Kkalcija uz smanjenu sklonost
precipitaciji pri visim koncentracijama (May, 1990). Medutim, Capel i suradnici (2006) su u
svojoj studiji ukazali na odsustvo povezanosti amidacije i smanjene osjetljivosti na razine
kalcija, te snazno preferiranje geliranja pri niskom pH. Naime, u tim uvjetima dolazi do

stvaranja vodikovih veza izmedu amidnih skupina ALM pektina.

1.2.2. Upotreba pektina u farmaceutskoj industriji

Pektin je pronasao Siroku upotrebu ne samo u prehrambenoj industriji ve¢ i u
biomedicinskom podruc¢ju. On je prirodni profilaktik koji veze toksicne katione te Se pokazao
ucinkovitim u uklanjanju Zzeljeza i olova iz probavnog i disnog sustava. Smanjuje i vrijeme
potrebno za koagulaciju pa je koristan kod zaustavljanja krvarenja (Thakur i sur., 1997).
Postoje dokazi da snizava razinu kolesterola u dozama ve¢im od 6 g na dan (Brouns i sur.,
2012). Koristi se u pastilama kao demulcent i pomaze pri cijeljenju rana. Primjenjuje se i
protiv dijaree, a zbog imobilizacije hrane koristan je i u terapiji pretilosti (Srivastava i
Malviya, 2011).

U novije vrijeme razvija se sve viSe terapijskih sustava koji se temelje na pektinu.
Razlog su svojstva poput sigurnosti primjene, povoljne cijene, dostupnosti,
mukoadhezivnosti, stabilnosti pri niskom pH i specifi¢nih mehanizama geliranja ovisnih o pH
i prisustvu Ca?*. Razvijaju se razli¢iti farmaceutski oblici ukljucujuéi hidrogelove, filmove,
tablete, mikro- i nanocestice koje pokazuju mogucnost kontroliranog oslobodanja uklopljenog
lijeka (Mishra i sur., 2012). Zbog odsustva enzima potrebnih za razgradnju pektina u slini i
zelucu, do degradacije dolazi tek u debelom crijevu djelovanjem intestinalne mikroflore.
Mogucénost zastite od gastrointestinalnih enzima je bitna kod proteina i peptida zbog njihove
podloznosti razgradnji, dok je ciljano oslobadanje lijekova u debelom crijevu korisno kod
Crohnove bolesti, ulceroznog kolitisa i karcinoma crijeva (Liu i sur., 2003; Sriamornsak,
2003). Jo$ jedno zanimljivo svojstvo je sposobnost modificiranih pektina da se vezu na
galektin-3 i inhibiraju njegove funkcije. Galektin-3 je protein koji je ukljucen u progresiju
vise razlicitih vrsta tumora. Testiranja na zivotinjama su pokazala obecavajuce rezultate kod

nekoliko razli¢itih vrsta karcinoma (Nangia-Makker i sur., 2002).

U podrucju okularne primjene lijekova, istrazivanja s pektinskim nanocesticama
pokazala su odredene prednosti u odnosu na tradicionalne terapijske sustave. Vrijeme

zadrZavanja i bioraspolozivost uklopljenog lijeka su povecani, dok su neki negativni ucinci
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poput zamucenja vida smanjeni (Sharma i sur., 2011). Vaginalno su pektinski sustavi
koriSteni kao pomo¢ kod suhoce rodnice, ali i kao nosaéi lijekova (Valenta, 2005).
Bioadhezivne vaginalne tablete pripravljene iz smjese Carbopola 934 i pektina u masenom
omjeru 2:1 istrazivane su zajedno s nekim drugim kombinacijama polimera, pri ¢emu su
pokazale najbolju bioadhezivnost, svojstva bubrenja i najmanju redukciju pH u odnosu na

ostale istrazivane smjese (Baloglu i sur., 2003).
Nazalna primjena pektinskih sustava

Kod nazalnog puta primjene bioadhezivni in situ gelirajuci pektinski sustavi su dobra
alternativa klasi¢nim vodenim otopinama, pruzaju¢i dulje zadrzavanje na mjestu primjene i
mogucnost moduliranja oslobadanja lijeka. PecSys™ je patentirani terapijski sustav koji se
temelji na vodenoj otopini LM pektina koja gelira u kontaktu s nosnom sluznicom. Prikladan
je ne samo za nazalnu ve¢ i vaginalnu i okularnu primjenu. Gel se formira in situ kao
posljedica interakcije s kalcijevim ionima. Ovakav sustav osigurava produljeno zadrZavanje
na mjestu primjene i modificirani farmakokinetic¢ki profil s jo§ uvijek brzom apsorpcijom, ali
moduliranom vrSnom koncentracijom lijeka u plazmi u odnosu na primjenu klasi¢éne otopine
lijeka. PecFent® (Archimedes) je primjer proizvoda koji koristi PecSys tehnologiju za brzo i

efikasno lije¢enje napadaja maligne boli fentanilom (EMA, 2018; Watts i Smith, 2009).

1.3. Hi-antihistaminici

Histamin je jedan od glavnih medijatora upale 1 alergijskih reakcija koji svoje ucinke
ostvaruje preko specifi¢nih receptora (H1, Hz, Hs i H4). Hi-receptori su histaminski receptori
prisutni na endotelu, stanicama glatkih miSi¢a 1 Ziv€anim zavrSecima. Spadaju u
superporodicu s G-proteinom spregnutih receptora te sudjeluju u histaminom posredovanim
procesima poput vazodilatacije, poveCanja permeabilnosti krvnih zila, stvaranja edema,
vazokonstrikcije vec¢ih Zila, boli, svrbeza, peckanja, bronhokonstrikcije 1 kontrakcije

gastrointestinalnih misic¢a (Brunton i sur., ured., 2011).

Hi-antihistaminici su inverzni agonisti Hi-receptora. Naime, Hi-receptori postoje u
ravnotezi izmedu aktivnog i inaktivnog stanja, a vezanjem histamina stabilizira se aktivna
konformacija. Hi-antihistaminici ne antagoniziraju vezanje histamina, ve¢ se vezu na drugo
vezno mjesto i pomicu ravnotezu prema inaktivnom stanju. Dakle, oni djeluju na suprotan
nacin i njihove je ucinke lako predvidjeti iz poznavanja posljedica aktivacije Hi-receptora
histaminom. Vecina antihistaminika ima sli¢no djelovanje i terapijsku primjenu. Dijele se na
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prvu i drugu generaciju lijekova ¢ija su glavna razlika nuspojave. Prva generacija
antihistaminika ima snazno sedacijsko djelovanje i pokazuje neselektivnost prema
receptorima S$to uzrokuje antimuskarinske, antiserotoninske i anti-o-adrenergicke ucinke.
Prema strukturi dijele se na etanolamine, etilendiamine, alkilamine, piperazine, fenotiazine,
piperidine i triciklicke dibenzoksepine. Druga generacija ne prelazi krvno-mozdanu barijeru i
nema sedirajuéi u¢inak (Katzung i sur., 2012; Church DS i Church MK, 2011).

Klini¢ka primjena

Hi-antihistaminici se najceS$¢e koriste za prevenciju i lijeCenje simptoma alergijskih
reakcija. Oni su ucinkoviti kod rinitisa, urtikarije i konjunktivitisa pri ¢emu se njihovo
djelovanje temelji na supresiji uc¢inka histamina kao primarnog medijatora ovih procesa. S
druge strane, kod bronhijalne astme je uklju¢eno viSe medijatora pa je njihova u€inkovitost
ograni¢ena zbog ¢ega se ne koriste u monoterapiji. Nadalje, pomazu pri postizanju olak$anja u
terapiji kontaktnog i atopijskog dermatitisa te se koriste kao pomoc¢na terapija kod sistemske
anafilaksije. Nasuprot tome, nemaju terapijske vrijednosti u borbi protiv prehlade. Neki H:-
antihistaminici koriste se u terapiji kinetoze i vestibularnih poremecaja poput Menierove
bolesti. Takoder, zbog svog sedativnog ucinka nalaze se u razliitim OTC pripravcima za

lije¢enje nesanice (Brunton i sur., ured. 2011).
Farmakokinetika

Hi-antihistaminici dobro se apsorbiraju nakon oralne primjene. Vr$nu koncentraciju
postizu nakon 1-2 h pri ¢emu im uc¢inak uglavnom traje 4-6 h. Neki pokazuju dulje djelovanje
u intervalu 12-24 h. Prva generacija opsezno se raspodjeljuje u tkivima te prelazi i krvno-
mozdanu barijeru. Nasuprot tome, lijekovi druge generacije imaju manju liposolubilnost i
suspstrati su P-glikoproteina. Posljedi¢no, njihova penetracija u sredi$nji ziv€ani sustav je
ograniCena ili onemogucena. Supstrati su citokroma P450 1 izluCuju se u obliku metabolita.
Na trzistu postoje formulacije aktivnih metabolita hidroksizina (cetirizin), terfenadina
(feksonadin) i loratadina (desloratadin). Takoder, budu¢i da je nekoliko antihistaminika druge
generacije podlozno metabolizmu putem CYP3A4, oni imaju povecan potencijal ulaska u

terapijski znacajne interakcije (Katzung i sur., 2012).
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Toksi¢nost

Nuspojave Hs-antihistaminika su uglavnom posljedica neselektivnosti prema
receptorima s$to je karakteristika lijekova prve generacije. Sedacija je naceS¢a nuspojava, a
posljedica je prelaska krvno-mozdane barijere i djelovanja na Hi-receptore u srediSnjem
zivéanom sustavu. lako ona moze biti korisna, djeluje ometajuce na obavljanje svakodnevnih
radnji, $to ¢e se u kombinaciji s alkoholom ili drugim depresorima sredi$njeg ziv¢anog
sustava dodatno pogorsati. Zbog toga su antihistaminici s izrazenim sedativnim u¢inkom
kontraindicirani kod upravljanja vozilima i alatima. Moze do¢i i do brojnih drugih nezeljenih
uCinaka na srediS$nji ziv€ani sustav, ukljuCujuc¢i vrtoglavicu, zamucenje vida, euforiju,
anksioznost, tremor i nesanicu. Za smanjenje gastrointestinalnih nuspojava poput povracanja,
mucnine, konstipacije i proljeva, preporuca Se uzimanje lijeka uz obrok. Nadalje, neki
antihistaminici blokiraju muskarinske receptore §to za posljedicu ima antikolinergicke
nuspojave kao §to su retencija urina, kserostomija (suhoc¢a usta) i tahikardija. Blokada a-
adrenergiCkih receptora moze uzrokovati ortostatsku hipotenziju u podloznih pojedinaca, a
antiserotoninsko djelovanje uzrokuje poveéanje apetita. Takoder, moze doci do razvoja
alergijske reakcije na lijek, posebice nakon topikalne primjene. Terfenadin i astemizol su
antihistaminici druge generacije koji su povuceni s ameri¢kog trzista zbog sklonosti
interakcijama preko CYP3A4 i posljedi¢nog izazivanja smrtonosnih ventrikularnih aritmija.
Hi-antihistaminici prelaze placentu i izlu¢uju se u majc¢ino mlijeko zbog Cega je potreban
oprez kod primjene u trudnica i dojilja. Kod starijih osoba (>65 god.) i djece se zbog
nuspojava preporucuju antihistaminici druge generacije (Katzung i sur., 2012; Brunton i sur.,
ured., 2011). U klini¢kim studijama je dokazano da je kod primjene lijekova prve generacije

doslo do pogorsanja sposobnosti u¢enja kod djece (Gunn i sur., 2001) .

1.3.1. Prometazin

Prometazin je fenotiazinski derivat (Slika 5.) koji spada u prvu generaciju Hi-
antihistaminika. On ima znacajan sedativni u¢inak te pokazuje izrazenu antikolinergi¢ku
aktivnost i potentan je blokator a-adrenergickih receptora. Najcesce se koristi kao antiemetik
te je najuCinkovitiji antihistaminik u prevenciji bolesti putovanja. Koristan je u terapiji
mucnine i povracanja poslije kemoterapije i zraenja (Katzung i sur., 2012). Pokazalo se da
nakon neuspjele profilakse postoperativne mucnine i povra¢anja ondansetronom, znacajno
bolje rezultate ima prometazin nego ponovljena upotreba ondansetrona (Habib i sur., 2007).

Zbog sedirajuc¢eg ucinka moze se koristiti kao pomo¢ kod nesanice i preoperativni sedativ.
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Takoder, uzrokuje osjecaj olaksanja kad se koristi u terapiji pruritusa. On je potentniji lokalni
anestetik nego prokain, a u¢inak postize na isti nac¢in — blokiranjem natrijskih kanala. Odabire
se tek u slucaju alergije na standardne lokalne anestetike (Brunton i sur., ured., 2011). Koristi
se u ranim stadijima Parkinsonove bolesti gdje osigurava blago olaksanje kod simptoma poput
tremora, rigidnosti i sijaloreje (hipersalivacije). Pomaze i kod akutne miSi¢ne distonije
izazvane antidopaminergicima. Zbog svojih antikolinergickih i sedativnih karakteristika
koristi se i za olakSanje kaslja u kombinaciji s razli¢itim antitusicima i ekspektoransima
(Tripathi, 2013). Ne smije se koristiti u djece mlade od 2 godine zbog moguénosti izazivanja

fatalne respiratorne depresije (Starke i sur., 2005).

Prometazin je slaba lipofilna baza (pKa=9,1, logP=4,81) koja se dobro apsorbira nakon
oralne primjene (>80%). Medutim, zbog intenzivnog metabolizma prvog prolaska kroz jetru
ima nisku bioraspolozivost. Naime, dolazi do hidroksilacije prstena putem CYP2D6, N-
demetilacije putem CYP2B6 i S-oksidacije do sulfoksida. Prometazin pokazuje znacajno
vezanje za proteine plazme (93%), postize vr$nu koncentraciju za 1,5-4 h i ima vrijeme
polueliminacije od 16-19 h. Terapijske doze za odrasle su 10-25 mg (www.drugbank.ca;
Brunton i sur., 2011). Na trzistu postoje formulacije za oralnu, topikalnu, intravensku,
intramuskularnu i rektalnu primjenu (www.drugbank.ca). U Hrvatskoj ne postoje odobreni

pripravci s prometazinom (Halmed, 2018).

HsC _-CHs
N
CH,
N
s

Slika 5. Struktura prometazina (preuzeto s www.drugbank.ca)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nazalna primjena, zbog brojnih prednosti, predstavlja dobru alternativu klasi¢nim
putovima primjene razlic¢itih djelatnih tvari. Naime, specificne znacajke nosne sluznice
omogucuju brzu sistemsku apsorpciju lipofilnih lijekova molekulske mase manje od 1000 Da.
Zaobilazi se metabolizam prvog prolaska kroz jetru te enzimska i kemijska razgradnja u
probavnom sustavu. Zbog jednostavnosti i neinvazivnosti nazalne primjene povecana je
suradljivost pacijenata $to je osobito vazno u terapiji kroni¢nih bolesti. Moguénost direktne
dostave lijeka u srediSnji ziv€ani sustav predstavlja prednost u terapiji oboljenja poput
Parkinsonove i Alzheimerove bolesti. Ograni¢enja ovog puta primjene mogu se nadvladati
razvojem novih i pobolj$anih promotora apsorpcije te uklapanjem lijekova u nove terapijske
sustave (Ghori i sur., 2015; Hum, 2012; Illum, 2002).

In situ gelirajuéi sustavi su terapijski sustavi prikladni za primjenu na razlicite
sluznice. Primjenjuju se u obliku otopine/suspenzije niske viskoznosti koja prelazi u gel na
samom mjestu primjene uslijed promjene temperature, pH ili prisustva iona. Nazalna primjena
takvih sustava smanjuje gubitak lijeka zbog curenja pripravka iz nosa i omogucuje produljeno
zadrzavanje na nosnoj sluznici uz posljedicno smanjenje ucestalosti doziranja i vedu
raspoloZivost primijenjenog lijeka. S druge strane, izbjegnuta su ograni€enja klasi¢nih gelova
koja ukljuéuju oteZzanu primjenu i nedostatno rasprostranjivanje. In situ gelovi mogu osigurati
kontrolirano oslobadanje lijeka u ovisnosti o svojstvima nastale trodimenzionalne strukture
(Madan i sur., 2009; Kublik i Vidgren, 1998).

Pektin je biljni polimer ¢ija je vaznost nadisla tradicionalnu primjenu u prehrambenoj
industriji i koji se sve vise koristi i u biomedicinskom podru¢ju. Pektini se dijele s obzirom na
stupanj esterifikacije na visoko metoksilirane (HM) i nisko metoksilirane (LM), te ovisno o
tom svojstvu pokazuju razliite mehanizme geliranja. HM pektin gelira pri niskom pH i u
prisutnosti preko 55% suotapala, dok LM pektin pokazuje geliranje ovisno o koncentraciji
kalcija ili nekog drugog dvovalentnog kationa. Pektin ima brojne pozitivne ucinke na
zdravlje, a zbog svojih specificnih svojstava koristi se za oblikovanje novih farmaceutskih
sustava. Naime, osim ve¢ navedenih svojstava geliranja, pektin ima prednosti koje ukljucuju
sigurnost, mukoadhezivnost, otpornost na enzime gastrointestinalnog trakta i niski pH. To
omogucéuje razvoj sustava s kontroliranom i ciljanom dostavom lijeka. Razvoj nazalnih

farmaceutskih oblika s pektinom temelji se na ¢injenici da sluz koja prekriva nosnu sluznicu

.....
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situ gelirajucih sustava utemeljinih na LM pektinu predstavlja obecavajucu opciju (Mishra i
sur., 2012; Watts i Smith, 2009; Sriamornsak, 2003).

Prometazin je fenotiazinski antihistaminik prve generacije. Primarne u¢inke ostvaruje
blokadom djelovanja histamina preko Hi-receptora, ali zbog svoje neselektivnosti ima i
antikolinergi¢ku i anti-a-adrenergi¢ku aktivnost. NajceS¢e se koristi kao antiemetik te u
prevenciji bolesti putovanja. Osim toga, djeluje kao lokalni anestetik i sedativ te se moze
koristiti u terapiji alergije, Parkinsonove bolesti, akutne misi¢ne distonije i za olakSanje
simptoma kaslja. Dobro se apsorbira, no zbog intenzivnog metabolizma prvog prolaska kroz
jetru ima nisku bioraspolozivost. Nazalna primjena prometazina omogucuje zaobilaZenje
prvog prolaska kroz jetru i povecanje bioraspolozivosti, §to je preduvjet za postizanje uéinka
uz primjenu manjih doza lijeka. Nazalni put primjene prometazina najprikladniji je u lije¢enju
alergijskog rinitisa, a brzi pocetak djelovanja predstavlja prednost u terapiji mucnine i

povracanja (Tripathi, 2013; Brunton i sur., 2011).

Cilj ovog rada je razvoj pektinskog in situ gelirajuceg sustava za nazalnu primjenu
temeljem procjene utjecaja koncentracije pektina, prisustva Tween-a i manitola na reoloSka

svojstva, osmolalnost i/ili profil oslobadanja uklopljenog lijeka.

Specifi¢ni ciljevi:

e Pripremiti pektinske in situ gelirajuce sustave s prometazinom kao modelnim lijekom
e Ispitati utjecaj koncentracije pektina, prisustva lijeka, neionskog surfaktanta Tween-a
80 (kao solubilizatora) i manitola (kao sredstva za izotonizaciju) na:
o osmolalnost in situ geliraju¢eg sustava i in Situ gela nastalog nakon mijesanja
sa simuliranim nosnim fluidom (SNF) u volumnom omjeru 1:1
o reoloska svojstva in situ gelirajuceg sustava i in situ gela nastalog nakon
mijesanja sa SNF-om u volumnom omjeru 1:1
o |Ispitati profil oslobadanja lijeka iz in situ gela koristenjem Franzove difuzijske ¢elije i
SNF-a kao receptorskog medija
e Usporediti profil oslobadanja lijeka iz otopine i pektinskih in situ gelova razlicite

koncentracije pektina
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. MATERIJALI

U izradi ovog diplomskog rada koriSten je pektin (Amid CF 025-D, stupanj
esterifikacije 23-28%, stupanj amidacije 22-25%), doniran od tvrtke Herbstreith & Fox,
Njemacka. Kao sredstvo za izotonizaciju odabran je D(-) manitol (Sigma—Aldrich Chemie
GmbH, Njemacka). Kao solubilizator koristen je neionski surfaktant Tween 80 (Sigma-—
Aldrich Chemie GmbH, Njemacka). Prometazin (Sigma—Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)

je koristen kao modelni lijek.

Simulirani nazalni fluid (SNF) pripremljen je otapanjem 8,77 g natrijevog klorida
(NaCl, Kemig, Hrvatska), 2,98 g kalijevog klorida (KCI, Kemig, Hrvatska) i 0,59 g kalcijevog
klorida (CaClz, Sigma—Aldrich Chemie GmbH, Njemacka) u 1000 ml procisc¢ene vode.
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3.2. METODE

3.2.1. Priprema pektinskih in situ gelirajudih sustava

Hidratacijom pektina u procis¢enoj vodi tijekom 24 sata uz kontinuirano mijeSanje na
magnetskoj mijesalici (600 rpm) pripremljena je vodena otopina pektina u koncentracijama od
0,6 % (m/m) i 1,0% (m/m). Za sustave s prometazinom kao modelnim lijekom, prometazin je
rastrljan staklenim S$tapi¢em s neionskim surfaktantom Tween-om 80 pri masenom omjeru
2:1. Zatim je uz mijesSanje polako dodana otopina pektina ¢ime su pripremljeni pektinski in
situ geliraju¢i sustavi s prometazinom u koncentraciji od 0,05% (m/m). Sustavi su
izotonizirani dodatkom manitola u koncentraciji od 4% (m/m). Ostali uzorci pripravljeni su
istim postupkom izostavljaju¢i prometazin i Tween 80 i/ili manitol. U Tablici 2. prikazani su

pripremljeni sustavi.

Tablica 2. Sastav pripremljenih in situ geliraju¢ih sustava

Uzorak Pektin (%) Manitol Prometazin/Tween 80
PPM1 0,6 + "
PPM2 1,0 + +
PP1 0,6 - +
PP2 1,0 - +
PM1 0,6 + -
PM2 1,0 + -
P1 0,6 - -
P2 1,0 - -
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3.2.2. Ispitivanje reoloskih svojstava

Reoloska mjerenja provedena su na Anton Paar MCR 102 reometru (Anton Paar
GmbH, Austrija) spojenim s osobnim ra¢unalom na kojem su uz pomo¢ RheoCompass™

softvera prikupljeni podaci procesuirani i analizirani (Slika 6.).

Rotacijskim testom mjerena je viskoznost in situ geliraju¢ih sustava u ovisnosti o
gradijentu brzine smicanja (y) u podruéju od 0,1 do 100 s™* pri sobnoj temperaturi. Kao mjerno
tijelo koriSten je mjerni stozac CP50-1 (engl. cone plate, promjera 50 mm i nagibnog kuta 1°)
pri fiksnoj udaljenosti od donjeg mjernog tijela (ploce) koja iznosi 0,102 mm. Viskoznost (1,
Pa s) se ratuna kao omjer smi¢nog naprezanja (t, Pa) i gradijenta brzine smicanja (y, s?)
(jednadzba 1) (Picout i Ross-Murphy, 2003).

n=1y 1)

Provedeno je i oscilacijsko mjerenje utvrdivanja vremena geliranja (tge) (engl.
Gelation time test), gdje je odgovor in situ gelirajueg sustava pomijesanog sa SNF-om na
sinusoidno variraju¢e opterecenje promatran kao funkcija vremena. Prije mjerenja in situ
gelirajuci sustavi su na magnetskoj mijesalici mijeSani sa SNF-om u omjeru 1:1 tijekom jedne
minute, te su ostavljeni u mirovanju kroz isto vrijeme. Mjerenja su radena kroz 30 min pri
smi¢noj deformaciji od 0,6%, kutnoj frekvenciji (o) od 6,28 rad/s i temperaturi od 37°C.
Smi¢na deformacija prethodno je odredena testom promjene amplitude (engl. Amplitude
sweep) kojim je utvrdeno linearno viskoelasti¢no podrucje (engl. linear viscoelastic range,
LVE range), odnosno podru¢je u kojem viskoelasticni moduli nisu ovisili o smi¢noj
deformaciji. Koristeno je mjerno tijelo paralelna ploca PP50 (engl. parallel plate, promjera 50

mm), pri udaljenosti od donjeg mjernog tijela (ploce) od 0,500 mm.

Iz smi¢nog naprezanja i brzine smicanja odredeni su kompleksni modul smicanja
(G*), fazni kut (8), modul pohrane (G'), modul gubitka (G") i kompleksna viskoznost (n*).
Meduovisnost navedenih parametara prikazana je sljede¢im jednadzbama (Carlfors i sur.,
1998):

G'= G*cosd @)
G"=G*sind ©)
n*=G"o (4)
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S ciljem ispitivanja stabilnosti in situ gela proveden je oscilacijski test promjene
frekvencije (engl. Frequency sweep) kojim se ispituje ovisnost modula pohrane i modula
gubitka in situ gela o kutnoj frekvenciji. Gelovi su pripravljeni mije$sanjem in situ gelirajucih
sustava i SNF-a u volumnom omjeru 1:1 na magnetskoj mijesalici tijekom dvije minute,
nakon Cega su ostavljeni da se stabiliziraju kroz 20 minuta pri temperaturi od 37°C. Mjerenja
su radena u podruéju kutne frekvencije od 100 do 0,01 rad/s pri konstantnoj deformaciji iz
utvrdenog LVE podrucja. Koristeno je mjerno tijelo paralelna plo¢a PP50 pri udaljenosti od

donjeg mjernog tijela (ploce) od 0,500 mm.

il Kontrola motora
.ni'/
Detektor smicanja
L’
0 i 1 .
Vertikalno
podesavanje
F 9
[
E——
.l  Mjerenjes gornjom
plocicom cone tipa

% Senzor
naprezanja

Slika 6. Shematski prikaz modernog reometra (preuzeto i prilagodeno prema Picout i Ross-
Murphy, 2003)
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3.2.3. Odredivanje osmolalnosti

Osmolalnost in situ gelirajucih sustava i formiranih gelova odredivana je uz pomo¢
krioskopskog osmometra (Advanced® 3D3 Single-Sample Osmometer, Advanced
Instruments Inc., SAD) u Plivi Hrvatska d.0.0. Za mjerenje osmolalnosti uziman je volumen
uzoraka od 250 pL. Gelovi su pripravljeni mijeSanjem in situ geliraju¢ih sustava i SNF-a u

volumnom omjeru 1:1.

3.2.4. In vitro oslobodanje lijeka

U ovom radu su za ispitivanje profila oslobadanja lijeka koristene Franzove difuzijske
éelije (Slika 7.) koje su uz pomoé vodene kupelji termostatirane pri 37°C. Celije se sastoje od
donorskog i receptorskog odjeljka izmedu kojih je stavljena poliamidna membrana s porama
veli¢ine 0,45 pum (Sartolon®, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Njemacka). Receptorski
odjeljak (16 ml) ispunjen je SNF-om, te je kontinuirano mijeSan magnetskom mijesalicom. In
situ gelirajuci sustav s prometazinom (1 ml) nanesen je na membranu namocenu receptorskim
medijem. Uzorci volumena 0,5 ml uzimani su kroz 3 sata u odredenim vremenskim
razmacima, pri ¢emu je uzeti volumen nadoknaden jednakom koli¢inom svjezeg medija §to je
uzeto u obzir kod izracuna ukupne koli¢ine oslobodenog lijeka. Prikupljeni uzorci su
razrijedeni dodatkom 2 ml SNF-a nakon ¢ega im je odredivan sadrzaj lijeka UV-Vis
spektrofotometrom pri 249 nm. Usporedbe radi, na jednak nacin ispitan je i profil oslobadanja

prometazina iz vodene otopine. Sva mjerenja su radena u triplikatu.
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Slika 7. Shematski dijagram Franzove difuzijske ¢elije (preuzeto i prilagodeno prema Watts i
Smith, 2009)

3.2.5. Odredivanje koli¢ne in vitro oslobodenog lijeka

Koli¢ina oslobodenog prometazina odredena je spektrofotometrijski mjerenjem
apsorbancije pri valnoj duljini od 249 nm. Koristen je UV-Vis spektrofotmetar (UV-Visible
Spectrophotometer Cary 50 Probe, Varian, SAD). Za izradu bazdarnog dijagrama koristen je
niz vodenih otopina koncentracija prometazina od 1, 2, 3, 4, 6 i 8 pg ml™. Uzorci su radeni u

duplikatu, a kao slijepa proba koriStena je procis¢ena voda. Iz ovisnosti apsorbancije pri

249 nm o koncentraciji pripravljenih vodenih otopina prometazina izraden je bazdarni pravac.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Reoloska svojstva

4.1.1. Viskoznost pektinskih in situ gelirajuéih sustava

Viskoznost je svojstvo tekucina koje se moze definirati kao otpor prema tecenju, iz
Cega se moze zakljuciti da tekucine koje imaju nisku viskoznost pokazuju minimalni otpor i
dobra svojstva te¢enja, dok za one jako viskozne vrijedi suprotno (Fossen, 2016). Viskoznost
je kljucan parametar koji odreduje moguénost i profil rasprSivanja tekucih oblika (otopina i
suspenzija) medu kojima su i in situ gelirajuci sustavi (Pathan i sur., 2013). Takoder, ona
utjeCe i na stabilnost suspenzije §to ju ¢ini jednim od kritiénih formulacijskih parametara
takvih sustava (Trows i sur., 2014). Na Slici 8. prikazana je viskoznost in situ gelirajucih
sustava i pro¢iséene vode pri gradijentima brzine smicanja od 0,1 do 100 s, Pro¢iséena voda
je Newtonova tekucina pa pokazuje linearan odnos gradijenta brzine smicanja i smi¢nog
naprezanja. S druge strane, svi mjereni in situ geliraju¢i sustavi (pektinski sustavi s
prometazinom - PPM1 i PPM2, te pektinski sustavi bez uklopljenog prometazina - PM1 i
PM2) su pri nizim gradijentima brzine smicanja pokazali ne-Newtonovo, odnosno
pseudoplasti¢no ponasanje, $to znac¢i da im se viskoznost smanjuje s povecanjem gradijenta
brzine smicanja. Takvi rezultati su oc¢ekivani buduc¢i da je rije¢ o polimernim otopinama i
mogu se objasniti fleksibilnim isprepletenim molekulama koje se s porastom gradijenta brzine
smicanja otpetljavaju 1 orijentiraju u smjeru teenja fluida (Picout i Ross-Murphy, 2003). Ve¢
iznad gradijenta brzine smicanja od 1 s in situ gelirajuéi pektinski sustavi ponasaju se kao
proc¢iséena voda. Primijeceno je da sustavi koji imaju prividnu viskoznost iznad 76 mPa ne
mogu biti precizno dostavljeni koriste¢i standardne sprejeve za nos (Dua i sur., 1997).
Medutim, procijenjeno je da pri rasprSivanju nazalnih sprejeva gradijent brzine smicanja
iznosi od 24 000 do 240 000 s, sto znaci da se pektinski in situ gelirajuéi sustavi pripravljeni
u ovom radu mogu primijeniti rasprSivanjem u nosnu Supljinu, budu¢i da u tom podrucju
gradijenta brzine smicanja njihova svojstva odgovaraju svojstvima vode (Eccleston i Hudson,
2010).
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Slika 8. Ovisnost viskoznosti in situ gelirajucih sustava pripravljenih pri koncentraciji pektina
od 0,6% i 1,0% (m/m) s prometazinom/Tween-om 80 (redom PPM1, @ ; PPM2, ©), te bez
prometazina/Tween-a 80 (redom PM1, @ ; PM2, @), o gradijentu brzine smicanja. Kao
kontrolni uzorak kori$tena je pro¢is¢ena voda ( ®). Uzorci su izotonizirani dodatkom

manitola (4%, m/m). Mjerenja su provedena pri sobnoj temperaturi.

4.1.2. Oscilacijska mjerenja

lako su pripravljeni uzorci sli¢ne viskoznosti, nakon dodatka SNF-a pokazuju
znacajnije razlike u viskoelasticnom ponasanju. Rezultati oscilacijskih mjerenja prikazani su
na Slikama 9.-13. Vrijeme geliranja in situ geliraju¢ih sustava nakon dodatka SNF-a ispitano
je mjerenjem modula pohrane (G') i gubitka (G") u ovisnosti o vremenu pri 37°C. G', koji se
jo$ naziva 1 elasti¢éni modul, govori o sposobnosti zadrZzavanja oblika, dok G" ili viskozni
modul predstavlja sklonost te¢enju. U ovom istrazivanju je kao kriterij za tocku geliranja
uzeto sjeciste dviju krivulja (G'=G") pri kutnoj frekvenciji od 6,28 rad/s. S obzirom da je kod
svih uzoraka G'>G" za t>0 (Slika 9.), moze se zakljuciti da su bili gelirani ve¢ pri samom
pocetku mjerenja, $to ukazuje na veoma brzo umreZavanje lanaca pektina ionima Ca?*
prisutnim u SNF-u. Takva brzina geliranja nije iznenadujuca, te su Urias-Orona i sur. (2010)
zabiljezili sli¢ne rezultate u istrazivanju u kojem su koristili LM pektin u koncentracijama od

1% (tocka geliranja za 3 min) i 2% (tocka geliranja za 1 min).
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Slika 9. Ovisnost modula pohrane (G'; kvadrat) i modula gubitka (G"; trokut) in situ gelova s
prometazinom/Tween-om 80 pri koncentracijama pektina od 0,6% (m/m; PPM1, =) i 1,0%
(m/m; PPM2, ®) i manitola od 4%, (m/m), o vremenu. Kao kontrolni uzorci koristeni su in
situ gelovi bez prometazina/Tween-a 80 pri koncentraciji pektina od 0,6% (m/m) sa (PM1;

m 4%, m/m) i bez (P1; m) dodatka manitola. Mjerenja su provedena pri temperaturi od 37°C.

Faktor gubitka (tand) koristi se da bi se opisalo viskoelasti¢no stanje uzorka, a

izraCunava se prema jednadzbi 5 (Mezger, 2006):
G"/G' = tand (5)

U tocki geliranja faktor gubitka iznosi 1, a $to je njegova vrijednost manja, izraZenije je
elasti¢no ponasanje. PPM2 (koncentracija pektina 1%, m/m) na kraju mjerenja pokazuje tand
u iznosu od 0,001 $to znaci da je rije¢ o izrazito elasticnom gelu. S druge strane, sustavi s
0,6% pektina pokazuju ve¢i faktor gubitka, odnosno manju elasti¢nost sustava. Elasti¢nost
raste u nizu PM1 (tan6=0,533) <P1 (tan6=0,342) <PPML1 (tan4=0,225) <PPM2 (tan5=0,001)
(Slika 10.). Iz rezultata se moze iscCitati da sustavi s prometazinom i Tween-om 80 pokazuju
vecu elasticnost. Monge i sur. (2008) su primijetili da Tween 80 povecava inicijalno
umrezavanje polimera, ali da konac¢na viskoelasti¢na svojstva ne pokazuju znac¢ajnu razliku. |
prisustvo manitola pokazuje utjecaj na smanjenje tand. Fu i Rao (2001) su kao Secer koristili
saharozu koja je pokazala isti ucinak, §to je objasnjeno dodatnim OH skupinama koje
stabiliziraju umrezenu strukturu i poticu stvaranje vodikovih veza kojima se imobilizira

slobodna voda.
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Slika 10. Ovisnost faktora gubitka (tand) in situ gelova s prometazinom/Tween-om 80 pri
koncentraciji pektina od 0,6% (m/m; PPM1, A) i 1,0% (m/m; PPM2, A) i manitola od 4%,
(m/m), o vremenu. Kao kontrolni uzorci kori$teni su in situ gelovi bez prometazina/Tween-a

80 pri koncentraciji pektina od 0,6% (m/m) sa (PM1; A 4%, m/m) i bez (P1; ®) dodatka

manitola. Mjerenja su provedena pri temperaturi od 37°C.

Ovisnost modula pohrane i modula gubitka o kutnoj frekvenciji je poznata i kao
"mehanicki spektar", te je korisna za odredivanje ¢vrstoce nastalih gelova. Kod slabih gelova
postoji ovisnost o frekvenciji, a razlika izmedu modula pohrane i gubitka nije izrazena. S
druge strane, kod "pravih gelova" (engl. “true gels*) G' je ve¢i od G" tijekom cijelog
mjerenja, te je prakti¢ki neovisan o frekvenciji (Rao, 2014). PPM1 i PPM2 pokazuju upravo
takvo ponasanje prikazano na Slici 11., §to je u skladu s istrazivanjem u kojem je koristen LM
pektin istog proizvodaca (CU701, DE = 38%, Herbstreith & Fox) (Moreira i sur., 2014).
PPM2 je kao gel s najve¢om koncentracijom pektina, ve¢ pri vizualnom pregledu izgledao
najsnaznije geliran. To je potvrdeno reoloskim mjerenjima, jer isti uzorak pokazuje najveci

modul pohrane uz najmanji faktor gubitka.
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Slika 11. Ovisnost modula pohrane (G'; kvadrat) i gubitka (G"; trokut) in situ gelova s
prometazinom/Tween-om 80 pri koncentraciji pektina od 0,6% (PPM1, m/m; m) i 1%
(PPM2, m/m; m) i manitola od 4% (m/m), o kutnoj frekvenciji (o). Mjerenja su provedena pri

temperaturi od 37°C.

Mjerena je i kompleksna viskoznost gelova u ovisnosti o vremenu (Slika 12.) i
frekvenciji (Slika 13.). Ona se s vremenom ne mijenja znacajno, a veca je za in Situ gel s
visom koncentracijom pektina (1%, m/m; PPM2). S druge strane, njena vrijednost se smanjuje
s porastom frekvencije, odnosno gelovi pokazuju pseudoplasticno ponasanje koje je

zabiljezeno i u drugim ispitivanjima (Moreira i sur., 2014).
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Slika 12. Ovisnost kompleksne viskoznosti (n*) in situ gelova s prometazinom/Tween-om 80
pri koncentraciji pektina od 0,6% (m/m; PPM1, @) i 1,0% (m/m; PPM2, @) i manitola od
4%, (m/m), o vremenu. Kao kontrolni uzorci koriSteni su in situ gelovi bez

prometazina/Tween-a 80 pri koncentraciji pektina od 0,6% (m/m), sa (PM1; @ 4%, m/m) i bez

(P1; @) dodatka manitola. Mjerenja su provedena pri temperaturi od 37°C.
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Slika 13. Ovisnost kompleksne viskoznosti (n*) i faktora gubitka (tand) in situ gelova s
prometazinom/Tween-om 80 pri koncentraciji pektina od 0,6% (PPM1, m/m; @) i
1,0% (m/m; @) i manitola od 4% (m/m), o kutnoj frekvenciji. Mjerenja su provedena pri

temperaturi od 37°C.
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4.2. Osmolalnost

Osmolalnost je jedno od svojstava nazalnih formulacija koja utjecu na depoziciju i
apsorpciju lijeka te sigurnost primjene (Lee i Desai, ured., 2007). Iritiraju¢i u¢inak na nosnu
sluznicu moze se predvidjeti temeljem oslobadanja enzima laktat dehidrogenaze (LDH) iz
epitelnih stanica nosne sluznice. Istrazivanja su pokazala minimalan utjecaj hipertoni¢nih i
izotoni¢nih otopina na oslobadanje ovog markera, dok su otopine niske osmolalnosti pokazale
znacajno oslobadanje LDH iz nosnog epitela iz ¢ega se moze zakljuciti da su hipertoni¢ne i
izotoni¢ne otopine sigurnije za primjenu (Pujara i sur., 1995). S druge strane, hipertoni¢ne
otopine mogu uzrokovati smezuravanje stanica i smanjenje ili prestanak mukocilijarnog
klirensa (Dhakar i sur., 2011). Medutim, potrebno je jo$ istrazivanja da bi doslo do boljeg

razmijevanja ucinaka osmolalnosti i optimiziranja nazalnih formulacija (Bhise i sur., 2008).

Preporucena osmolalnost vodenih formulacija za dostavu lijeka preko nosne sluznice
je 290-500 mOsm/kg. Izotoni¢ne otopine su prikladne za kroni¢nu primjenu, dok se
hipertoni¢ne otopine mogu koristiti jednokratno i kod hitnih situacija. Hipotoni¢ne
formulacije nisu prikladne i treba ih izbjegavati (Bitter i sur., 2011). Prema FDA (2002)
osmolalnost treba ispitati u nazalnim pripravcima koji sadrze sredstvo za izotonizaciju ili

imaju naznacenu osmolalnost.

U ovom radu kao sredstvo za izotonizaciju koriSten je manitol. Njegova najveca
zabiljeZena koncentracija u kapima i sprejevima za nos je 4% (FDA, 2018), a vodena otopina
sa 5,07% (m/V) manitola je izoosmotska sa serumom (Rowe i sur., ured., 2006). Ispitana je
osmolalnost in situ gelirajucih pektinskih sustava sa i bez flutikazona/Tween-a 80 te sa ili bez
4% (m/m) manitola, prije i nakon dodatka SNF-a u volumnom omjeru 1:1. U Tablici 3.

prikazani su dobiveni rezultati. Osmolalnost SNF-a iznosi 358,5 mOsm/kg.
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Tablica 3., Osmolalnost in situ gelirajucih pektinskih sustava prije i nakon dodatka SNF-a u

volumnom omjeru 1:1.

Osmolalnost bez SNF-a Osmolalnost nakon dodatka
(mOsm/kg) SNF-a (mOsm/kg)

PPM1 2445 303,0
PPM2 257,5 311,0

PP1 23,0 191,0

PP2 34,0 209,0

PM1 242,0 295,5,0
PM2 257,0 308,5,0

P1 21,0 188,5,0

P2 30,0 206,0

Pektinski sustavi bez manitola su hipotoni¢ni s vrijednostima koje se kre¢u od
21,0 mOsm/kg za P1 (koncentracija pektina 0,6 %, m/m, bez uklopljenog prometazina) do
34,0 mOsm/kg za P2 (koncentracija pektina 1,0 %, m/m, s uklopljenim prometazinom).
Dakle, sam pektin nema znacajnu osmotsku aktivnost. Utjecaj lijeka je takoder zanemariv

buduci da su razlike u mjerenjima sa i bez prometazina svega nekoliko mOsm/kg.

Dodatak manitola kao sredstva za izotonizaciju, rezultira ocekivanim porastom
osmolalnosti. Primjerice, kod in situ gelirajuc¢ih sustava pri koncentraciji pektina od 0,6%
(m/m), dodatak manitola uzrokuje povecanje osmolalnosti za 221,0 i 221,5 mOsm/kg, redom
kod sustava bez i sa prometazinom. Buduéi da kod primjene in situ geliraju¢ih sustava na
nosnu sluznicu dolazi do mijesSanja istih s nazalnim fluidom i nastajanja gela in situ, izmjerena
je i osmolalnost smjese in situ geliraju¢ih sustava i SNF-a u volumnom omjeru 1:1. Rezultati
pokazuju da su sustavi s manitolom odgovaraju¢e osmolalnosti za nazalnu primjenu, te se u
tom smislu moze pretpostaviti nizak potencijal izazivanja iritacija te prikladnost za kroni¢nu

primjenu.
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4.3. Ispitivanje in vitro oslobadanja

Na Slici 14. prikazana je usporedba in vitro profila oslobodanja prometazina iz vodene
otopine i in situ geliraju¢ih sustava sa 0,6% (m/m; PPM1) i 1,0% (m/m; PPM2) pektina u
vremenskom intervalu od 180 min. Na kraju svakog eksperimenta Franzova difuzijska ¢elija
je rastavljena, a membrana vizualno ispitana. Do geliranja je doslo i kod PPM1 i kod PPM2,
zahvaljujuéi difundiranju Ca®* iona kroz poliamidnu membranu postavljenu izmedu in situ
gelirajuceg sustava u donorskom odjeljku i receptorskog medija (SNF-a) u receptorskom
odjeljku. Utvrdeno je da lijek ima bifazni profil oslobodanja iz vodene otopine i gela. Naime,
tijekom prvog sata lijek se oslobada brzo, a nakon toga slijedi sporija faza gdje nastupa plato.
Ocekivano, tijekom tri sata najviSe se lijeka oslobodilo iz otopine (80%). Brzina oslobadanja
prometazina iz pektinskih in situ gelova usporediva je s brzinom oslobadanja prometazina iz
otopine tijekom prvih 30 minuta, nakon ¢ega je oslobadanje iz in situ gelova blago usporeno.
U pravilu, viskoznost sustava/polimernog matriksa u koji je uklopljen lijek igra vaznu ulogu
kada je difuzija najsporiji korak pri oslobadanju lijeka. Odnos izmedu brzine difuzije
prometazina i viskoznosti sustava/polimernog matriksa moze se opisati Stokes-Einsteinovom
jednadzom. Prema njoj porast viskoznosti rezultira sporijim oslobadanjem lijeka, odnosno
manjim difuzijskim koeficijentom. Viskoznost PPM1 i PPM2 je veéa nego ona Ciste vode, a u
kontaktu s medijem za oslobadanje lijeka dolazi do geliranja $to znaci da bi trebalo do¢i do
usporenog profila oslobadanja lijeka (Charlton i sur., 2007). Medutim, budu¢i da su
zabiljezene razlike male, ne moZzemo re¢i da se mjerenja u potpunosti podudaraju s
navedenim tvrdnjama. Takoder, nije uocena razlika u brzini oslobadanja lijeka iz in situ
gelova pri razli¢itim koncentracijama pektina (0,6 vs 1,0%, m/m). Postoje i druge studije
sustava utemeljnih na hidrofilnim polimerima koje pokazuju neznatnu promjenu difuzije
lijeka kroz $irok spektar koncentracija polimera i viskoznosti polimernih sustava (Alvarez-
Lorenzo i sur., 1998; Smidt i sur., 1991). To je objasnjeno tvrdnjom da se makroskopske
kretnje sustava (viskoznost) ne podudaraju nuzno sa kretnjama na mikroskopskoj skali,
odnosno s difuzijom lijeka ("mikroviskoznost”) koja ovisi prvenstveno o veli¢inama pora
formiranog gela. Naime, pri niskim koncentracijama polimera, kao $to je to slu¢aj kod PPM1 i
PPM2, difuzija lijeka primarno ovisi o viskoznosti otapala, u ovom slucaju vode. Dakle,
moguce je da sustav ima visoku "makroviskoznost" uz nisku "mikroviskoznost", pri ¢emu ce
difuzija lijeka iz njega biti brza. Istrazivanja su pokazala da LM pektini pri geliranju formiraju
otvorenu mrezu s mnostvom velikih pora promjera oko 500 nm S§to podupire ovo objasnjenje
(Lofgren i sur., 2002).
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Slika 14. In vitro profil oslobadanja prometazina iz in situ gela pri koncentraciji pektina od
0,6% (m/m; a) i 1,0% (m/m; b). Usporedbe radi, prikazan je profil oslobadanja prometazina iz
vodene otopine pri istim eksperimentalnim uvjetima. Prikazane su srednje vrijednosti

kumulativne koli¢ine oslobodenog lijeka u ovisnosti o vremenu = SD (n=3).
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S.

ZAKLJUCCI

Pripremljeni su in situ geliraju¢i sustavi za nazalnu primjenu s prometazinom (0,05%,

m/m) kao modelnim lijekom, pektinom u koncentraciji od 0,6 i 1,0% (m/m), neionskim

surfaktantom Tween-om 80 (0,025%, m/m) kao solubilizatorom, te manitolom (4%, m/m) kao

sredstvom za izotonizaciju.

Pripremljeni in situ gelirajuci sustavi pokazuju pseudoplasti¢na svojstva, pri cemu im
je viskoznost pri gradijentu brzine smicanja koji odgovara rasprsivanju iz nazalnih
sprejeva priblizno jednaka viskoznosti vode.

Geliranje razvijenih pektinskih in situ gelirajucih sustava dogada se vrlo brzo,
neposredno nakon mijeSanja s SNF-om. Formirani gelovi pokazuju svojstva "pravih
gelova" s G' ve¢im od G" u ispitivanom rasponu kutne frekvencije (0,1-100 rad/s).
Kompleksna viskoznost formiranih gelova smanjuje se s porastom frekvencije,
odnosno gelovi su pseudoplasti¢ni.

Cvrstoca gela raste s porastom koncentracije pektina te s dodatkom Tween-a 80 i
manitola.

Sustavi s 4% (m/m) manitola prikladne su osmolalnosti za nazalnu primjenu. Pektin i
prometazin nisu znacajnije utjecali na osmolalnost.

Brzina oslobadanja prometazina iz pektinskih in situ gelova usporediva je s brzinom
oslobadanja prometazina iz otopine tijekom prvih 30 minuta, nakon ¢ega je
oslobadanje iz in situ gelova blago usporeno.

Nije uocena razlika u brzini oslobadanja prometazina iz in situ gelova pri razli¢itim
koncentracijama pektina (0,6 vs 1,0%, m/m), §to upucuje na vrlo poroznu

trodimenzionalnu strukturu formiranog pektinskog gela.
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7.  SAZETAK/SUMMARY

Nazalna primjena, zbog brojnih prednosti, predstavlja dobru alternativu klasi¢énim
putovima primjene razli¢itih djelatnih tvari. Posljedi¢no, razvijaju se novi nazalni terapijski
sustavi, medu kojima vazno mjesto zauzimaju in Situ gelirajué¢i sustavi. Takvi sustavi
primjenjuju se u obliku otopine/suspenzije te geliraju na mjestu primjene uslijed odgovora na
neki od fizioloskih stimulansa. Time se postize produljeno zadrzavanje lijeka na mjestu
primjene uz moguénost kontroliranog oslobadanja. S obzirom na prikladna svojstva geliranja,

pektin je jedan od vodecih polimera u izradi in situ geliraju¢ih sustava.

Cilj ovog rada je razvoj pektinskog in situ geliraju¢eg sustava za nazalnu primjenu
temeljem procjene utjecaja koncentracije pektina, prisustva Tween-a i manitola na reoloska
svojstva, osmolalnost i/ili profil oslobadanja uklopljenog lijeka. Kao modelni lijek odabran je
prometazin koji se primjenjuje nazalno u terapiji rinitisa, ali i protiv muénine i povracanja pri
¢emu nazalna primjena omogucuje brz pocetak djelovanja i znacajno povecanje

bioraspolozivosti.

Pripremljeni su in situ gelirajuc¢i sustavi s 0,6% (m/m) i 1,0% (m/m) amidiranog nisko
metoksiliranog pektina, 4% (m/m) manitola kao sredstva za izotonizaciju, 0,025% (m/m)
Tween-a 80 kao solubilizatora, te 0,05% (m/m) prometazina. Utvrdeno je da su in situ
gelirajuci pektinski sustavi pseudoplasti¢ni, te da pri gradijentu brzine smicanja koji odgovara
rasprsivanju iz nazalnih sprejeva imaju viskoznost slicnu viskoznosti vode. Nakon mijes$anja
sa simuliranim nazalnim fluidom pokazuju izrazito brzo geliranje, pri ¢emu su nastali gelovi
pseudoplasti¢ni, te imaju svojstva "pravih gelova" s modulom pohrane ve¢im od modula
gubitka u ispitivanom rasponu kutne frekvencije (0,1-100 rad/s). Cvrstoéa gela raste s
porastom koncentracije pektina te s dodatkom Tween-a 80 i manitola. Sustavi s manitolom
prikladne su osmolalnosti za nazalnu primjenu. Brzina oslobadanja prometazina iz pektinskih
in situ gelova usporediva je s brzinom oslobadanja prometazina iz otopine tijekom prvih
30 minuta, nakon cega je oslobadanje iz in situ gelova blago usporeno. Nije uoc¢ena razlika u
brzini oslobadanja lijeka iz in situ gelova pri razli¢itim koncentracijama pektina (0,6 vs 1,0%,
m/m), §to upucuje na vrlo poroznu trodimenzionalnu strukturu formiranog pektinskog gela.
Rezultati provedenog istraZivanja razjasnjavaju meduovisnost ispitivanih formulacijskih
parametara i kljucnih svojstava in situ geliraju¢ih pektinskih sustava te predstavljaju temelj za

daljnja istrazivanja u podrucju.
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Nasal drug delivery presents a good alternative to classical routes of administration
due to numerous advantages. Consequently, innovative nasal delivery systems are being
developed, among which in situ gelling systems are of significant importance. These systems
are instilled as solutions/suspensions, but once administered undergo in situ gelation in
response to different physiological stimuli. Such transformation prolongs the residence time
of the drug at the site of administration assuring also the possibility for the controlled release.
Due to its gelling properties, pectin represents one of the leading polymers in the design of in

situ gelling systems.

The aim of this study is to develop an in situ gelling pectin system for nasal delivery
based on the screening of influence of pectin concentration, presence of Tween 80 and
mannitol on the rheological properties, osmolality and/or release profile of the drug
entrapped. In this study promethazine was used as the model drug. It is administered nasally
for the treatment of rhinitis, but also in the therapy of nausea and vomiting considering that in

that case nasal delivery provides rapid response and significant increase in bioavailability.

In this study, in situ gelling systems consisting of amidated low methoxyl pectin
(0.6%, and 1.0%, w/w), mannitol as an isotonic agent (4%, w/w), Tween 80 as solubilizing
agent (0.025%, w/w) and promethazine (0.05%, w/w) have been prepared. In situ gelling
systems showed pseudoplastic behavior, with the viscosity similar to the viscosity of water at
standard nasal spray shear rates. After mixing with simulated nasal fluid, they gelled very
quickly, while formed gels showed pseudoplastic characteristics and behaved like "true gels"
with storage modulus being constantly higher than loss modulus at the angular frequency
tested range (0.1-100 rad/s). The gel strength increased with the increase of the pectin
concentration and with the addition of Tween 80 and mannitol. Systems with mannitol
showed the appropriate osmolality for the nasal application. Promethazine release rate from
the in situ gels was comparable to its release rate from the solution during the first 30 minutes
of release study, after which the release from in situ gels was moderately retarded. No
significant difference in the release rate between the in situ gels differing in pectin
concentration (0.6 vs 1.0%, w/w) was observed, indicating highly porous tridimensional
structure of the pectin gel formed. In conclusion, the results obtained in this study revealed the
relationship between the investigated formulation parameters and the key properties of the in
situ gelling pectin system and represent the basis for the further investigations within this
field.
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SUMMARY

Nasal drug delivery presents a good alternative to classical routes of administration due to numerous advantages.
Consequently, innovative nasal delivery systems are being developed, among which in situ gelling systems are of
significant importance. These systems are instilled as solutions/suspensions, but once administered undergo in situ
gelation in response to different physiological stimuli. Such transformation prolongs the residence time of the drug at
the site of administration assuring also the possibility for the controlled release. Due to its gelling properties, pectin
represents one of the leading polymers in the design of in situ gelling systems.

The aim of this study is to develop an in situ gelling pectin system for nasal delivery based on the screening of
influence of pectin concentration, presence of Tween 80 and mannitol on the rheological properties, osmolality and/or
release profile of the drug entrapped. In this study promethazine was used as the model drug. It is administered nasally
for the treatment of rhinitis, but also in the therapy of nausea and vomiting considering that in that case nasal delivery
provides rapid response and significant increase in bioavailability. In this study, in situ gelling systems consisting of
amidated low methoxyl pectin (0.6%, and 1.0%, w/w), mannitol as an isotonic agent (4%; w/w), Tween 80 as
solubilizing agent (0.025%, w/w) and promethazine (0.05%, w/w) have been prepared. In situ gelling systems showed
pseudoplastic behavior, with the viscosity similar to the viscosity of water at standard nasal spray shear rates. After
mixing with simulated nasal fluid, they gelled very quickly, while formed gels showed pseudoplastic characteristics
and behaved like "true gels" with storage modulus being constantly higher than loss modulus at the angular frequency
tested range (0.1-100 rad/s). The gel strength increased with the increase of the pectin concentration and with the
addition of Tween 80 and mannitol. Systems with mannitol showed the appropriate osmolality for the nasal
application. Promethazine release rate from the in situ gels was comparable to its release rate from the solution during
the first 30 minutes of release study, after which the release from in situ gels was moderately retarded. No significant
difference in the release rate between the in situ gels differing in pectin concentration (0.6 vs 1.0%, w/w) was
observed, indicating highly porous tridimensional structure of the pectin gel formed. In conclusion, the results
obtained in this study revealed the relationship between the investigated formulation parameters and the key properties
of the in situ gelling pectin system and represent the basis for the further investigations within this field.
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