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1. UVOD

1.1 Potencijal nazalne primjene lijeka

Nazalna primjena lijeka je neinvazivan nacin primjene koji se najvise koristi u lokalnoj
terapiji oboljenja sluznice nosa, a mogucnost sistemske apsorpcije osigurava potencijal
ovakve primjene i u lije€enju niza kroni¢nih i akutnih bolesti, koje zahtijevaju sistemsku

raspolozivost lijeka (Choudhary i Goswami, 2013).

Nazalna primjena lijeka je jednostavna i bezbolna, §to osigurava dobru adherenciju
bolesnika prema terapiji. Uslijed dobre prokrvljenosti sluznice nosa, nazalnom primjenom
moguce je posti¢i brzu apsorpciju 1 sistemsku raspolozivost lijeka uz brz pocetak djelovanja.
Za razliku od oralne primjene, izbjegava se i razgradnja u probavnom sustavu te prvi prolaz
kroz jetru. Sve to rezultira moguénos¢u primjene manje doze lijeka za postizanje Zeljenog
terapijskog ucinka. Zanimljiva je i moguénost izravne dostave nazalno primijenjenog lijeka u
sredisnji Zivéani sustav (SZS) preko olfaktornog neuroepitela. Razvoj odgovarajuéeg
nazalnog terapijskog sustava koji bi potencirao izravnu dostavu lijeka u SZS uvelike bi
olaksao lijecnje bolesti kao $to su Parkinsonova te Alzheimerova bolest (Arora i sur., 2002;

Choudhary i Goswami, 2013; Menzel i sur., 2016).

Prvi korak pri apsorpciji lijeka primijenjenog nazalno je prijelaz kroz sloj sluzi koja
prekriva nosnu sluznicu, a prijelaz je otezan za ve¢e molekule. Taj sloj je debljine od oko 5
um, a sastoji se uglavnom od vode (95 %), mucina (2 %), soli (1 %), razlicitih proteina (1 %)
kao S§to su albumin, imunoglobulini, lizosomi i laktoferin, te lipida (< 1 %). Navedeni sloj
sluzi bitan je kao prva linija obrane od udahnutih Cestica, bakterija i virusa, pruzajuci zastitu
samoj nosnoj sluznici, ali i nizim diSnim putovima. Sastoji se od dva sloja razlicite
viskoznosti: donji sloj (sol faza) i gornji sloj (gel faza). Razlika u viskoznosti tih slojeva bitna
je za pokretanje cilija koje se nalaze na povrSini epitelnih stanica i kretanje sloja sluzi koje se
naziva mukocilijarni klirens (MCC) (Ugwoke 1 sur., 2005). Epitelne stanice prekrivene su
nepokretnim mikrovilima koji povecavaju ukupnu povrSinu epitela, Sto je bitno za

transcelularni transport lipofilnih lijekova.



MCC je jedan od glavnih ograni¢enja nazalne primjene lijekova. Radi se o obrambenom
mehanizmu u nosnoj Supljini kojim se sluz s adheriranim ¢esticama prenosi do nazofarinksa i
nadomijesta novom sluzi svakih 20-30 min. Time se sprijeCava prolazak Stetnih Cestica i
mikroorganizama do plu¢a. Sluz se iz nazofarinksa dalje prenosi prema probavnom sustavu.
Nazalno primijenjeni lijekovi takoder su podlozni MCC-u, uslijed ¢ega im se skracuje vrijeme

zadrzavanja na mjestu djelovanja/apsorpcije (Arora i sur., 2002; Ghori i sur., 2015).

Jo§ jedan nedostatak ovakve primjene je ograni¢eni volumen formulacije koji se moze
primijeniti po nosnici te moze biti u rasponu od 25 do 200 pl. Tako mali volumen nuZzan je
zbog sprjeavanja curenja lijeka u nazofarinks te radi smanjenja iritacije sluznice nosa

(Choudhary i Goswami, 2013; Dale i sur., 2002).

Takoder, odrzavanje pH formulacije izmedu 4,5 1 6,5 bitna je stavka za sprjecavanje
iritacije sluznice, omogucavanje odrzavanja lijeka u neioniziranom obliku za apsorpciju,
sprjeCavanje rasta patogenih bakterija te odrzavanje fizioloskog cilijarnog kretanja

(Choudhary 1 Goswami, 2013).

Nakon prolaska kroz sloj sluzi, nazalno primijenjeni lijekovi apsorbiraju se transcelularnim
ili paracelularnim mehanizmom prijenosa. Transcelularnim putom (preko stani¢nih
membrana) prenose se lipofilne molekule, a preko staniéne membrane aktivnim prijenosom
prolaze 1 molekule koje imaju odgovarajuce transportere. Paracelularnim putom, odnosno
kretanjem izmedu stanica, prenose se hidrofilne molekule. Ovakav put prijenosa je spor i
pasivan, a primijecena je 1 slaba bioraspolozivost hidrofilnih lijekova molekulske mase vece
od 1000 Daltona. Za povecanje bioraspolozivosti hidrofilnih lijekova koriste se razliciti

pospjesivaci apsorpcije (Appasaheb i sur., 2013; Ghori i sur., 2015).

Razvoj terapijskog sustava za nazalnu primjenu ukljucuje detaljno poznavanje fizicko-
kemijskih svojstava djelatne tvari, ograniCenja nazalne primjene poput mukocilijarnog
mehanizma ¢iS¢enja te relativno malog volumena formulacije koji se moze primijeniti po
nosnici, ali 1 enzimske aktivnosti u nosnoj Supljini koja moZze inaktivirati odredene lijekove.
Formulacija mora biti prilagodene pH vrijednosti, osmolalnosti i viskoznosti kako bi bila

odgovarajuca za nazalnu primjenu (Thorat, 2016).

Slika 1. ukratko prikazuje najvaznije ¢imbenike koje valja razmotriti za uspjeSan razvitak

terapijskog sustava za nazalnu primjenu.
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Slika 1. Najvazniji ¢imbenici koji se moraju uzeti u obzir pri razvoju formulacije za nazalnu

primjenu (preuzeto i prilagodeno prema Bitter i sur., 2011).

Trenutno se nazalno najvise primjenjuju lijekovi s lokalnim uc¢inkom za lije¢enje razlicitih
oboljenja nosne sluznice kao $to su alergijski rinitis, kongestija i upale nosne sluznice. Za
takva stanja lokalno se koriste antihistaminici, kortikosteroidi, antikolinergici 1

vazokonstriktori (Ghori i sur., 2015).

Nazalna primjena lijekova s ciljem postizanja sistemske raspolozivosti nerijetko je izbor
kod stanja kod kojih je potrebno osigurati brzo djelovanje lijeka, kao na primjer u terapiji
boli. S tim u skladu nazalno se primjenjuju antimigrenici kao $to su sumatriptan, zolmitriptan,
ergotamin (Illum, 2002), ali i fentanil, opioidni analgetik za lijeCenje probijajuc¢e boli u
bolesnika s karcinomom (Bell i Butler, 2013). Nazalno se primjenjuju i peptidi koji, usprkos
maloj bioraspolozivosti, a zahvaljuju¢i velikoj potentnosti, ostvaruju terapijski ucinak nakon
nazalne primjene. Ograni¢enja nazalne primjene peptida pokuSavaju se rijesiti koriStenjem
razlicitih pospjeSivaca apsorpcije (Illum, 2012). Nazalno se primjenjuju i cjepiva uglavnom
protiv respiratornih infekcija, s obzirom da se takvim nacinom primjene postize i lokalni i

sistemski imunosni odgovor (Illum, 2002).



1.1.1. Gelovi kao terapijski sustavi za nazalnu primjenu

Gel je polucvrsti oblik koji se sastoji od dvije ili vise komponenti od kojih je jedna tekuca i
prisutna u vecoj koli¢ini i u kojoj druga komponenta ¢ini trodimenzionalnu mrezu kovalentno
ili nekovalentno povezanih molekula ili agregata. Gelovi, s obzirom na reoloska svojstva,
mogu varirati od viskoznih tekuéina koje, primjerice, ¢ine hemiceluloza, metilceluloza,
kitozan i ksantanska guma, do jako ¢vrstih gelova poput gelova gelan gume, pektina i alginata
(Ghori 1 sur., 2015; Ban i sur., 2018), te kao takvi mogu imati bolje biofarmaceutske znacajke
od konvencionalnih farmaceutskih oblika za nazalnu primjenu. Naime, najve¢i nedostatak
otopina i suspenzija kao konvencionalnih nazalnih farmaceutskih oblika je brzo uklanjanje iz
nosne Supljine mukocilijarnim klirensom. Svi oblici koji nisu mukoadhezivni imaju vrijeme
poluzivota od 15 do 20 min nakon primjene na nosnu sluznicu. Mukoadhezivni gelovi mogu
usporiti mukocilijarni klirens te produljiti zadrzavanje lijeka na mjestu primjene i tako mu
povecati bioraspolozivost. Sve to omogucava manju ucestalost doziranja i bolju adherenciju
pacijenata prema terapiji (Galgatte i sur., 2014; Ghori i sur., 2015). Takoder, konvencionalni
tekuc¢i oblici mogu curiti iz nosa u grlo, Sto uzrokuje gubitak lijeka i lo§ okus za pacijenta
(Ban i sur., 2018). No 1 kod nazalnih gelova nailazimo na probleme koji se ticu same njihove
primjene jer se vecina gelova ne moze lako primijeniti klasi¢nim sprejevima za nos. Razvoj in
situ gelirajucih sustava najbolje rjeSava taj problem jer su takvi sustavi prije primjene u obliku

tekucine, a stvaranje gela dogada se tek u dodiru s nosnom sluznicom.

Polimeri koji se najvisSe koriste u pripravi in situ geliraju¢ih sustava za nazalnu primjenu su
pektin, Carbopol, gelan guma, kitozan, poloksamer 1 etil (hidroksietil) celuloza. In situ
geliranje moze biti potaknuto razliitim mehanizmima. FizioloSki stimulansi koji poticu
geliranje mogu biti temperatura, pH ili prisutnost iona. Nadalje, mehanizmi geliranja
temeljeni na kemijskim reakcijama uklju¢uju fotopolimerizaciju te enzimsko i ionsko
povezivanje. Geliranje moze biti potaknuto i fizickim promjenama biomaterijala kao $to su

bubrenje ili difuzija otapala (Nirmal i sur., 2010; Ban i sur., 2018).



1.2. Gelan guma

Gelan guma je linearni, negativno nabijeni ekstracelularni polisaharid kojeg izlucuje
mikroorganizam Sphingomonas elodea (stari naziv je Pseudomonas elodea) (Zia i sur., 2018).
Zanimljiva je zbog svojih povoljnih fizicko-kemijskih svojstava i netoksi¢nosti, a poznata je
kao prehrambeni aditiv kojeg je odobrila americka Agencija za hranu i lijekove (engl. Food
and Drug Administration, FDA) 1 Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food

Safety Authority), pod nazivom E418 (Bacelar i sur., 2016).

Primjena gelan gume raSirena je u pripravi razliCitih farmaceutskih oblika, primjerice
oblika s produljenim oslobadanjem djelatne tvari (Agnihotri i sur., 2006), u pripravi
mikrosfera (Jana 1 sur., 2013) te u razli¢itim farmaceutskim i biokemijskim istrazivanjima kao
Sto su genska terapija (Goyal 1 sur., 2011), bioinZenjerstvo (Oliveira i sur., 2010) i sli¢no.
Materijali zasnovani na gelan gumi koriste se i u prehrambenoj i naftnoj industriji (Zia 1 sur.,

2017).

Struktura

Primarnu strukturu gelan gume (Slika 2.) ¢ini linearna ponavljajuca jedinica tetrasaharida
koja sadrzi polisaharidne osatatke glukoze, glukuronske kiseline i ramnoze: [—3)-f—D-
glukoza—(1—4)-pf—D—glukuronska  kiselina—(1—4)——D-glukoze—(1—4)—a—L-ramnoza—
(1—] (Sworn, 2009).

Postoje dva tipa gelan gume koji se razlikuju u stupnju acilacije:

e HA gelan guma (engl. high acil)-nativna gelan guma

e LA gelan guma (engl. low acil)

Nativni polimer je poznat pod nazivom HA gelan guma jer u svojoj strukturi sadrzi O-5-

acetilne 1 O-2-glicerilne skupine na (1—3)-vezanom glukoznom ostatku.

Najces¢e se za komercijalnu proizvodnju nativni polimer izlaze visokoj temperaturi i

alkalnom mediju pri ¢emu se dobiva LA gelan guma (Morris i sur., 2012; Mahdi i sur., 2016).
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Slika 2. Struktura HA gelan gume (A); struktura LA gelan gume (B): a-L-ramnoza, -D-
glukoza i B-D-glukuronat, u molarnim omjerima 1:2:1 (preuzeto i prilagodeno prema

Osmalek 1 sur. 2014).

Proizvodnja

Gelan guma se industrijski proizvodi u mediju koji sadrzi izvor ugljika, izvor duSika te
odgovarajuc¢e elemente u tragovima. Fermentiraju¢i medij se inokulira mikroorganizmima i
fermentacija se odvija u sterilnim uvjetima (Sworn, 2009). Najvazniji za dovoljnu
proizvodnju i Zeljena svojstva gelan gume je izvor ugljika, a za tu svrhu se mogu koristiti
glukoza, saharoza, manitol, fruktoza ili maltoza (u kombinaciji ili odvojeno). Koli¢ina izvora

ugljika obi¢no je 2-4 % mase medija.

Drugi najvazniji faktor je koli¢ina 1 vrsta izvora duSika. Uz minimalnu koli¢inu izvora
dusika primijecen je najvecéi doprinos gelan gume. Naime, vrsta i koncentracija izvora dusika
utjecu na tok prisutnog ugljika ili prema biomasi ili prema nastanku zeljenog produkta. Izvori
dusika mogu biti organski ili anorganski, a primije¢eno je da organski izvori dusika ubrzavaju
rast stanica mikroorganizama, a time 1 biosintezu gelan gume. lako je gelan guma
ekstracelularni polisaharid, rast stanica mikroorganizama povecava i proizvodnju gelan gume
Sto je objaSnjeno vezanjem gelan gume za stanice mikroorganizama u fermentiraju¢em mediju
koje potom bivaju okruzene i ,,zarobljene* ovim biopolimerom. Bujon s veéim prinosom

gelan gume je onda 1 viskozniji te je potreban odgovarajuci rotirajui sustav koji ¢e omoguditi
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dovoljnu opskrbu kisikom. U medij se dodaju 1 prekursori kao $to su Seceri nukleotid fosfata:
uridin-difosfat-glukoza (UDP-glukoza), timidin-difosfat-ramnoza (TDP-ramnoza), uridin-
difosfat-glukuronska kiselina (UDP-glukuronska kiselina). Pretpostavlja se da sinteza gelan
gume zahtjeva navedene aktivirane prekursore prije nego li se sastavi ponavljajuca jedinica. U
medij se dodaju i1 vitamini i aminokiseline koji pojaCavaju rast stanica mikroorganizama, a
time opet i proizvodnju gelan gume. Takoder, bitan faktor u proizvodnji je pH koji mora biti
izmedu 6,5 i 7,0 za optimalan rast stanica mikroorganizama. MijeSanje bujona u svrhu
osiguravanja ujednacenih uvjeta odvija se spiralnim rotorom pri 250 okretaja u minuti.
Temperatura proizvodnje je uglavnom 30°C, pri kojoj je uofen najve¢i rast stanica
mikroorganizama (Giavasis i sur., 2000; Prajapati i sur., 2013). Nakon fermentacije bujon se

pasterizira, a nativni oblik gelan gume se izolira taloZzenjem s alkoholom (Sworn, 2009).

1.2.1. Mehanizam geliranja

Primjena gelan gume zanimljiva je upravo zbog moguénosti stvaranja gelova u reakciji s

kationima, pri koncentraciji puno manjoj u usporedbi s ostalim hidrokoloidima.

Geliranje gelan gume je proces koji ima dva koraka (Slika 3.). U otopini zagrijanoj pri oko
80 °C polimer je u nasumi¢nom obliku klupka (engl. coil) te hladenjem prelazi u sredeni oblik
dvostruke uzvojnice (engl. double helix) §to je poznato pod nazivom ,,coil to helix transition
te je ovaj prijelaz termoreverzibilan (zagrijavanjem opet dolazi do prijelaza u oblik klupka).

Potom slijedi agregiranje dvostrukih uzvojnica (Oliveira i sur., 2010; Iurciuc i sur., 2016).

Slika 3. Postupni prijelaz vodene otopine gelan gume u gel (preuzeto i prilagodeno prema

Osmalek i sur. 2014).

Ovisno u stupnju acilacije mogu se stvarati gelovi razliCitih svojstava. Za HA oblik

karakteristi¢ni su mekani 1 elasti¢ni gelovi dok su za LA oblik karakteristi¢ni ¢vrsti 1 krti
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gelovi. Svojstva gelova su razlicita zbog toga $to HA oblik u svojoj strukutri ima acetilne 1
glicerilne skupine koje ograniCavaju agregaciju uzvojnica §to onda rezultira mekanim
gelovima. LA oblik stvara ¢vrs¢e gelove ovisno o temperaturi te vrsti i koncentraciji prisutnih

kationa (Grasdalen, Smidsrod, 1987; Iurciuc i sur., 2016).

Stabilniji gelovi gelan gume nastaju u prisutnosti monovalentnih i divalentnih kationa
(Slika 4.). Monovalentni kationi utjeu na geliranje tako Sto smanjuju elektrostatska odbijanja
izmedu ioniziranih karboksilnih skupina u lancima gelan gume. To omogucuje bolje
agregiranje dvostrukih uzvojnica i stabilniji gel. Kod nizih koncentracija monovalentnih

kationa stvaraju se slabi gelovi, dok porastom koncentracije nastaju ¢vrséi gelovi.

U prisutnosti divalentnih kationa do agregacije i geliranja dolazi stvaranjem kemijskih
veza izmedu divalentnog kationa i dvije karboksilne skupine (potje¢u od glukuronske kiseline
u strukturi gelan gume). Uz to, prisutan je i mehanizam smanjenja elektostatskih odbijanja
kao kod monovalentnih iona. Ipak, prema Morris i sur. (2012) prevelika koncentracija
divalentnih iona uzorkuje pretjeranu agregaciju i smanjenje jacine gela pa su najjaci gelovi
zapazeni pri priblizno jednakim stehiometrijskim omjerima divalentnih kationa i karboksilnih
skupina gelan gume. Divalentni kationi uspjesnije poticu geliranje gelan gume pa je tako za
gelove iste jacine potrebno dodati vece koncentracije monovalentnih nego divalentnih iona.

Na proces geliranja utjece i pH. Smanjenje pH rezultira smanjenjem negativnog naboja

polimera i elektrostatskog odbijanja medu uzvojnicama. Time se poti¢e agregacija uzvojnica i

stvaranje gela (Oliveira i sur., 2010; Morris i sur., 2012; Bacelar i sur., 2016).
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Slika 4. Model geliranja gelan gume predlozen od strane Robinson i sur. (1991)
U modelu znak ¢ oznacava katione koji poticu agregaciju dvostrukih uzvojnica gelan gume

(preuzeto i prilagodeno prema Morris i sur., 2012).

1.2.2. Upotreba gelan gume u farmaceutskoj industriji

Sto su biorazgradljivost, niska cijena te relativno jednostavna proizvodnja. lako se gelan guma
trenutno viSe koristi u prehrambenoj industriji, ¢injenica da stvara ¢vrste gelove cak i pri
niskoj koncentraciji te svojstvo mukoadhezivnosti ¢ine ju materijalom koji je obecavajuéi za
farmaceutsku industriju te se ve¢ Siroko koristi za pripravu farmaceutskih oblika s
modificiranim oslobadanjem uklopljene djelatne tvari. Takoder, prisutnost funkcionalnih
skupina u strukturi ¢ini ju podloznom razliitim modifikacijama koje mogu dodatno

poboljsati njezina svojstva (Prezotti i sur., 2014).

U Tablici 1. navedeni su primjeri terapijskih sustava temeljenih na gelan gumi.



Oralna primjena lijekova inace je najzastupljenija i jako dobro prihvacena od strane
pacijenata pa je tako i primjena gelan gume pri oblikovanju oralnih farmaceutskih oblika
najviSe istrazivana. Gelan guma se koristi kao sredstvo za raspadanje u oralnim
farmaceutskim oblicima trenutnog oslobadanja ili kao ekscipijens koji tvori matriks oblika s
odgodenim oslobadanjem. IskoriStena je i moguénost in situ geliranja gelan gume u doticaju s
ionima za proizvodnju granula i kapsula (Osmatek i1 sur., 2014). Istrazuje se i moguca
primjena oralnih in situ gelirajucih sustava koji bi omogucili kontrolirano oslobadanje lijeka u
zelucu, a oblici bi bili laksi za gutanje 1 time primjereniji za djecu, starije bolesnike 1 osobe s

disfagijom (Gohel 1 sur., 2009).

Primjena gelan gume u pripravi terapijskih sustava za okularnu primjenu rezultira
povecanjem bioraspolozivosti lijeka uslijed in situ geliranja i duljeg zadrzavanja na povrsini
oka. Naime, konvencionalni tekuci oblici brzo se eliminiraju fizioloskim procesima kao §to je
treptanje 1 lakrimacija. Gelan guma ne pokazuje toksi¢nost, moze se posti¢i izotonicnost i

dobro je podnosljiva za oko (Rozier i sur., 1989; Osmatek i sur., 2014).

Kod nazalne primjene gelan guma je zanimljiva za oblikovanje gelova i in situ geliraju¢ih
sustava kao mukoadhezivnih oblika. Takvi oblici pokazuju bolja svojstva od konvencionalnih
tekuc¢ih formulacija kod kojih nailazimo na probleme kao §to su slabo zadrzavanje na mjestu
primjene i curenje u grlo, Sto rezultira smanjenjem ucinkovitosti i/ili bioraspoloZivosti lijeka

(Mahdi 1 sur., 2015; Ghori 1 sur., 2015).
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Tablica 1. Primjeri terapijskih sustava temeljenih na gelan gumi

Nanocestice
(kitozana i gelan
gume)

Gel

Mikrocestice

Granule (gelan
gume i sluzi
sjemenki
komoraca)

Ketokonazol

Diklofenak

Metotreksat

Metformin

hidroklorid

Oralna

primjena

Topikalna

primjena

Oralna

primjena

Oralna

primjena

Razvoj u¢inkovitog nosaca za dulje
antifungalno djelovanje
ketokonazola

Usporedba komercijalno dostupnog
gela s diklofenakom i gela s 1 %
(m/m) 50:50 HA/LA gelan gume

Razvoj mikrocestica s uklopljenim
metotreksatom s ciljem nadilazenja
ogranic¢enja primjene metotreksata i
postizanja ciljanog oslobadanja lijeka
te vece raspolozivosti na mjestu
djelovanja bez povecanja doze
Razvoj mukoadhezivnih granula s
produljenim oslobadanjem, s
metformin hidrokoloidom kao

modelnim lijekom

Bolji ucinak nanocestica s ketokonazolom u

odnosu na prazne nanocestice ili sami lijek

Povecano prodiranje diklofenaka u kozu iz
gela pripravljenog s gelan gumom;
Utvrdena moguc¢nost jednostavnog
prilagodavanja svojstava gela variranjem
koncentracije gelan gume i iona

Utvrdena potencijalna in vivo primjenjivost
mikrocestica pripravljenih iz gelan gume s

uklopljenim metotreksatom

Produljeno oslobadanje lijeka in vitro
(tijekom 10 h);
Utvrdena mukoadhezivnost i produljeni

ucinak in vivo (u Stakora)

Kumar i sur.,

2016

Mahdi i sur.,
2016

Dhanka i sur.,

2018

Nayak i Pal,
2014
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Otopina gelan Paracetamol
gume (1 %)

Gelovi i filmovi Diklofenak natrij
Tablete Metoklopramid
Polisfere (gelan Simvastatin
gume i karagena)

Nazalni umetci Ondansetron
(kitozana i gelan  hidroklorid

gume)

Oralna

primjena

Transderma-

Ina primjena

Oralna

primjena

Oralna

primjena

Nazalna

primjena

Razmatranje potencijala postizanja
odgodenog djelovanja paracetamola
primjenom formulacija gelan gume i
natrijevog alginata in situ geliranjem
Razvoj novih transdermalnih oblika
koriste¢i gelan gumu kao gelirajuc¢i
agens, uz pospjesivace apsorpcije
Testiranje upotrebe gelan gume kao
sredstva za raspadanje u tabletama s
trenutnim oslobadanjem

Istrazivanje mogucnosti snizenja
serumskih lipida polisferama
pripravljenim od gelan gume i
karagena s uklopljenim
simvastatinom (polisfere su
pripremljene geliranjem u prisutnosti
iona i kovalentnim umreZavanjem)
Razvoj liofiliziranog nazalnog
umetka s ondansetron hidrokloridom
pripravljen iz polielektrolitnog

kompleksa kitozana i gelan gume

Nastajanje gela u zelucu zeca i Stakora koji
osigurava produljeno oslobadanje

paracetamola (kroz 6 sati)

Poboljsan transdermalni prijenos diklofenaka
tijekom 24 h u odnosu na komercijalno
dostupne oblike

Utvrden potencijal primjene gelan gume kao

sredstva za raspadanje u tabletama

Sporije oslobadanje lijeka iz polisfera
pripravljenih kovalentnim umrezavanjem u
odnosu na polisfere pripravljene geliranjem u
prisutnosti iona;

Ucinkovito snizavanje razine kolesterola i

triglicerida u Stakora s oba tipa polisfera

Poboljsana bioraspolozivost ondansetrona
nakon nazalne primjene u odnosu na oralnu
primjenu;

Utvrdena mukoadhezivnost razvijenih

Kubo i sur.,

2003

Carmona-
Moran 1 sur.,
2016

Shyani i sur.,

2009

Kulkarni 1 sur.,

2013

Sonje i

Mahajan, 2016
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In situ gelirajuci
sustav
(poloksamera i
gelan gume)

In situ gelirajuci

sustav

Mikrocestice
(gelan gume
oblozene
Skrobom i
pektinom)

In situ gelirajuci
sustav
(karbopola 934P i
gelan gume )

In situ gelirajuci
sustav (gelan

gume i HPMC )

Ketorolak

trometamin

Mometazon

furoat

Inzulin

Dimenhidrinat

Salbutamol sulfat

Nazalna

primjena

Nazalna

primjena

Oralna

primjena

Nazalna

primjena

Nazalna

primjena

Priprema in situ gelirajuCeg sustava
Cije je geliranje temeljeno na
prisustvu iona i promjeni
temperature

Priprema in situ gelirajuceg sustava i
provjera ucinkovitosti pri lijeCenju
alergijskog rinitisa

Razvoj mikrocestica za oralnu

primjenu inzulina

Razvoj mukoadhezivnog in situ
gelirajuceg sustava za nazalnu

primjenu antiemetika

Razvoj mukoadhezivnog in situ
gelirajuceg sustava za nazalnu

primjenu salbutamol sulfata

umetaka te prikladnost za nazalnu primjenu

Utvrdena dobra svojstva geliranja, dulje
zadrzavanje lijeka na sluznici te dobar

analgetski ucinak

Veca ucinkovitost in situ gelirajué¢eg sustava u
odnosu na suspenziju, bez iritacije nazalne
sluznice

Poboljsan hipoglikemijski u¢inak inzulina
uklopljenog u mikrocestice;

Zastita inzulina od razgradnje tijekom

inkubacije s enzimima

Utvrdena stabilnost, u¢inkovitost,
neiritabilnost i prakticnost primjene

razvijenog sustava

Utvrdena bolja terapijska ucinkovitost,
odgovarajuéi pH i svojstva gela te

neiritabilnost

Liisur., 2015

Caoisur.,

2009

Meneguin i

sur., 2018

Belgamwar i

sur., 2009

Salunke i Patil,
2016
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Hidrogel (gelan

guma) s

uklopljenim

nanocesticama

(lijek)

In situ gelirajuci

sustav

Mikrosfere

In situ gelirajuci

sustav

In situ gelirajuca

nanoemulzija

Natrijev aledronat

Skopolamin

Sildenafil citrat

Indometacin

Terbinafin

hidroklorid

Lokalna
primjena (u

kost)

Nazalna

primjena

Nazalna

primjena

Oftalmicka

primjena

Oftalmicka

primjena

Razvoj hidrogela s uklopljenim
nanocesticama natrijevog aledronata
s ciljem postizanja produljenog

oslobadanja lijeka

Razvoj novog terapijskog sustava i
provjera u¢inkovitosti sprjeCavanja

simptoma bolesti kretanja

Razvoj nazalnog terapijskog sustava
s ciljem zaobilaska prvog prolaska
kroz jetru

Razvoj in situ gelirajuceg sustava za
oftalmicku primjenu indometacina s
ciljem povecéanja okularne
bioraspolozivosti

Razvoj nanoemulzija s kontroliranim
oslobadanjem lijeka za lijeCenje

gljivicnog keratitisa

Utvrdena lokalna dostava lijeka s produljenim
jednoli¢nim oslobadanjem;
Postignuta inhibicija osteklasta bez utjecaja

na osteoblaste

Utvrdena sigurnost i neiritabilnost in situ
gelova; Postignuto znacajnije smanjenje
simptoma u usporedbi sa subkutanom i
oralnom primjenom skopolamina

Utvrdena dobra mukoadhezivna svojstva, nije

pokazana toksicnost

Pokazana terapijska ucinkovitost ex vivo;
Postignuto produljeno oslobadanje (tijekom 8

h)

Utvrden nastanak prozirnih, pseudoplasti¢nih
1 mukoadhezivnih in situ gelova sa sporijim
oslobadanjem lijeka; Neiritabilnost pokazana

in vivo

Kratice: HA - engl. high acil, LA - engl. low acil (gelan guma); HPMC - hidroksipropilmetilceluloza

Posadowska 1

sur., 2015

Cao i sur.,

2007

Shah i sur.,
2010

Balasubramani

am 1 sur., 2003

Tayel i sur.,

2013
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1.3. Melatonin

Melatonin ili N-acetil-5-metoksitriptamin je hormon koji nastaje iz triptofana i kod
sisavaca ga najviSe izluCuje epifiza, a luci se u manjoj mjeri i u drugim dijelovima organizma,
kao Sto su retina, probavni sustav, stanice koStane srzi, trombociti, limfociti te koza. U
normalnim uvjetima sinteza i1 luc¢enje iz epifize odvijaju se uglavnom navecer, odnosno u
tamnoj fazi ciklusa svjetla i tame. Hormon se ne skladisti u bitnoj koli¢ini nakon sinteze nego
se brzo oslobada u krv. Pocetak lu¢enja melatonina dogada se izmedu 21:00 i 22:00 h,
najveca koncentracija u krvi postize se izmedu 02:00 i 04:00 h, a smanjenje se javlja izmedu
07:00 1 09:00 h. To vecernje povecanje 1 jutarnje smanjenje koncentracije melatonina
oznacava ,bioloSku noc¢“, odnosno sluzi za reguliranje cirkadijanog ritma S$to mu je

najpoznatija bioloSka uloga (Arendt, 2014; Oliveira i sur., 2018).

Melatonin je po kemijskom sastavu indolamin, njegova biosinteza dogada se u 4 koraka i
prikazana je na Slici 5. Najprije dolazi do hidroksilacije L-triptofana u 5-hidrkoksitriptofan
koji se dekarboksilira u serotonin. Serotonin se acetilira do N-acetilserotonina koji se O-

metilira u melatonin.

OH
S-HIDROKSITEIPTOFAN

HoN OH Hol
Triptofan ha} \
hidroksilaza DOPA - OH
HyC dekarboksilaza /&
HaC o T
- . - HMN ;
N Hidroksiindol O-metil / SEROTONIN
o transferaza
e Arilalkilamin
GH‘CH:, oH N-acetiltransferaza
2 7
HMN HM
MELATONIIN N-ACETILSEROTONIN

Slika 5. Biosinteza melatonina (Preuzeto i prilagodeno prema Oliveira i sur., 2018).

FiziolosSke funkcije i upotreba melatonina

Najvaznija fizioloska funkcija melatonina je regulacija cirkadijanog ritma i sna. Melatonin
je somnogen - tvar koja poti¢e spavanje. Primarno djeluje vezanjem na melatoninske
receptore MT1, MT2 i MT3 (koji ima manji afinitet za vezanje melatonina). Receptori MT1 1
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MT?2 su povezani s G-proteinima, tocnije s G inhibitornim proteinima pa vezanje melatonina
na njih uzrokuje inhibiciju adenilat ciklaze te time nastanak cAMP-a $to dovodi do mijenjanja
stani¢nog signaliziranja i do pojave pospanosti. MT3 receptori su bitni za zastitu od stani¢nog

stresa te sudjeluju u regulaciji stani¢nog ciklusa (Pavi¢ i Zorc, 2013).

Melatonin pokazuje imunomodulatornu i jaku antioksidativhu aktivnost, te je jaci
antioksidans od vitamina C i E i pomaze u sniZzenju kolesterola u krvi. Ovakva antioksidativna
svojstva mogla bi pomo¢i u lijeCenju razlicitih bolesti, od primjerice ZeluCanih Cireva i
ulceroznog kolitisa pa sve do neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove i Parkinsonove
bolesti. Egzogena primjena uzrokuje i vazodilataciju te smanjuje krvni tlak kod pacijenata s
hipertenzijom uslijed vezanja na MT2 receptore, ali vezanje melatonina na MT1 receptore

uzrokuje vazokonstrikciju pa je to medudjelovanje dosta slozeno.

Primije¢en je i1 utjecaj melatonina na reproduktivni sustav u zivotinja i1 ljudi. Kod
pacijenata s mentalnim poremecajima kao Sto su depresija i bipolarni poremecaj, zabiljeZene

su nize koncentracije melatonina.

Preko MT1 1 MT2 receptora melatonin ima antiproliferativni u¢inak na razliite vrste
karcinoma, a potpuni mehanizam djelovanja jo$ nije utvrden (Chowdhury 1 sur., 2008; Pandi-
Perumal i sur., 2006). Melatonin takoder utjece i na sintezu, proizvodnju i djelovanje
steroidnih i nesteroidnih hormona, a primije¢eno je kako pozitivnho utjee na lucenje
prolaktina, a negativno na lucenje hormona rasta. Ukljucen je i u metabolizam kalcija i

fosfora preko paratiroidnih Zlijezda.

U Hrvatskoj je registriran lijek Circadin koji sadrzi melatonin, a indiciran je za primarnu
insomniju u ljudi starijih od 55 godina (Halmed, 2018). Primjena melatonina pokazala se
uspjeSnom kod prevencije ili lijeCenja jet lag-a, sindroma koji se javlja zbog poremecaja
cirkadijanog ritma uslijed promjena vremenskih zona (Herxheimer i Petrie, 2002) te kod
reguliranja cirkadijanog ritma u slijepih osoba i kod rada u no¢nim smjenama (Pavi¢ 1 Zorc,

2013).

Farmakokinetika i toksi¢nost

Oralno primijenjen melatonin potpuno se apsorbira u odraslih osoba, ali u starijih je

moguce smanjenje apsorpcije za 50 %. Podlijeze prvom prolazu kroz jetru gdje se
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metabolizira 85 % doze lijeka pa mu je bioraspoloZivost svega 15 % nakon oralne primjene.
Kinetika apsorpcije mu je linearna u rasponu doze od 2 do 8 mg (terapijska doza iznosi 2 mg

dnevno). Prisutnost hrane odgada apsorpciju melatonina.

U metabolizam melatonina ukljuc¢eni su CYP1A1, CYP1A2 te moguc¢e CYP2C19, a glavni
metabolit je neaktivni 6-sulfatoksi-melatonin koji se izluci iz organizma tijekom 12 h nakon
oralne primjene. Taj metabolit konjugira se sa sulfatom ili glukuronidom te se izlucuje
urinom. Maksimalna koncentracija lijeka je 3 do 4 puta veéa u Zena, no nikakve razlike u
farmakodinamici tj. djelovanju lijeka nisu primije¢ene (Halmed, 2018; Vijayalaxmi 1 sur.,

2002).

Melatonin primijenjen oralno uglavnom se jako dobro podnosi. Najces¢e nuspojave kao Sto
su pospanost tijekom dana, glavobolja i vrtoglavice, gotovo su se jednako javljale u osoba
koje su uzimale melatonin kao 1 u onih na placebu. Ostale moguée nuspojave su

razdrazljivost, mu¢nina, povracanje, blagi tremor i sli¢no.

Melatonin se smatra sigurnim za primjenu do 2 mjeseca u odraslih, a u nekim slucajevima
¢ak 1 do 9 mjeseci. U kra¢im studijama nije pokazan toksi¢an ucinak u djece, ali je upotreba
ipak upitna zbog utjecaja melatonina na razvoj. Za trudnice i1 dojilje se ne preporuca, a u

ve¢im dozama moze odgoditi ovulaciju (www.drugbank.ca).

1.3.1. Nazalna primjena melatonina

lako se melatonin inace primjenjuje oralno, slaba i promjenjiva bioraspolozivost uslijed
ekstenzivnog metabolizma prvim prolaskom kroz jetru potaknula je istrazivanja o

alternativnim putovima primjene (Zetner i sur., 2015).

BioraspoloZivost nazalno primijenjenog melatonina istrazivana je in vivo (u zeceva).
KoriStena je otopina melatonina u 40 %-tnom polietilenglikolu, s dodatkom natrijevog
glikolata ili bez njega. U oba slucaja postignuta je klinicki znacajna bioraspolozivost. Utvrden
je pozitivni utjecaj dodatka natrijevog glikolata na apsorpciju i bioraspoloZivost melatonina.
Brzina apsorpcije bila je velika te je vrSna koncentracija postignuta za 5 minuta (Bechgaard i

sur., 1999).

Istrazivane su i mikrosfere Skroba s melatoninom kao modelnim lijekom za nazalnu
primjenu gdje je in vivo (u zeeva) utvrdena brza apsorpcija i velika bioraspoloZivost (84 % u
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usporedbi s 15 %-tnom bioraspoloZivoséu nakon oralne primjene) s kontroliranim

oslobadanjem lijeka i duljim zadrZzavanjem na sluznici nosa (Mao i sur., 2004).

Istrazivano je poboljSanje topljivosti i nazalne apsorpcije melatonina koristenjem
inkluzijskih kompleksa melatonina 1 ciklodekstrina (hidroksipropil-f-ciklodekstrin 1
nasumi¢no metilirani B-ciklodekstrin). Zabiljezeno je linearno povecéanje topljivosti s
povecanjem koncentracije ciklodekstrina, a kod obe vrste ciklodekstrina primije¢eno je

poboljsanje nazalne apsorpcije melatonina (Babu i sur., 2008).

Ispitivan je 1 potencijal nanocCestica lecitina i1 kitozana kao transmukoznih nanonosaca
melatonina. Postignuto je kontrolirano oslobadanje melatonina koje je pozeljno kod lije¢enja
poremecaja cirkadijanog ritma. Suspenzija nanocestica koja je sadrzavala S45 lecitin i omjer
lecitina 1 kitozana 20:1 (m/m) nije uzrokovala toksiCan u¢inak na stanice, a postignuto je
povecanje permeabilnosti melatonina u usporedbi s otopinom. To¢an mehanizam ovakvog
poboljSanja transmukoznog prijelaza melatonina treba utvrditi dodatnim istrazivanjima

(Hafner 1 sur., 2009).

Povezanost nosne Supljine sa SZS-om preko olfaktornog neuroepitela zanimljiva je za
izravnu dostavu nazalno primijenjenih lijekova u mozak. Istrazivane su suspenzije melatonina
s Carbopolom, karboksimetilcelulozom i polietilenglikolom 400 (PEG 400). Permeabilnost in
vitro (EpiAirway™) bila je poveéana za uzorke melatonina s Carbopolom i
karboksimetilcelulozom u usporedbi s kontrolom (melatonin 1 PEG 400). ZabiljeZena je i veca
koncentracija melatonina u mozgu (u Stakora) za sve uzorke u usporedbi s intravenskom
primjenom $to pokazuje potencijal izravne dostave nazalno primijenjenog lijeka u mozak

(Babu i sur., 2011).

Razvijena je 1 formulacija melatonina s poloksamerom (Pluronic PF-127) sa ili bez PEG
400 1 PEG 15000 u obliku termoreverzibilnog gela za nazalnu primjenu za lijeCenje
poremecaja spavanja. Gelovi koji su sadrZavali PEG 400 pokazali su dobru bioadhezivnost na
nazalnoj sluznici ovce. U ispitivanjima provedenim u ljudi, gelovi za nazalnu primjenu
osigurali su brz pocetak djelovanja te usnivanje kroz 15 minuta, pokazujuéi znacajan

terapijski potencijal (Pisal 1 sur., 2014).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nazalna primjena lijekova prvi je izbor u lije¢enju oboljenja sluznice nosa, no predstavlja i
zamjenu za klasi¢ne putove primjene (primjerice oralnu i intravensku primjenu) lijekova s
ciljem postizanja njihove sistemske raspolozivosti. Nosna sluznica ima specificna svojstva
koja omogucuju dobru apsorpciju lipofilnih lijekova molekulske mase do 1000 Da 1 brz
pocetak djelovanja. Nazalna primjena zanimljiva je i zbog moguénosti direktne dostave lijeka
u sredisnji Ziv€ani sustav zaobilazenjem krvno-mozdane barijere (Jadhav i sur., 2007, Ghori i
sur., 2015, Ugwoke i sur., 2001). Problemi kod nazalne primjene jesu brzo uklanjanje lijeka s
mjesta primjene mukocilijarnim klirensom, ograni¢en volumen/koli¢ina farmaceutskog oblika
koji se mogu primijeniti po nosnici te slaba apsorpcija velikih i polarnih molekula. Apsorpcija
takvih molekula moZe se poboljSati ukljucivanjem pospjesSivaca apsorpcije te bioadhezivnih

tvari u terapijske sustave za nazalnu primjenu (Ilium, 2003; Karavasili i Fatouros, 2016).

In situ geliraju¢i sustavi omogucuju jednostavnu (trans)mukoznu primjenu lijekova uz
postizanje njihove vece ucinkovitosti/bioraspolozivosti. Mogu biti formulirani u obliku
otopine ili suspenzije koje geliraju na mjestu primjene uslijed promjene pH, temperature ili
prisutnosti iona. Niska viskoznost in situ geliraju¢ih otopina i suspenzija osiguravaju
mogucnost jednostavne primjene rasprSivanjem, a viskoelasticna svojstva gela osiguravaju
dulje zadrzavanje na mjestu primjene te posljedi¢no bolji u¢inak i/ili opsezniju apsorpciju

lijeka (Karavasili i Fatouros, 2016; Mura i sur., 2018).

Gelan guma je relativno novi polimer koji je zbog svojih povoljnih svojstava primjenu
naSao u prehrambenoj, farmaceutskoj i kemijskoj industriji. Gelan guma je biokompatibilna,
biorazgradljiva, netoksicna te stabilna pri poviSenoj temperaturi i niskom pH. Gelan guma je
egzopolisaharid kojeg izluCuje bakterija Sphingomonas elodea u procesu fermentacije, a
izgradena je od tetrasaharidne ponavljajuce jedinice a-L-ramnoze, dvije B-D-glukoze i B-D-
glukuronata. Po sadrzaju acilnih skupina razlikuju se LA (engl. low acil) i HA (engl. high
acil) gelan guma. Zanimljiva je zbog izrazenog svojstva geliranja, a mehanizam ukljucuje
stvaranje dvostrukih uzvojnica te agregaciju istth u trodimenzionalnu mrezu uslijed
kompleksiranja s kationima i stvaranja vodikovih veza. Gelan guma je jedan od polimera koji
se koriste u pripravi in situ gelirajuéih terapijskih sustava za (trans)mukoznu primjenu
(Sultana 1 sur., 2006; Prajapati i sur., 2013; Salunke 1 Patil, 2016; Zia 1 sur., 2018). Pri

nazalnoj primjeni, in situ geliranje takvih sustava potaknuto je prisustvom kationa na mjestu
19



primjene. Viskoelasti¢na svojstva gela definiraju vrijeme zadrzavanja formulacije na mjestu

primjene, ali i profil oslobadanja uklopljenog lijeka (Balasubramaniam i sur., 2003).

Melatonin (N-acetyl-5-metoksitriptamin) je hormon epifize koji prati izmjenu ciklusa
svjetlo/tama te se sintetizira i izluCuje vec¢inom tijekom noci. Najpoznatija uloga melatonina
je reguliranje cirkadijanog ritma i sna te sinkroniziranje tjelesnog ritma s okoliSem. Koristi se
u lijeCenju nesanice, u prevenciji i smanjivanju simptoma jet laga te za reguliranje
cirkadijanog ritma u slijepih osoba i kod rada u no¢nim smjenama. Melatonin se nakon oralne
primjene dobro apsorbira, ali podlijeze ekstenzivnom metabolizmu tijekom prvog prolaza
kroz jetru te mu je bioraspolozivost tek oko 15 %. Nazalnom primjenom melatonina zaobilazi
se prvi prolaz kroz jetru te povecava bioraspolozivost, zbog Cega se takav nain primjene
ispituje kao alternativa oralnoj primjeni melatonina (Chowdhury i sur., 2008; Reiter i sur.,

2010; Pavi¢ i1 Zorc, 2013; Bechgaard i sur., 1999).

Cilj ovog rada je ispitati primjenjivost gelan gume u pripravi in situ gelirajuéeg sustava za
nazalnu primjenu. Vrednovat ¢e se utjecaj koncentracije gelan gume i/ili prisustva manitola
(kao sredstva za izotonizaciju) na reoloSka svojstva, osmolalnost i profil oslobadanja
uklopljenog modelnog lijeka.

Specifi¢ni ciljevi:

e Priprema in situ geliraju¢ih sustava temeljenih na gelan gumi, s melatoninom kao
modelnim lijekom
e [spitivanje utjecaja koncentracije gelan gume, prisutnosti lijeka 1/ili manitola na:

- reoloska svojstva in situ gelirajueg sustava (viskoznost) i in situ gela
nastalog nakon mijeSanja sa simuliranim nosnim fluidom (SNF)
(viskoelasti¢nost) u volumnom omjeru 1:1

- osmolalnost in situ gelirajueg sustava i in situ gela nastalog nakon
mijesanja sa SNF-om u volumnom omjeru 1:1

. Ispitivanje utjecaja koncentracije gelan gume na profil oslobadanja uklopljenog

modelnog lijeka iz in situ gela
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1. Materijali

U izradi ovog diplomskog rada koriStena je gelan guma (Sigma-Aldrich, Phytagel Chemie
GmbH, Njemacka). Kao sredstvo za izotonizaciju koriSten je D(-)manitol (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Njemacka), a kao modelni lijek koriSten je melatonin (Sigma-Aldrich,

Narodna Republika Kina).

Simulirani nazalni fluid (SNF) pripremljen je otapanjem 8,77 g natrijevog klorida (NaCl,
Kemig, Hrvatska), 2,98 g kalijevog klorida (KCl, Kemig, Hrvatska) i 0,59 g kalcijevog
klorida (CaClz, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka) u 1000 ml proc¢iséene vode (Jurisi¢
Dukovski i sur., 2017).
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema in situ gelirajuéih sustava temeljenih na gelan gumi

Vodene otopine gelan gume u koncentraciji od 0,2 % (m/m), 0,4 % (m/m) i 0,6 % (m/m)
pripremljene su otapanjem gelan gume u prociS¢enoj vodi uz mijeSanje na magnetskom
mjeSacu pri temperaturi od 85°C tijekom 20 minuta (Salunke i Patil, 2016). In situ gelirajuc¢i
sustavi s melatoninom kao modelnim lijekom pripremljeni su otapanjem melatonina u
pripravljenim otopinama gelan gume, pri koncentraciji melatonina od 0,05 % (m/m).
Izotonizacija je provedena dodavanjem manitola u koncentraciji od 4 % (m/m). Ostali uzorci
pripremljeni su istim postupkom, ali su izostavljeni melatonin i/ili manitol. Prikaz

pripremljenih sustava dan je u Tablici 2.

Tablica 2. Sastav pripravljenih in situ gelirajucih sustava temeljenih na gelan gumi

Mel GM1 0,6 T +
Mel GM2 0,4 + +
Mel _GM3 0,2 n +
Mel_G1 0,6 - +
Mel G2 0,4 - +
Mel_G3 0,2 - +
GM1 0,6 + -
GM2 0,4 + _
GM3 0,2 + -
Gl 0,6 - -

G2 0,4 _ _

G3 0,2 - —
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3.2.2. Ispitivanje reoloskih svojstava

Reoloska mjerenja provedena su na Anton Paar MCR 102 reometru (Anton Paar GmbH,
Austrija) koji je spojen s osobnim racunalom, a podaci su obradeni i analizirani preko

RheoCompass™ softvera.

Viskoznost (1) in situ geliraju¢ih sustava u ovisnosti o gradijentu brzine smicanja (engl.
shear rate, y) mjerena je rotacijskim testom u podruéju y od 0,1 do 100 s pri sobnoj
temperaturi. Mjerni stozac CP50-1 (engl. cone plate, promjera 50 mm 1 nagibnog kuta 1°)
koriSten je kao mjerno tijelo pri fiksnoj udaljenosti od 0,102 mm od donjeg mjernog tijela,
odnosno donje ploce (Zecevi¢, 2018). Viskoznost (1, Pa s) racuna se kao omjer smic¢nog

naprezanja (t, Pa) i gradijenta brzine smicanja (y, s’) (jednadzba 1) (Acharya i sur., 2018):

n=uy (1

Oscilacijsko mjerenje utvrdivanja vremena geliranja (engl. Gelation time test, tgel)
provedeno je kroz 30 minuta pri smi¢noj deformaciji od 0,6 %, kutnoj frekvenciji (o) od 6,28
rad/s 1 temperaturi od 37°C. Koristeno je mjerno tijelo paralelna ploca PP50 (engl. parallel
plate, promjera 50 mm). Udaljenost od donjeg mjernog tijela iznosila je 0,500 mm. Uzorci su
pripravljeni mijeSanjem sa SNF-om u volumenom omjeru 1:1 tijekom jedne minute, potom su
ostavljeni bez mijeSanja jo§ jednu minutu i naneseni na donju plocu. Odgovor in situ

gelirajuceg sustava na sinusoidno varirajuée opterecenje promatran je kao funkcija vremena.

Smicna deformacija prethodno je odredena testom promjene amplitude (engl. Amplitude
sweep), a kao mjerno tijelo koriStena je paralelna plo¢a PP50, pri udaljenosti od donjeg
mjernog tijela (plo¢e) od 0,500 mm. Ovim testom definirano je linearno viskoelasti¢no
podrucje (engl. linear viscoelastic range) u kojem se viskoelasticni moduli ne mijenjaju s

promjenom smicne deformacije.

Iz smi¢nog naprezanja i brzine smicanja odredeni su modul pohrane (G'), modul gubitka
(G"), kompleksni modul smicanja (G*), fazni kut (8) 1 kompleksna viskoznost (n*) (Zecevic,
2018). Meduovisnost ovih parametara dana je jednadzbama (2), (3) i (4) (Carlfors i sur.,
1998).

G'=G*cosd (2)
G" = G*sind (3)
n*=G"0 4)
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3.2.3. Odredivanje osmolalnosti

Mjerenja osmolalnosti provedena su koridtenjem krioskopskog osmometra (Advanced®
3D3 Single-Sample Osmometer, Advanced Instruments Inc., SAD) u Plivi Hrvatska d.o.o.
Odredena je osmolalnost in situ geliraju¢ih sutava te gelova nastalih mijeSanjem in situ
gelirajuc¢ih sustava s SNF-om u volumnom omjeru 1:1. Volumen uzorka u kojem je mjerena

osmolalnost iznosio je 250 pl.

3.2.4. In vitro oslobadanje lijeka

In vitro profil oslobadanja melatonina iz in situ geliraju¢ih sustava odreden je koristenjem
Franzove difuzijske ¢elije (Slika 5.) sastavljene od donorskog i receptorskog odjeljka izmedu
kojih je postavljena poliamidna membrana veli¢ine pora od 0,45 pm (Sartolon®, Sartorius
Stedim Biotech GmbH, Njemacka). Receptorski odjeljak (16 ml) ispunjen je SNF-om
termostatiranim pri 37°C. SNF u receptorskom odjeljku konstantno je mijeSan magnetskom
mijesalicom /n situ geliraju¢i sustav s melatoninom (1 ml) nanesen je na membranu
namoc¢enu SNF-om. Uzorci SNF-a volumena 0,5 ml uzimani su tijekom 2 sata u definiranim
vremenskim razmacima. Volumen receptorskog odjeljka nadoknadivan je SNF-om nakon
uzorkovanja. Prikupljeni uzorci razrijedeni su dodatkom 2 ml SNF-a te je sadrzaj lijeka
odredivan UV-Vis spektrofotometrom (UV-Visible Spectrophotometer Cary 50 Probe,
Varian, SAD) pri 278 nm.

S ciljem utvrdivanja otpora membrane prema difuziji melatonina, na isti je nacin ispitana
difuzija melatonina iz vodene otopine, preko membrane, iz donorskog u receptorski odjeljak.

Sva mjerenja radena su u triplikatu.
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Slika 6. Prikaz Franzove difuzijske ¢elije (preuzeto 1 prilagodeno

http://permegear.com/franz-cells/)

prema
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4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Ispitivanje reoloskih svojstava

4.1.1. Viskoznost in situ gelirajuéih sustava temeljenih na gelan gumi

Viskoznost je definirana kao otpornost tekucéina tecenju. Kod pripravljanja farmaceutskih
formulacija viskoznost je svojstvo koje je bitno zbog osiguravanja odgovarajuceg mijesanja i
olakSavanja uporabe formulacije (Acharya i sur., 2018). Viskoznost je jedan od klju¢nih
faktora pri razvoju in situ geliraju¢ih sustava koji se primjenjuju rasprSivanjem. Naime,
potrebno je osigurati dovoljno nisku viskoznost kako bi se formulacija mogla rasprsiti, a da
nakon primjene dolazi do brzog geliranja potaknutog fizioloskim faktorima (Sto je u slucaju
nazalno primijenjene gelan gume prisutnost kationa u nazalnom fluidu). S druge strane,
¢vrstoca gela mora biti dovoljno velika kako bi se osiguralo dulje zadrZzavanje gela na mjestu
primjene i produljeno oslobadanje lijeka (Mahdi i1 sur., 2015). Na Slici 7. prikazana je
prividna viskoznost in situ gelirajucih sustava i prociS¢ene vode pri gradijentu brzine smicanja

(engl. shear rate) od 0,1 do 100 s™!.

ProciS¢ena voda je Newtonova teku¢ina pa pokazuje linearan odnos gradijenta brzine
smicanja i smi¢nog naprezanja. Netom nakon priprave in situ geliraju¢i sustav Mel GM1,
pripravljen pri najvecoj koncentraciji gelan gume (0,6 % m/m; Tablica 2.) pokazuje ne-
Newtonovo pseudoplasticno ponaSanje, S§to znac¢i da mu se viskoznost smanjuje s porastom
brzine smicanja. S obzirom na prilicno malu viskoznost razrjedenijih otopina gelan gume
(£0,4 % m/m) ve¢ pri malim brzinama smicanja, njithovo pseudoplasti¢no ponaSanje je manje
izrazeno, Sto je u skladu s literaturnim podacima (Carlfors i sur., 1998). Pseudoplasti¢no
ponasanje otopina gelan gume uobicajno je za polimerne otopine i objaSnjeno je
raspetljavanjem polimernih lanaca u otopini s povecanjem brzine smicanja, Sto omogucava

lak$e kretanje polimera u smjeru tecenja (Soong 1 Sheng, 1980).

Viskoznost in situ geliraju¢ih sustava povecava se proporcionalno koncentraciji gelan
gume u nizu Mel GM3 < Mel GM2 < Mel GMI, s tim da su uzorci Mel GM2 i Mel GM3
prilicno male viskoznosti. Takvi rezultati u skladu su s ocekivanjima 1 pripisuju se vecoj

interakciji polimernih lanaca u koncentriranijoj otopini gelan gume (Salunke 1 Patil, 2016).
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Svi mjereni uzorci imaju svojstva slicna prociS¢enoj vodi pri brzini smicanja iznad
10 s™! (Slika 7.), odnosno pokazuju pseudoplasti¢na svojstva. Smatra se da brzina smicanja u
sprejevima za nos iznosi priblizno 10°-10° s™' (Pennigton i sur., 2008) pa u tom rasponu svi

pripravljeni in situ geliraju¢i sustavi mogu biti primijenjeni rasprsivanjem.

Anton Paar RheoCompass
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..

Viskoznost 1 [mPa-s]
¢ 8

?

g

o

10 100

. Gradijent brzine smicanja y [1/s]

Slika 7. Prividna viskoznost in situ geliraju¢ih sustava s melatoninom (0,05 %, m/m)
pripravljenih pri koncentraciji gelan gume od 0,6 %, 0,4 % 1 0,2 % (m/m) (redom Mel GM1 e,
Mel GM2 e, Mel GM3e). Kontrolni uzorak je procis¢ena voda (e). Uzorci su izotonizirani

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

4.1.2. Reoloska svojstva in situ gelova temeljenih na gelan gumi

Dodatak SNF-a in situ geliraju¢im sustavima rezultira promjenom njihovih viskoelasti¢nih
svojstava. Vrijeme geliranja in situ geliraju¢ih sustava nakon dodatka SNF-a ispitano je
mjerenjem modula pohrane (G') i modula gubitka (G") u ovisnosti o vremenu pri 37°C (Slika
8.). Modul pohrane (G') govori o elasticnoj komponenti gela, odnosno o zadrzavanju oblika,
dok modul gubitka (G") govori o viskoznoj komponenti gela, odnosno njegovoj sklonosti
teCenju (Suri i Banerjee, 2006). U ovom istrazivanju kao kriterij za to¢ku geliranja uzeto je
sjeciSte dviju krivulja (G' = G") pri kutnoj frekvenciji od 6,28 rad/s. Za sve mjerene uzorke

vrijedi da je G' > G" za t > 0, Sto znaci da su gelirali prije pocetka mjerenja. Takvo vrijeme
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geliranja govori o brzom umreZavanju lanaca gelan gume u prisutnosti kationa iz SNF-a.
Dobiveni rezultati u skladu su s literaturnim podacima. Primjerice, Oliveira i suradnici (2009)
ispitivali su vrijeme geliranja 1 %-tne otopine gelan gume (/) u koju je dodana sol CaClz s
ciljem postizanja koncentracije od 0,03 % (m/V) u otopini, te su zabiljezili vrijednosti

vremena geliranja od oko 20 sekundi.

Sto je razlika izmedu modula G' i G" vecéa, to je izraZenija elastiéna komponenta uzorka,
odnosno veca je ¢vrstoca gela (Munizaga i Cénovas, 2005). Kod mjerenih in situ geliraju¢ih
sustava razlika izmedu G' i G" modula na kraju mjerenja iznosila je 519,68 Pa u sluc¢aju gelan
gume u koncentraciji od 0,6 % (m/m), 223,66 Pa za gelan gumu u koncentraciji od 0,4 %
(m/m) te 24,33 Pa za gelan gumu u koncentraciji od 0,2 % (m/m) (redom Mel GMI,
Mel GM2, Mel GM3; Slika 8.). Iz navedenih mjerenja vidljivo je kako ¢vrstoc¢a gelova raste

s povecanjem koncentracije gelan gume Sto je potvrdeno mjerenjem faktora gubitka

(tand; Slika 9.).

Anton Paar RheoCompass
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Slika 8. Ovisnost modula pohrane (G', kvadrat) i modula gubitka (G", trokut) in situ gelova s
melatoninom pripravljenih pri koncentraciji gelan gume od 0,6 % (m/m; Mel GM1m), 0,4 %
(m/m; Mel_GM2m) 10,2 % (m/m; Mel GM3m), o vremenu. Uzorci su izotonizirani

koriStenjem manitola (4 %, m/m). Mjerenja su provedena pri temperaturi od 37°C.
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Faktor gubitka (tand) kvantificira relativni doprinos elasticnog i viskoznog modula uzorka,

a izracunava se prema jednadzbi 5:
tand = G"/G' (5)

Vrijednosti faktora gubitka manje od 1 pokazuju da je uzorak u stanju gela, odnosno da je
elasti¢no ponasanje uzorka izraZenije od viskoznog (Suri i Banerjee, 2006). Sto je gel &vrséi,
to je vrijednost tand manja (za cvrste gelove je tand < 0,1) (Saha i Bhattacharya, 2010). Svi
mjereni uzorci imaju faktor gubitka manji od 1, $to pokazuje da se radi o sustavima u kojima
je elasti¢na komponenta veca od viskozne, dakle o gelovima (Slika 9.). Elasti¢nost, odnosno
¢vrstoca gelova raste u nizu Mel GM3 (tand = 0,801) <Mel GM2 (tano = 0,595) <
Mel GM1 (tand = 0,219), tj. s porastom koncentracije gelan gume (Galgatte i sur., 2014).
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Slika 9. Ovisnost faktora gubitka (tand) in situ gelova s melatoninom pripravljenih pri
koncentraciji gelan gume od 0,6 % (m/m; Mel_GM1 e), 0,4 % (m/m; Mel GM?2 @)10,2 %
(m/m; Mel_GM3 ), o vremenu. Uzorci su izotonizirani koriStenjem manitola (4 %, m/m).

Mjerenja su provedena pri temperaturi od 37°C.
Slika 10. prikazuje kompleksnu viskoznost (n*) in situ gelova temeljenih na gelan gumi u

ovisnosti o vremenu. Kompleksna se viskoznost ne mijenja znacajno u ovisnosti o vremenu, a

ocekivano je veca za uzorke s ve¢om koncentracijom gelan gume (Lorenzo i sur., 2013).
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Slika 10. Ovisnost kompleksne viskoznosti (n*) in situ gelova s melatoninom pripravljenih
pri koncentraciji gelan gume od 0,6 % (m/m; Mel GM1 o), 0,4 % (m/m; Mel GM2 @)10,2 %
(m/m; Mel_GM3 ), o vremenu. Uzorci su izotonizirani koriStenjem manitola (4 %, m/m).

Mjerenja su provedena pri temperaturi od 37°C.

U ovom radu kao modelni lijek u svrhu optimiranja formulacije koriSten je melatonin.
IstraZen je njegov utjecaj na vrijeme geliranja, faktor gubitka i kompleksnu viskoznost in situ
geliraju¢ih sustava pripravljenih pri razli¢itoj koncentraciji (0,2-0,6 %, m/m) gelan gume i

koristenjem manitola kao sredstva za izotonizaciju (4 %, m/m) (Slike 11.-13.).
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Slika 11. Modul pohrane (G', kvadrat) i modul gubitka (G", trokut) in situ gelova

pripravljenih pri razli¢itoj koncentraciji gelan gume: 0,6 % (A), 0,4 % (B) 10,2 % (C) (m/m),

sa (uzorci Mel GM1-3) i1 bez melatonina (GM1-3). Uzorci su izotonizirani koriStenjem

manitola (4 %, m/m). Mjerenja su provedena pri temperaturi od 37°C.
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In situ gelirajuéi sustavi pripravljeni pri koncentraciji gelan gume od 0,6 % (m/m) gelirali
su prije pocetka mjerenja, neovisno o sadrzaju lijeka (G' > G" za t > 0 za uzorke Mel GMI1
(sa melatoninom) i GM1 (bez melatonina); Slika 11.a). U slucaju in situ gelirajuéih sustava
pripravljenih pri koncentraciji gelan gume od 0,4 % 1 0,2 % (m/m) bez melatonina (redom
GM2 i1 GM3), vrijeme geliranja iznosilo je 0,67 min za GM2 (Slika 11.b) te 0,33 min za GM3
(Slika 11.c), dok je kod odgovaraju¢ih uzoraka koji sadrze melatonin (redom Mel GM?2 i
Mel GM3) geliranje nastupilo trenutno. Odgodeno geliranje GM2 i GM3 sustava upucuje na
zakljucak da bi daljnje snizavanje koncentracije gelan gume (< 0,2 %, m/m) moglo rezultirati
nedostatnim svojstvima geliranja na mjestu primjene, odnosno pri fizioloskoj koncentraciji
kationa u nazalnom fluidu (Pérez-Campos i sur., 2012, Miyoshi i1 Nishinari, 1999). Gelan
guma pri koncentraciji manjoj od 0,2 % (m/m) ispitivana je kao geliraju¢a tvar u razvoju in
situ geliraju¢ih sustava za nazalnu primjenu temeljenih na barem jo§ jednoj polimernoj

sastavnici, primjerice hidroksipropilmetilcelulozi (Salunke i Patil, 2016).

Slika 12. prikazuje utjecaj uklapanja melatonina kao modelnog lijeka na faktor gubitka
(tand) in situ gelova pripravljenih pri razlicitoj koncentraciji gelan gume. Za in situ gelove s
najve¢om koncentracijom gelan gume (0,6 % (m/m), sa (Mel GM1) i bez melatonina (GM1),
tand na kraju mjerenja iznosio je redom 0,219 i 0,402 (Slika 12.a). Moze se zakljuciti da je
uklapanje melatonina u takav sustav rezultiralo ve¢om elasticnos¢u tj. ve¢om ¢vrstocom gela.
In situ gelovi s manjom koncentracijom gelan gume (0,4 % 1 0,2 %, m/m) s uklopljenim
melatoninom bili su karakterizirani ve¢om vrijednos¢u tand, odnosno manjom elasti¢noséu
(¢vrsto¢om), u odnosu na gelove bez melatonina (Mel GM2 vs GM2 0,592 vs 0,404, Slika
12.b; Mel GM3 vs GM3 0,801vs 0,393, Slika 12.c).

Slika 13. prikazuje utjecaj uklapanja melatonina kao modelnog lijeka na kompleksnu
viskoznost in situ gelova pripravljenih pri razli¢itoj koncentraciji gelan gume. Kod svih

mjerenih uzoraka uoceno je smanjenje kompleksne viskoznosti uklapanjem melatonina.
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Slika 12. Faktor gubitka (tand) in situ gelova pripravljenih pri razli¢itoj koncentraciji gelan

gume: 0,6 % (A), 0,4 % (B) 1 0,2 % (C) (m/m), sa (uzorci Mel GM1-3) i bez melatonina

(GM1-3). Uzorci su izotonizirani koriStenjem manitola (4 %, m/m). Mjerenja su provedena pri

temperaturi od 37°C.
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Slika 13. Kompleksna viskoznost in situ gelova pripravljenih pri razli¢itoj koncentraciji gelan

gume: 0,6 % (A), 0,4 % (B) 10,2 % (C) (m/m), sa (uzorci Mel GM1-3) i bez melatonina

(GM1-3). Uzorci su izotonizirani koriStenjem manitola (4 %, m/m). Mjerenja su provedena pri

temperaturi od 37°C.
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Utjecaj melatonina na reoloSka svojstva in situ gelova s gelan gumom moze se objasniti
amfoternim svojstvima melatonina koji ima sposobnost stvaranja vodikovih veza (preko
kiskovog atoma iz karbonilne i metoksi skupine) s hidroksilnim skupinama gelan gume.
Vodikove veze izmedu lanaca gelan gume imaju vaznu ulogu u formiranju i agregaciji
dvostrukih uzvojnica (engl. ,, coil to helix transition ) te u samom prijelazu gelan gume u gel
stanje (Matsukawa 1 sur., 1999). Moguce je da melatonin stvaranjem vodikovih veza s
polimernim lancima utjece na medusobno povezivanje samih lanaca i tako utjece na stukturu i
svojstva nastalog gela. Povezivanje melatonina vodikovim vezama s polioksietilenskim
lancima Pluronica F127 koriStenog u pripravi termoreverzibilnog in situ gela zabiljezili su
Pisal i1 suradnici (2014). Uocili su negativan utjecaj prisutnosti melatonina na sposobnost
geliranja razvijenog sustava. Naime, sustavi s uklopljenim melatoninom bili su karakterizirani
vecom temperaturom geliranja u odnosu na sustave bez uklopljenog lijeka. U ovom radu
utjecaj melatonina na reoloska svojstva in situ gela pokazao se ovisnim o koncentraciji gelan

gume.

4.2. Osmolalnost

Osmolalnost pripravaka za nazalnu primjenu utjeCe na apsorpciju lijeka 1 sigurnost
primjene (Bhise i sur., 2014). Iritacija nazalnog epitela moze se, primjerice, predvidjeti
mjerenjem naglog povecanja koncentracije ukupnih proteina oslobodenih iz nazalnog epitela,
Sto pokazuje nespecificno oSte¢enje te mjerenjem dvaju enzima-laktat dehidrogenaze (LDH;
citosolni protein) i 5'-nukleotidaze (5'-NT; membranski protein). Povecanje oslobadanja LDH
1 5'-NT zabiljezeno je kod primjene hipotoni¢nih otopina, dok kod hipertoni¢nih i izotoni¢nih

otopina takvo povecanje nije zabiljeZzeno (Pujara i sur., 1995).

Osmolalnost pripravaka za nazalnu primjenu prema Bitter i sur. (2011) trebala bi iznositi
290-500 mOsm/kg. Tako se 1 hipertoni¢ni pripravci smatraju sigurnima, preporuca se samo
hitna ili jednokratna upotreba takvih pripravaka jer su pronadene promjene na stanicama
epitela u vidu smezuravanja pa kroni¢na terapija moze dovesti do Stetnog ucinka na mjestu
primjene. Za kroni¢nu primjenu preporucuju se izotonicni pripravcei, a hipotonicni bi se trebali
potpuno izbjegavati (Dondeti 1 sur., 1996; Bitter i sur., 2011; Lenoir i sur., 2013).
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Kao sredstvo za izotonizaciju u ovom radu koriSten je manitol. Ispitana je osmolalnost in
situ geliraju¢ih sustava pripravljenih pri razliitim koncentracijama gelan gume, sa ili bez
melatonina (0,05 %, m/m) te sa ili bez manitola (4 %, m/m). Mjerenja osmolalnosti radena su
prije 1 nakon dodatka SNF-a u volumnom omjeru 1:1 (osmolalnost samog SNF-a iznosi

358,5 mOsm/kg).

U Tablici 3. prikazani su rezultati mjerenja. In situ gelirajuéi sustavi s razliCitim
koncentracijama gelan gume su hipotoni¢ni s vrijednostima od 8,5 mOsm/kg (0,6 %-tna
otopina gelan gume, m/m), 6,5 mOsm/kg (0,4 %-tna otopina gelan gume, m/m) 1 4,5 mOsm/kg
(0,2 %-tna otopina gelan gume, m/m). Sustavi s dodanim melatoninom ne pokazuju znacajno
razli¢itu osmolalnost, razlike su tek 1,5-2 mOsm/kg. Prema ocekivanjima, sama gelan guma
nema znacajnu osmotsku aktivnost, a utjecaj melatonina na osmolalnost je zanemariv. Sustavi
s manitolom ocekivano pokazuju vecu osmolalnost (218,5-251,0 mOsm/kg). Mjerena je
osmolalnost 1 in situ gelova pripravljenih mijeSanjem SNF-a i in situ gelirajuceg sustava u
volumnom omjeru 1:1, kako bi se simulirali uvjeti in vivo. Dobiveni rezultati pokazuju
prikladnost mjerenih in sifu geliraju¢ih sustava s manitolom za nazalnu primjenu te se moze
pretpostaviti i prikladnost za kroni¢nu uporabu imajuc¢i u vidu ispitivani aspekt osmotske

aktivnosti formulacije.
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Tablica 3. Osmolalnost in situ geliraju¢ih sustava prije i nakon dodatka SNF-a u volumnom

omjeru 1:1.

B S
Mel GM1 251 287,5
Mel GM2 230 308
Mel GM3 231 304
Mel Gl 10,5 203
Mel G2 9 190,5
Mel G3 6 163,5

GM1 218,5 300
GM2 234 307,5
GM3 221 296,5
Gl 8,5 210,5
G2 6,5 199,5
G3 4,5 140,5

4.3. In vitro oslobadanje lijeka

Na Slici 14. prikazani su profili oslobadanja melatonina in vitro iz vodene otopine
melatonina te iz in sifu geliraju¢ih sustava pripravljenih pri koncentraciji gelan gume od 0,6%

(m/m; Mel_GM1), 0,4 % (m/m; Mel GM2)10,2 % (m/m; Mel GM3).

Nakon svakog mjerenja Franzova difuzijska celija je rastavljena i membrana je vizualno
ispitana te je utvrdeno geliranje svih mjerenih uzoraka. Razlog geliranja je difundiranje
kationa iz receptorskog medija (SNF-a) kroz poliamidnu membranu postavljenu izmedu in

situ gelirajueg sustava i receptorskog medija u receptorskom odjeljku (Zecevi¢, 2018).
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Vidljivo je kako je oslobadanje lijeka iz in situ geliraju¢ih sustava sporije u usporedbi s
difuzijom lijeka u receptorski medij iz otopine, preko poliamidne membrane. Brzina
oslobadanja lijeka iz in situ geliraju¢eg sustava moze biti odredena brzinom difuzije lijeka iz
trodimenzionalnog polimernog matriksa gela. Utjecaj viskoznosti gela na difuziju lijeka moze
se opisati Stokes—Einsteinovom jednadZbom koja govori kako povecanje viskoznosti
formulacije uzrokuje sporiju difuziju lijeka kroz matriks gela u receptorski medij (Rupenthal 1
sur., 2011). Sukladno tome, znacajno poveéanje viskoznosti in situ geliraju¢ih sustava u
kontaktu s kationima iz SNF-a rezultiralo je sporijom difuzijom lijeka kroz polimerni matriks
1 sporijim oslobadanjem lijeka (Bhardwaj i sur., 2000). Profil in vitro oslobadanja lijeka sli¢an
je za sve pripravljene in situ gelirajue sustave, odnosno nije se znacajnije mijenjao s
promjenom koncentracije gelan gume. Sli¢na zapazanja u literaturi pripisuju se mogucnosti

nastajanja veoma poroznih struktura trodimenzionalne polimerne mreze (Dhiman, 2016).

100 -
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Slika 14. In vitro profil oslobadanja melatonina iz in sifu gelova pripravljenih pri
koncentraciji gelan gume od 0,6 % (Mel_GM1; m/m), 0,4 % (Mel GM2; m/m) 10,2 %
(Mel_GM3; m/m). Usporedbe radi, prikazan je i profil difuzije melatonina iz otopine kroz
poliamidnu membranu u receptorski odjeljak. Prikazane su srednje vrijednosti kumulativne

koli¢ine oslobodenog lijeka u ovisnosti o vremenu + SD (n=3).
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5. ZAKLJUCCI

Pripremljeni su in situ gelirajuci sustavi temeljeni na gelan gumi (0,6 %, 0,4 % 10,2 %; m/m),
s manitolom (4 %, m/m) kao sredstvom za izotonizaciju te melatoninom (0,05 %, m/m) kao

modelnim lijekom.

e Pri brzinama smicanja koje odgovaraju rasprsivanju iz nazalnih sprejeva, viskoznost svih
mjerenih in situ gelirajucih sustava priblizno je jednaka viskoznosti vode te se isti mogu

primijeniti raspr§ivanjem u nosnu Supljinu.

e QGeliranje pripremljenih in situ geliraju¢ih sustava nastupa ubrzo nakon mijesanja sa SNF-
om u volumnom omjeru 1:1. Cvrstoéa gelova raste s porastom koncentracije gelan gume u

in situ geliraju¢im sustavima.

e Uklapanje modelnog lijeka melatonina ubrzava geliranje, ali smanjuje ¢vrstocu nastalih
gelova kod niZih koncentracija gelan gume (0,4 1 0,2 %; m/m). Kod svih mjerenih sustava

uklapanje melatonina smanjilo je kompleksnu viskoznost sustava.

e S aspekta osmotske aktivnosti, ispitivani in situ gelirajuci sustavi, izotonizirani

manitolom, sigurni su za nazalnu primjenu.

e [n situ gelirajuci sustavi karakterizirani su produljenim oslobadanjem uklopljenog
modelnog lijeka. Nije uocena razlika u profilu in vitro oslobadanja lijeka iz in situ
gelirajucih sustava pripravljenih pri razli¢itim koncentracijama gelan gume, §to upucuje

na nastajanje veoma porozne strukture trodimenzionalne polimerne mreze.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Nazalna primjena lijekova prvi je izbor u lijeCenju oboljenja sluznice nosa, no predstavlja i
zamjenu za klasicne putove primjene lijekova s ciljem postizanja njihove sistemske
raspolozivosti. /n situ geliraju¢i sustavi prikladni su terapijski sustavi za nazalnu primjenu
lijekova. Mogu biti formulirani u obliku otopine ili suspenzije koje geliraju na mjestu
primjene uslijed promjene pH, temperature ili prisutnosti iona. Niska viskoznost in situ
gelirajucih sustava omogucuje jednostavnu primjenu rasprsivanjem, a viskoelasti¢na svojstva
gela osiguravaju dulje zadrzavanje na mjestu primjene te posljedi¢no bolji ucinak 1/ili

opsezniju apsorpciju lijeka.

Cilj ovog rada je procjena primjenjivosti gelan gume u pripravi in situ gelirajuceg sustava
za nazalnu primjenu. Kao modelni lijek odabran je melatonin koji se koristi u terapiji
nesanice, u prevenciji 1 smanjivanju simptoma jet laga te za reguliranje cirkadijanog ritma.
Primjenjuje se oralno uz slabu i promjenjivu bioraspolozivost pa nazalna primjena predstavlja

alternativni put s moguénosc¢u povecanja njegove bioraspolozivosti.

Pripremljeni su in situ gelirajuci sustavi temeljeni na gelan gumi (0,6 %, 0,4 % 1 0,2 %;
m/m), s manitolom (4 %, m/m) kao sredstvom za izotonizaciju te melatoninom (0,05 %, m/m)
kao modelnim lijekom. Viskoznost pripremljenih in situ gelirajucih sustava bila je priblizno
jednaka viskoznosti vode pri brzini smicanja koja odgovara rasprsSivanju iz nazalnih sprejeva.
Geliranje sustava nastupilo je ubrzo nakon mijeSanja sa simuliranim nazalnim fluidom.
Cvrstoéa gelova rasla je s porastom koncentracije gelan gume u in situ geliraju¢im sustavima.
Utjecaj uklapanja modelnog lijeka na vrijeme geliranja 1 ¢vrstou gela ovisio je o
koncentraciji gelan gume u in situ gelirajuéem sustavu. ZabiljeZzen je profil produljenog
oslobadanja uklopljenog melatonina iz in situ gelova, no nije uoCena razlika u brzini
oslobadanja pri razli¢itim koncentracijama gelan gume, §to upucuje na nastajanje veoma

porozne strukture trodimenzionalne polimerne mreze.

Zakljucno, gelan guma prikladan je konstituent nazalnih in situ geliraju¢ih sustava. U
koncentraciji ve¢oj od 0,2 % (m/m) moze osigurati in situ geliranje nakon rasprSivanja u
nosnoj Supljini. Dodatak gelan gume pri koncentraciji manjoj od 0,2 % (m/m) moguce je
razmotriti s ciljem optimiranja reoloskih svojstava sustava temeljenih na barem jo§ jednoj

sastavnici sa sposobnosc¢u in sifu geliranja.
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Nasal drug administration is the first choice for the treatment of topical nasal disorders,
however it represents an alternative route to classic administration routes with the aim to
reach the systemic circulation of the drug. /n situ gelling systems represent suitable nasal drug
delivery platform. They can be formulated in solutions or suspensions that gel at the site of
administration due to change in pH, temperature or due to the presence of ions. Low viscosity
of in situ gelling systems enables simple administration by spraying, while viscoelastic gel
properties ensures prolonged retention at the site of administration and consequent improved

therapeutic effect and/or improved drug absorption.

The aim of this study is to evaluate the applicability of gum gel in the preparation of an in
situ gelling system for nasal drug administration. Melatonin was chosen as the model drug. It
is commonly used in the treatment of insomnia, prevention and reduction of the jet lag
symptoms, and circadian rhythm regulation. It is commonly administered orally resulting in
low and variable bioavailability, therefore nasal administration of melatonin represents an

alternative route of administration with the potential to improve its bioavailability.

In this study, gellan gum based (0.6 %, 0.4 % and 0.2 %; m/m) in situ gelling systems with
mannitol (4 %, m/m) as an isotonizing agent and melatonin (0, 05 %, m/m) as a model drug,
have been prepared. Viscosity of the in situ gelling systems was approximately equal to the
viscosity of the purified water at the standard nasal spray shear rates. Gelation of the in situ
gelling systems occurred soon after mixing with simulated nasal fluid. Gel strength increased
with increasing gellan gum concentration in in situ gelling systems. Influence of the
encorporation of the model drug on the gellation time and gel strength was shown to be
dependent on the gellan gum concentration. Prolonged melatonin release profile was observed
for all the formulations, however, there was no significant difference in the melatonin release
rate from the in situ gels differing in gelan gum concentration, indicating very porous

tridimensional structure of the gel formed.

Conclusively, gellan gum is a suitable constituent of nasal in situ gelling systems. At
concentrations above 0.2 % (m/m) it can provide in situ gellation after spraying in the nasal
cavity. The addition of gellan gum at concentration below 0.2 % (m/m) can be considered
with the aim to optimize the rheological properties of the system based on at least one other

component with the in sifu gelling ability.
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