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1. UvOD
1.1. Nazalna primjena lijekova

Nosna Supljina ima specifi¢ne anatomske, fizioloSke i histoloSke znacajke zahvaljujuci
kojima je nazalnom primjenom lijeka mogucée posti¢i lokalni ili sistemski ucinak, ali i
direktnu dostavu u sredi$nji zivéani sustav (Slika 1) (Hafner i sur., 2014). Vecina registriranih
nazalnih pripravaka koristi se za lokalno lijeCenje bolesti nosne sluznice, ali se sve vise

razvijaju pripravci s drugim namjenama.
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Slika 1. Moguénosti i ciljevi nazalne primjene lijekova (preuzeto iz Hafner i sur., 2014)

Nosna sluznica ima veliku povrsinu i dobro je prokrvljena $to osigurava brzu apsorpciju i
brz pocetak djelovanja lipofilnih lijekova. Proteoliticka aktivnost u nosnoj Supljini je niza u
odnosu na probavni sustav pa se nazalno primjenjuju i potentni peptidi i proteini (Pallagi i
sur., 2015; Yu i sur., 2015). Zbog povezanosti epitelnih stanica s limfoidnim tkivom
nazalnom primjenom cjepiva moguce je lako izazvati i lokalni i sistemski imunosni odgovor.
Prednost nazalnih cjepiva nad intravenskim je i neinvazivnost primjene ¢ime je pobolj$ana

suradljivost pacijenta (Kammona i Kiparissides, 2012).

Uz brojne prednosti, najveéi nedostatak nazalne primjene je mehanizam mukocilijarnog
¢is¢enja kojim se kroz 30 minuta uklanja pripravak s nosne sluznice, ¢ime je vrijeme na
raspolaganju za djelovanje/apsorpciju nazalno primijenjenog lijeka ograni¢eno. Takoder,
volumen pripravka koji se moze primijeniti nazalno manji je od 0,2 ml. Primjenom vecih

volumena moze do¢i do curenja pripravka iz nosa (Sherafudeen i Vasantha, 2015).



U svrhu postizanja lokalnog ucinka u lijeCenju i prevenciji bolesti nosne sluznice, cesto
se lijekovi primjenjuju nazalno. Prednosti takve primjene su: brzo djelovanje i otklanjanje
simptoma, izbjegnut je prvi prolazak kroz jetru, potrebne su nize doze lijeka u odnosu na
oralnu i parenteralnu primjenu pa je smanjen rizik od sistemskih nuspojava, a moguce je
totno i precizno doziranje. Za postizanje sistemskog ucinka kod lijekova nedovoljne
bioraspolozivosti nakon oralne i parenteralne primjene (npr. peptidni lijekovi) te lijekova kod
kojih je vazno brzo postizanje terapijskog ucinka (npr. opioidni analgetici, antimigrenici),
nosna sluznica se namece kao alternativni put primjene. Apsorpcija lijeka ovisi 0 svojstvima
nosne sluznice te fizicko-kemijskim svojstvima lijeka i formulacije, a zbog brze apsorpcije
lipofilnih lijekova terapijski ucinak je postignut unutar 30 minuta od primjene. Zbog
preciznog doziranja smanjen je rizik od predoziranja i omoguceno je samolijeCenje. Jo$ jedna
velika prednost nazalne primjene je mogucnost direktne dostave lijeka do srediSnjeg Ziv€anog
sustava zaobilaze¢i krvno-mozdanu barijeru. ToCan mehanizam prijenosa iz nosne Supljine do
mozga nije u potpunosti razjasnjen, ali poveznica su olfaktorni zivac u njusnoj regiji te

trigeminalni zivac ¢iji se zavrSeci protezu gotovo do povrSine epitela (Hafner i sur., 2014).
1.2. Nanocestice kao terapijski sustavi za nazalnu primjenu

Nanocestice su ¢vrste koloidne cestice veli¢ine od 1 do 1000 nm. Gradene su od
polimernih ili lipidnih materijala, ili njihove kombinacije, u kojima je djelatna tvar uklopljena
ili adsorbirana na povrSini. Ovisno o naéinu pripreme, nanocestice se dijele na nanosfere i
nanokapsule (Slika 2). Nanosfere su gradene od matriksa u kojem je lijek otopljen ili
dispergiran, ili on moze biti adsorbiran na povrsini. Nanokapsule imaju polimernu ovojnicu, a

lijek je smjesten u unutrasnjosti Cestice (Tiyaboonchai, 2003).
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Slika 2. Tipovi nanocCestica (preuzeto i prilagodeno prema Kumari i sur., 2010)

Nanocestice se primjenjuju kao nosaci lijekova za neinvazivne puteve primjene, poput
oralne, nazalne i oftalmi¢ke primjene, ali i kao nosaci cjepiva (Tiyaboonchai, 2003).
Osiguravaju brojne prednosti u odnosu na konvencionalne ljekovite oblike. Uklapanjem lijeka
u nanocCestice moguce je zastititi djelatnu tvar od razgradnje, ali 1 izbje¢i njeno Stetno
djelovanje na organizam, te povecati topljivost slabo topljivim lijekovima. lIzborom
mukoadhezivnih polimera za pripremu nanocestica produljuje se vrijeme zadrzavanja lijeka
na mjestu primjene ¢ime je poboljSana apsorpcija i bioraspolozivost lijeka, a moguce je
posti¢i i kontrolirano i produljeno oslobadanje te ciljanu dostavu djelatne tvari (Pallagi i sur.,
2015; Yu isur., 2015).

1.2.1. Materijali za izradu nanocestica za nazalnu primjenu

U izradi nanocestica koriste se razliCiti prirodni i sintetski polimeri i lipidi. Odabiru se
biokompatibilne mukoadhezivne tvari koje produljuju vrijeme zadrZavanja nanoCestica u
nosnoj Supljini i osiguravaju brzu i opsezniju apsorpciju te bolji u¢inak (Kammona i
Kiparissides, 2012). Oslobadanje lijeka iz nanocestica moze biti kontrolirano difuzijom lijeka
kroz polimerni/lipidni matriks, ali i brzinom razgradnje samog polimera (Yu i sur., 2015).
Produljeno oslobadanje lijeka, uz produljeno zadrZavanje na mjestu primjene, osigurava vecu
bioraspolozivost lijeka. Naj¢eS¢e metode pripreme nanocestica su susSenje rasprSivanjem,
ionotropno geliranje, metoda dvostruke emulzije i odvajanje faza (Kammona i Kiparissides,
2012).



Alginat je prirodni polimer izoliran iz smedih algi. To je nerazgranati anionski
polisaharid graden od p-D-manuronske kiseline i a-L-glukuronske kiseline. Vodena otopina
alginata moze prelaziti iz sol u gel stanje ionotropnim geliranjem u prisustvu dvovalentnih
kationa. Geliranje nastupa uslijed povezivanja kalcijevih iona ili drugih dvovalentnih iona s
karboksilnim skupinama glukuronske kiseline. Zbog toga fizicka stabilnost alginatnog gela
ovisi o udjelu glukuronske kiseline u strukturi. Alginat se pokazao kao mukoadhezivni,
biokompatibilni i neiritirajué¢i polimer te se smatra sigurnim za primjenu (engl. Generally
Recognized As Safe, GRAS) prema Agenciji za hranu i lijekove (engl. Food and Drug
Administration, FDA) (Motwani i sur., 2008). Zbog sposobnosti formiranja gela koristi se za
uklapanje lijekova i njihovo kontrolirano oslobadanje. Lijekovi topljivi u vodi uglavnom se
oslobadaju difuzijom, a oni slabo topljivi erozijom matriksa. Alginat stvara nanogelove
(veli¢ine pora oko 5 nm) pa je oslobadanje malih molekula vrlo brzo, no fizickim i1 kemijskim
modifikacijama moguce je posti¢i kontrolirano i1 produljeno oslobadanje lijeka (Sosnik 1 sur.,

2014).

Kitozan je prirodni, linearni polisaharid koji se sastoji od D-glukozamina i N-
acetilglukozamina. Izoliran je iz oklopa Skampa i drugih morskih rakova. Biokompatibilan je i
biorazgradljiv, a ima i antimikrobna svojstva. Pri pH vrijednosti nizoj od pK, kitozana
(pH < 6,5) pozitivho je nabijen pa uspostavlja ionske interakcije s negativno nabijenim
skupinama sijalinske kiseline unutar mucina. Zbog toga ima jako izrazena svojstva
mukoadhezivnosti (Shah i sur., 2016; Gupta i sur., 2011). Kemijskim modifikacijama moguce
mu je dodatno poboljsati mukoadhezivnost, ali i uklapanje razli¢itih lijekova, proteina i gena.
Jedna od najCescih strategija poboljSanja svojstava kitozana je dodatak tiolnih skupina na
kitozanske lance. Primjeri takvih tioliranih derivata su konjugat kitozana i tioglikolne kiseline
(Tablica 1) te kitozana i cisteina. Kitozanske nanocestice mogu, uz Kitozan, sadrzavati i druge
polisaharide i oligosaharide, na primjer hijaluronsku Kkiselinu te ciklodekstrin i njegove
derivate. Takve nanocestice imaju poboljSana fizicka svojstva i stabilnije su. Koriste se i
razli¢iti derivati kitozana kao §to je trimetilirani kitozan ili mono-N-karboksimetil kitozan. Ti
polimeri omoguéuju reverzibilno otvaranje ¢vrstih veza izmedu stanica (engl. tight junctions)
u Sirem rasponu pH, pa time olakSavaju paracelularni transport i poboljSavaju permeabilnost
lijeka. NajceS¢a metoda pripreme kitozanskih nanocestica je metoda ionotropnog geliranja,
koje se odvija u vodenom mediju u prisustvu negativno nabijenog polianiona (Kammona i
Kiparissides, 2012).



Polimer mlije¢ne kiseline (engl. polylactic acid, PLA) i kopolimer mlijecne i glikolne
kiseline (engl. poly(lactic-co-glycolic) acid, PLGA) su sintetski, biokompatibilni i
biorazgradljivi polimeri koji pruzaju moguénost kontroliranog i produljenog oslobadanja
djelatne tvari kroz nekoliko dana, tjedana, pa ¢ak i mjeseci. Najcesce se upotrebljavaju za
uklapanje peptidnih lijekova i antigena (Tablica 1). PLA i PLGA nanodestice pripravljaju se
metodom otparavanja otapala iz dvostruke emulzije, a koriste se jo§ i nanoprecipitacija i

jednostavno emulgiranje (Kammona i Kiparissides, 2012).

Polietilenglikol (PEG) je sintetski, izrazito biokompatibilni polimer. Zbog manjka
funkcionalnih skupina boc¢nih strana lanca ne stupa u ¢vrste interakcije s mucinom. Medutim,
lanci PEG-a brzo difundiraju unutar sloja sluzi pa su mu mukoadhezivna svojstva dobra.
Postoji mogucnost povecanja adhezivnosti modifikacijom s poliakrilnom kiselinom (engl.
polyacrylic acid, PAA) (Sosnik i sur., 2014). Njegova je najce$ca funkcija modifikacija
svojstava terapijskih sustava. Prisustvom na povrSini Cestica poboljSava njihovu fizicku 1
biolosku stabilnost, ali 1 difuziju kroz mukozu. Utvrdeno je da prisustvo PEG-a na povrSini
Cestica omogucuje blisku interakciju s epitelom. To svojstvo je vazno kod razvoja nazalnih
cjepiva zbog poticanja jateg imunosnog odgovora. Kopolimer PEG-PLA boljih je svojstava u
odnosu na sam PLA, odnosno osigurava poveéanu stabilnost sustava i transport kroz mukozu,
bolju imunogeni¢nost, kontrolirano i produljeno oslobadanje antigena kroz nekoliko mjeseci,

te smanjenu agregaciju Cestica (Csaba 1 sur., 2009).

Koriste se 1 polimeri koji umjesto poliesterskog dijela sadrze polioksoetilenske derivate -
poloksameri i poloksamini. To su neionski kopolimeri polietilen oksida i polipropilen oksida.
Poloksameri su linearni, a poznati su pod trgovackim imenom Pluronic®, dok se za
poloksamine Kkoristi naziv Tetronic® i oni su razgranati. U vodenoj otopini pri dovoljno
velikoj koncentraciji formiraju gelove. Svojstva im ovise o molekulskoj masi i omjeru
hidrofilnih 1 lipofilnih skupina (Csaba i sur., 2009). Nedostatna mukoadhezivnost, ¢vrstoca i
fizicka stabilnost tih gelova moze se poboljsati dodatkom drugih polimera, primjerice

kitozana, PAA i hidroksipropilmetil celuloze (HPMC) (Sosnik i sur., 2014).

Hijaluronska kiselina je glikozaminoglikan graden od D-glukuronske kiseline i N-acetil-
D-glukozamina. Prirodni je anionski, biokompatibilan i biorazgradljiv polimer, te je sastavni
dio ekstracelularne tekuc¢ine. U industriji se najces¢e upotrebljava u obliku natrijeve soli -
natrijev hijaluronat (hijaluronan). S mucinom se povezuje vodikovim vezama i

elektrostatskim interakcijama. Mukoadhezivnost ovisi 0 pH medija i molekulskoj masi



hijaluronske kiseline; pH utjece na ionizaciju lanca, a veli¢ina lanca treba biti optimalna za
prodor u mukozu i uspostavljanje interakcija. Tiolirani derivati hijaluronske kiseline pokazuju

bolja svojstva adhezivnosti (Tripodo i sur., 2015).

Zelatina je linearni polipeptid koji se dobiva otapanjem i hidrolizom kolagena. Topljiva
je u vodi i moze formirati gelove osjetljive na promjenu temperature. Viskoznost ovisi o
nacinu pripreme i koncentraciji zelatine. Zbog prisustva aminokiselinskih ostataka sadrzi
karboksilne i amino skupine. Interakcije uspostavlja pomocu peptidnih, vodikovih i van der
Waalsovih veza. Ima dobra svojstva mukoadhezivnosti i biokompatibilnosti te sposobnost
stvaranja filmova. Kemijskim modifikacijama moguce je poboljsati svojstva zelatine (Duggan
i sur., 2017).

Poliakrilna kiselina (PAA) je sintetski polimer velike molekulske mase. Koristi se za
prilagodavanje viskoznosti polucvrstih oblika. Zbog dobrih svojstava biokompatibilnosti
prikladna je za razvoj formulacija za neparenteralnu primjenu. Sadrzi karboksilne skupine
koje su klju¢ne za uspostavljanje Cvrstih interakcija sa sluznicom. Zbog njihovog velikog
broja unutar strukture ima vecu sposobnost formiranja vodikovih veza u usporedbi s drugim
polimerima. Takoder PAA ima sposobnost kontroliranja oslobadanja djelatne tvari (Duggan 1
sur., 2017). Sintetiziran je kopolimer PEG-PAA gdje PEG ima funkciju promotora adhezije
izmedu PAA i mucina zbog svojstva lagane difuzije unutar mukoznog sloja (Serra i sur.,
2006).

Celuloza je prirodni polisaharid graden od linearnih lanaca D-glukoze. Netopljiva je u
vodi i vecini organskih otapala. Razvijeni su njeni polusintetski derivati u obliku etera i
estera. Najc¢es$¢i derivati su metil celuloza (MC), etil celuloza (EC), hidroksietil celuloza
(HEC), hidroksipropil celuloza (HPC), hidroksipropilmetil celuloza (HPMC), natrijeva i
kalcijeva sol karboksimetil celuloze (NaCMC i CaCMC), celuloza acetat i celuloza acetat
ftalat. Cesto su koristeni kao pomoéne tvari u izradi lijekova, najéesée za topikalnu primjenu.
Smatraju se netoksi¢nim i neiritiraju¢im materijalima. Najbolja mukoadhezivna svojstva
imaju HPC i HPMC ¢iji se lanci fizicki zaplicu s mukozom. Adhezija ovisi o tipu mukozne
sluznice i 0 pH vrijednosti. NaCMC pokazuje slabiju mukoadhezivnost u ¢vrstom stanju, ali
gelovi NaCMC uspostavljaju jace interakcije nego gelovi HPC 1 HPMC. Na njena svojstva
utjeCe molekulska masa, pH (kada polimer postane negativno nabijen dolazi do odbijanja s
lancima mucina), hidratacija (krace vrijeme hidratacije pospjesit ¢e difuziju vode u suhi

matriks pa ¢e interakcije biti bolje), metoda pripreme (precipitacija se pokazala bolja nego



liofilizacija). Hidroksietil celuloza ima slaba adhezivna svojstva pa se dodatkom pozitivno
nabijenih skupina mogu pojacati interakcije s mucinom. Uvodenjem tiolnih skupina takoder

se moze povecati vrijeme zadrzavanja polimera na sluznici (Sosnik i sur., 2014; Mazoniene i

sur., 2011).

Nanocestice mogu biti gradene od razli¢itih lipida, na primjer triglicerida, masnih
kiselina, monoglicerida, kationskih lipida, te ovisno o strukturi mogu biti sigurni nosaci
lipofilnih i hidrofilnih lijekova. Lipidne nanocestice mogu biti pripremljene visokotlatnom
homogenizacijom, precipitacijom, te metodom dvostruke emulzije. Imaju mogucnost
kontroliranog oslobadanja djelatne tvari. U ispitivanjima gdje su koriStene kao nosaci
antigena pokazano je kako imaju sposobnost izazivanja jakog imunosnog odgovora, kako
lokalnog, tako 1 sistemskog. U dodiru s bioloskim teku¢inama ograni¢ena im je stabilnost te
imaju nedovoljnu sposobnost interakcije s epitelom. Zato se dizajniraju lipidne nanocestice
prekrivene hidrofilnim polimerima koje ¢e imati bolja svojstva (Kammona 1 Kiparissides,

2012; Csaba i sur., 2009).

U Tablici 1 prikazani su primjeri nanocestica razvijenih za nazalnu primjenu lijekova.



Tablica 1. Primjeri nanocestica razvijenih za nazalnu primjenu lijekova

Cilj uklapanja lijeka u

otapala iz V/U/V

nanocestica kao nosaca

Polimeri i lipidi koriSteni u . . i
, 1 P lv TSt Djelatna tvar Metoda priprave L Komentar Literatura
1zradi nanocestica nanocestice

. . . Lipi Cesti
Maltodekstrin, anionski b ld,rvle nanocestice
.. . .. - . poboljsale su dostavu .
lipid 1,2-dipalmitoil-sn- . lonotropno geliranje, Razvoj nazalnog . . Bernocchi i
. e Ovalbumin e . oo proteina u stanice ne
glicero-3-fosfatidilglicerol liofilizacija cjepiva .. N .. sur., 2016
uzrokujuci toksi¢ne ucinke
(DPPG) iy
in vitro
Kitozan klorid/glikol .
. g__ Dostava dopamina do . o o
kitozan, natrij Dopamin lonotronno geliranie mozaa nazalnom Novi pristup u lijeCenju Di Gioia i sur.,
sulfobutileter-p- P pnog J ?im'enom Parkinsonove bolesti 2015
ciklodekstrin (SBE-B-CD) primj
Farmakokineticki
parametri su znacajno
poboljsani kada je
meloksikam primijenjen u
obliku nanocestica oralno
S L Poboljsanje topljivostii | ili nazalno, u usporedbi s ..
Polivinilpirolidon C30 . Nanoniziranje oboysatye Topyivostit o . P oy Kiirti i sur.,
L Meloksikam A . permeabilnosti slabo fizickom smjesom lijeka i
(PVP), natrijev hijaluronat mljevenjem . i, L. . 2013
topljivog lijeka pomoc¢nih tvari. Nazalnom
primjenom nanocestica
osigurana je brza
apsorpcija te je postignuta
velika koncentracija lijeka
u plazmi
. . Metoda otparavanja Procjena potencijala Primj Cesti Ruan i sur.,
PLA, Polisorbat-80 Neurotoksin-1 P J J P J nfn Je.nom ?anoces ca
obloZenih polisorbatom-80 2011




povecana je koncentracija

emulzije, liofilizacija,
oblaganje nanocCestica
polisorbatom-80

za nazalnu primjenu

neurotoksina

lijeka u mozgu. Znacajno

zabiljezene su kod nazalne

vecée koncentracije

primjene nanocestica u
odnosu na intravensku
primjenu otopine lijeka

Dispergiranje proteina

imunogeni¢nosti TMC

Povecanje

nanodcestica s

Dodatak adjuvansa TMC
nanocesticama s
antigenom moze povecati

Bal i sur., 2012

TR Ovalbumin + .
N-trimetil kitozan (TMC) . . ovalbuminom : o .
adjuvans u otopini TMC-a . Imunogenicnost, ali ona
dodatkom adjuvansa .. ) C s
. . OVIS1 O adJuvansu 1 nacimu
(razvoj nazalnog i .
. primjene
dermalnog cjepiva)
PoboljSanje .
.. . Nazalnom primjenom
ucéinkovitosti i . .
. .. manje doze lijeka
sigurnosti primjene . .
. i uklopljenog u nanocestice .
. .. - lijeka (hidrofobnost, N , Elnaggar i sur.,
Kitozan, Poloksamer 188 Piperin lonotropno geliranje . postize se veca
metabolizam prvog .. . 2015
. ucinkovitost u odnosu na
prolaska kroz jetru; .
L . nazalnu primjenu
iritacija nosne sluznice, o
iy suspenzije lijeka
toksi¢nost za mozak)
Geliranje, Povecanje Oslobadanje 1 u¢inak
precipitacija/metoda bioraspolozivosti lijeka ovise o veli¢ini
Krumpirov §krob . otparavanja otapala iz roteinskih lijekova nanodestica, stupnju .
P Inzulin P J p P J .. ) P J Jain i sur., 2008
U/V emulzije upotrebom umrezenja polisaharida,

(Tween 80, Span 80)

Susenje rasprsivanjem

mukoadhezivnog

pospjesivacima

nosaca lijeka

permeabilnosti




Inkubacija
pripremljenih
Skrobnih nanocestica s
otopinom inzulina i

pospjesivaca
permeabilnosti,
liofilizacija
PoboljSanje
Koacervacija, farmakokinetickih
otparavanje otapala, svojstava lijeka (niska Mukoadhezivnost
Govedi serumski albumin, P L .J .. P ) J VJ ( L. L.

. . liofilizacija bioraspolozivost zbog | albuminskih nanocestica s
B-ciklodekstrin/ . . . . . . .
hidroksipropil Takrin intenzivnog ciklodekstrinom i Luppi i sur.,

. SIPTopi Br hidroklorid Uklapanje lijeka u metabolizama prvim permeabilnost lijeka ovise 2011
ciklodekstrin/ sulfobutileter . : o
. . albuminske prolaskom i kratkog 0 svojstvima
B-ciklodekstrin L. . )
nanocestice, poluvremena ciklodekstrina
liofilizacija eliminacije,
hepatotoksi¢nost)
PLGA, Pluronic F-68 Emulgiranje i metoda Naz_alnom primjenom
o polimernih i lipidnih
difuzije otapala o Y . . .
— . Poboljsanje dostave nanocestica postignute su | Muntimadugu i
Gliceril monostearat, Tarenflurbil . - ..
. o . L lijeka do mozga terapijske koncentracije sur., 2016
stearinska kiselina, sojin Emulgiranje i metoda " o
lecitin, Tween 20 otparavanja otapala lijeka za lijecenje
’ Alzheimerove bolesti
PLGA nanocestice
primijenjene nazalno
Nanoorecinitaciia Ciljano djelovanje omogucuju direktnu Seiu i sur
PLGA, Poloxamer 407 Olanzapin oprecipiacij lijeka na mozak i dostavu lijeka do mozga, J B
Liofilizacija 2011

produljeno oslobadanje

uz vecu koncentraciju u
usporedbi s nazalno i
intravenski primijenjenom
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otopinom lijeka

Kitozan
Kitozan modificiran

C-TGA nanocestice
osigurale su bolju
bioraspolozivost,

L L . lonotropno geliranje . Poveéanje : permeabilnost i produljeno | Shahnaz i sur
tioglikolnom kiselinom Leuprolid e O ’ bioraspolozivosti . . N
. . . liofilizacija . oslobadanje u usporedbi s 2012
(engl. chitosan-thioglycolic leuprolida L
. nemodificiranim
acid, C-TGA) . .
kitozanskim
nanocesticama
Kitozanske nanocestice
Poboliganje nazalne uspjesno su dostavile lijek
. . N apsorpcije lijeka i . do mozga.w Wang i sur.,
Kitozan Estradiol lonotropno geliranje ciljana dostava do K1to__zan pobolez_a_va 2008
adheziju formulacije na
mozga . o
nosnoj sluznici i
paracelularni transport
Nanocestice pripravljene
PEG-kitozanom osigurale
Kitozan modificiran Inzulin lonotropno geliranje I;;););Hf)anjrierﬁ?:ﬁygﬁge a zgrb(():lij'ld ri]r?zzl{jlllinnlfa\ u Zhang i sur.,
PEG-om pno getiran] Rl PeOTPEl 2008

usporedbi sa suspenzijom
inzulina i PEG-kitozana te
otopinom inzulina
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1.3. Antihistaminici

Histamin je vazan posrednik u upalnim i alergijskim reakcijama, a sudjeluje i u regulaciji
izlu¢ivanja zelucane kiseline te djeluje kao neurotransmitor. Sintetizira se u organizmu, a po
kemijskoj strukturi je amin. U tkivima je pohranjen u mastocitima i bazofilima, iz kojih se
izluuje nakon susreta s antigenom 1 poti¢e daljnji imunosni odgovor. Svoje ucinke ostvaruje
putem specifi¢nih histaminskih receptora (Hi, Hz, Hs i Hy- podtipovi receptora). Na glatke
misice bronha djeluje putem Hi- histaminskih receptora i uzrokuje bronhokonstrikciju.
Antagonisti H- receptora za histamin upotrebljavaju se u lijecenju alergijskih stanja (Katzung
isur., 2011).

1.3.1. H;- antihistaminici

Hi- antihistaminici su inverzni agonisti, vezu se za receptor 1 stabiliziraju njegovo
inaktivno stanje. Tako kompetitivnim antagonizmom sprjecavaju interakciju receptora i
histamina te njegove ucinke. Hi- antihistaminici inhibiraju konstrikciju glatkih misica
respiratornog trakta. Takoder djelovanjem na endotelne stanice sprjecavaju vazokonstrikciju i
vazodilataciju uzrokovanu histaminom. Blokiraju povecanu propusnost kapilara i1 stvaranje
edema i oteklina. U¢inkom na Ziv€anim zavrSecima sprjeCavaju svrbez, peckanje i kihanje.
Sprjecavaju 1 sekreciju tekuéine U diSnom sustavu ili suzne tekucine. Djeluju na mastocite i

inhibiraju oslobadanje medijatora upale (Brunton i sur., ured., 2011).

H;- antihistaminici dijele se u dvije skupine. Prva generacija antihistaminika dobro
prolazi krvno-mozdanu barijeru zbog Cega ima izrazene u¢inke na sredi$nji Ziv€ani sustav i
brojne nuspojave. Nazivaju se jo§ i sediraju¢i antihistaminici. Djeluju 1 na muskarinske
kolinergi¢ne receptore, a-adrenergi¢ne receptore, serotonin i naponske kanale za natrij. Druga
generacija ili nesediraju¢i antihistaminici ne prolaze krvno-mozdanu barijeru i nemaju
sediraju¢e u€inke. Imaju dobar sigurnosni profil 1 zbog toga se Cesto koriste. Obje skupine su
visokoselektivne za Hi- receptore, ali imaju i slab utjecaj na H; i Hz- podtipove histaminskih

receptora (Katzung i sur., 2011).
Indikacije

Antagonisti histaminskih H;- receptora indicirani su za prevenciju ili lije¢enje simptoma
alergijskih reakcija. U¢inkoviti su u onim reakcijama preosjetljivosti gdje je histamin glavni
posrednik (alergijski rinitis, konjunktivitis, urtikarija), za razliku od astme koja ukljucuje

nekoliko posrednika pa su tu uglavnom nedjelotvorni. OlakSavaju i preveniraju kihanje,
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svrbez i curenje iz nosa kod alergijskog rinitisa; svrbez, crvenilo i suzenje ociju kod
konjunktivitisa te stvaranje oteklina i peckanje kod urtikarije. U¢inak im je bolji kod ranog
odgovora na alergen, a kasni odgovor Kkarakterizira nazalna kongestija gdje su slabo
djelotvorni. Upotrebljavaju se i kao pomocna terapija kod angioedema, atopijskog i
kontaktnog dermatitisa te uboda insekata (Brunton i sur., ured., 2011; Simons i Simons,
2011).

Zbog djelovanja na srediSnji ziv€ani sustav koriste se kao sredstva za prevenciju bolesti
kretanja. Za ovu indikaciju najucinkovitiji su difenhidramin i prometazin. Prometazin je
ucinkovit 1 kod terapije mucnine 1 povracanja nakon kemoterapije. Takoder su korisni u
lije€enju Menierove bolesti 1 drugih poremecaja vestibularnog aparata. Zbog ucinka sedacije

upotrebljavaju se kao hipnotici kod nesanice (Katzung i sur., 2011).
Farmakokinetika

Ovi lijekovi se dobro apsorbiraju nakon oralne primjene. Vr$na koncentracija u krvi
postize se 1-3 sata nakon primjene. Lijekovi prve generacije $iroko se raspodjeljuju u tkivima,
supstrati su P-glikoproteina na krvno-mozdanoj barijeri pa teSko prodiru ili ne prodiru u
srediS$nji ziv€ani sustav. Dobro se vezu za proteine plazme, 78-99%. Metaboliziraju se prvim
prolaskom kroz jetru pomocu sustava citokroma P450 pa se izlu¢uju urinom u obliku
metabolita. Neke lijekove druge generacije metabolizira CYP3A4 zbog ¢ega su podlozni
brojnim interakcijama s drugim lijekovima. Loratadin, terfenadin i hidroksizin imaju aktivne
metabolite te oni postoje kao zasebni lijekovi (desloratadin, feksofenadin, cetirizin). Veéini
ucinak traje 4-6 sati, ali neki imaju i dulje djelovanje, na primjer 12-24 sata. Vrijeme

polueliminacije im iznosi otprilike 9-28 sati (Katzung i sur., 2011; Berardi i sur., 2009).
Nuspojave

Prva generacija antihistaminika ima brojne neZeljene ucinke. NajceS¢i su sedacija 1
antimuskarinski ucinci. Sedacija utjee na smanjenje dnevnih aktivnosti i motorickih
sposobnosti, koje mogu biti dodatno narusene u kombinaciji s drugim depresorima sredi$njeg
zivéanog sustava i alkoholom. Sedacija moze biti i pozitivna, na primjer smanjuje svijest o
svrbezu ili se koristi u terapijske svrhe. Drugi u¢inak na sredi$nji ziv€ani sustav je njegova
stimulacija, izazivanje halucinacija, anksioznost, euforija, tremor, nesanica. Antikolinergicki

ucinci ukljucuju suha usta i o¢i, zamagljen vid, zadrzavanje urina, konstipaciju, tahikardiju.
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Antiserotoninski ucinci se odnose na povecan apetit i debljanje. Blokada a-adrenergickih
receptora dovodi do vrtoglavice i ortostatske hipotenzije. Mogu loSe utjecati na probavni
sustav uzrokuju¢i gubitak apetita, mucninu, povracanje, zatvor i dijareju. Javljaju se i
alergijske reakcije na lijek koje su ¢eS¢e nakon lokalne primjene. Hematoloske komplikacije,
kao $to su leukopenija, agranulocitoza i hemoliticka anemija, su rijetke. Terfenadin i
astemizol mogu izazvati srane aritmije kod predoziranja ili zbog interakcije s inhibitorima
CYP enzima. Hj-antihistaminici prolaze placentu i izlucuju se u maj¢ino mlijeko, a neki su
pokazali teratogen ucinak. U djece i starijih osoba preporucuje se upotreba druge generacije
antihistaminika (Brunton i sur., ured., 2011; Berardi i sur., 2009).

Kombinirani pripravci

Postoje pripravci u kojima antihistaminici dolaze u kombinaciji s dekongestivima,
antitusicima, ekspektoransima, analgeticima ili Kkortikosteroidima. Pokazalo se da tako
ostvaruju bolji uc¢inak, odnosno djeluju na Siri spektar simptoma. Sami antihistaminici nisu
uc¢inkoviti u sprjeCavanju nazalne kongestije, dok u kombinaciji s dekongestivima jesu.
Sigurnost 1 rizik od nezeljenih ucinaka ovakvih pripravaka je jednak onome svake
komponente zasebno (Nathan, 2008). Takve kombinacije se koriste kod prehlade i alergijskog
rinitisa. Ipak ne preporucuju se u djece mlade od 2 godine zbog ozbiljnih nuspojava.
Provedeno je ispitivanje u kojem je alergijski rinitis tretiran kombinacijom antihistaminika i
montelukasta (inhibitor leukotrienskih receptora) i dobiven je bolji u¢inak na nazalnu
kongestiju, curenje iz nosa, svrbez i kihanje u odnosu na svaki lijek zasebno i placebo

(Nathan, 2008).
1.3.2. Nazalna primjena H;- antihistaminika

Nazalna primjena antihistaminika podrazumijeva dostavu lijeka direktno u ciljni organ.
Time je postignut brzi pocetak djelovanja lijeka (u roku od nekoliko minuta), smanjen je rizik
od nezeljenih sistemskih u¢inaka, moguca je primjena manjih doza lijeka. Pokazalo se kako je
nazalna primjena antihistaminika u¢inkovitija od oralne te da djeluje i na nazalnu kongestiju
(Simons 1 Simons, 2011). Takoder nazalno primijenjeni antihistaminici poboljSavaju
simptome u bolesnika u kojih oralna terapija nije djelotvorna ili ju nije moguce primijeniti.
Nedostatak koji moze utjecati na suradljivost bolesnika je gorak okus, ali on se moze sprije€iti

tako da se nakon primjene doze glava nagne prema naprijed (Kaliner, 2007).
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1.3.3. Loratadin

Loratadin je antagonist Hj-receptora druge generacije. Prema kemijskoj strukturi spada u
skupinu piperidina (Slika 3). Visoko je selektivan za Hi-receptore, nema znacajnog utjecaja
na muskarinske receptore i slabo prodire u srediSnji ziv€ani sustav pa postoji mali rizik od
izazivanja nuspojava (Brunton i sur., ured., 2011). Farmakokineti¢ka svojstva prikazana su u
Tablici 2.

Tablica 2. Farmakokineticka svojstva loratadina (Halmed, 2016)

Apsorpcija brza i dobra
izraZzen metabolizam prvog prolaska kroz jetru pomocu
Biotransformacija enzima CYP3A4 i CYP2D6 — aktivan metabolit
desloratadin
loratadin desloratadin
Vezanje za proteine plazme 97-99% 73-76%
trmax 1-15h 1,5-3,7h
t1 (vrijeme polueliminacije) 8,4h 28 h

o urinom ili fecesom u obliku konjugiranih metabolita,
Izlu¢ivanje ] L
manje od 1% doze nepromijenjeno

Postoji moguénost stupanja u interakciju s inhibitorima enzima CYP3A4 i CYP2D6 sto
dovodi do povecanja koncentracije loratadina i povecanog rizika od nuspojava. Preporucena
doza je 10 mg jedanput na dan u odraslih i djece starije od 12 godina, a u djece u dobi od 2 do

12 godina doza se odreduje prema tjelesnoj tezini (Halmed, 2016).

|
N

N

@

Cl

Slika 3. Strukturna formula loratadina (preuzeto iz Brunton i sur., ured., 2011)
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Registrirani pripravci

Tablica 3. Registrirani pripravci na hrvatskom trzistu (Halmed, 2017)

Farmaceutski

Naziv Djelatna tvar Sl Proizvodac
Belupo lijekovi i kozmetika
Belodin 10 mg tablete loratadin tableta d.d., Koprivnica, Republika
Hrvatska
. ) . . Pliva Hrvatska d.o.0., Zagreb,
Rinolan 1 mg/ml sirup loratadin sirup Republika Hrvatska
Rinolan 10 mg tablete loratadin tableta Pliva Hrvatska d.0.0., Zagreb,

Republika Hrvatska

Alerdin 0,5 mg/ml
oralna otopina

desloratadin

oralna otopina

Belupo lijekovi i kozmetika
d.d., Koprivnica, Republika
Hrvatska

Alerdin 2,5 mg raspadliiva tableta Belupo lijekovi i kozmetika
raspadljive tablete za desloratadin padly d.d., Koprivnica, Republika
za usta
usta Hrvatska
Alerdin 5 mg raspadliiva tableta Belupo lijekovi i kozmetika
raspadljive tablete za desloratadin pac d.d., Koprivnica, Republika
za usta
usta Hrvatska

Escontral 0,5 mg/ml
oralna otopina

desloratadin

oralna otopina

Jadran Galenski laboratorij d.d.,
Rijeka, Republika Hrvatska

Escontral direkt 2,5 mg
raspadljiva tableta za
usta

desloratadin

raspadljiva tableta
za usta

Jadran Galenski laboratorij d.d.,
Rijeka, Republika Hrvatska

Escontral direkt 5 mg
raspadljiva tableta za

desloratadin

raspadljiva tableta

Jadran Galenski laboratorij d.d.,

tableta

usta za usta Rijeka, Republika Hrvatska
. Jadran Galenski laboratorij d.d.,
Contral 10 mg tablete loratadin tableta Rijeka, Republika Hrvatska
. Belupo lijekovi i kozmetika
Belodin A 10 mg loratadin tableta d.d., Koprivnica, Republika
tablete
Hrvatska
desloratadin/ tableta s .
Aerinaze* pseudoefedrin prilagodenim ngiesrtl_r;g_.zleonu.gé]e:_abge';"i\'/;,{'
sulfat oslobadanjem P g, Belgy
filmom obloZena
tableta / .
Aerius* desloratadin raspadljiva tableta Schg ring-Plough Labo NV
Heist-op-den-Berg, Belgija
za usta/ oralna
otopina
filmom obloZena
tableta / .
Azomyr* desloratadin raspadljiva tableta Sch_e ring-Plough Labo NV
Heist-op-den-Berg, Belgija
za usta/ oralna
otopina
filmom oblozena KRKA, d.d., Novo mesto,
Dasselta* desloratadin Slovenija; TAD Pharma GmbH,

Cuxhaven, Njemacka

Desloratadine Actavis*

desloratadin

filmom obloZena
tableta

Actavis Ltd., Zejtun, Malta

Desloratadine
ratiopharm*

desloratadin

filmom obloZena
tableta

Merckle GmbH, Blaubeuren,
Njemacka; TEVA
Pharmaceutical Works Private
Limited Company, Debrecen,
Madarska; TEVA UK Ltd.,
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http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Belodin-10-mg-tablete/7059
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Rinolan-1-mgml-sirup/7542
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Rinolan-10-mg-tablete/7543
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Alerdin-05-mgml-oralna-otopina/8403
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Alerdin-05-mgml-oralna-otopina/8403
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Alerdin-25-mg-raspadljive-tablete-za-usta/8404
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Alerdin-25-mg-raspadljive-tablete-za-usta/8404
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Alerdin-25-mg-raspadljive-tablete-za-usta/8404
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Alerdin-5-mg-raspadljive-tablete-za-usta/8405
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Alerdin-5-mg-raspadljive-tablete-za-usta/8405
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Alerdin-5-mg-raspadljive-tablete-za-usta/8405
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Escontral-05-mgml-oralna-otopina/8555
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Escontral-05-mgml-oralna-otopina/8555
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Escontral-direkt-25-mg-raspadljiva-tableta-za-usta/8556
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Escontral-direkt-25-mg-raspadljiva-tableta-za-usta/8556
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Escontral-direkt-25-mg-raspadljiva-tableta-za-usta/8556
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Escontral-direkt-5-mg-raspadljiva-tableta-za-usta/8557
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Escontral-direkt-5-mg-raspadljiva-tableta-za-usta/8557
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Escontral-direkt-5-mg-raspadljiva-tableta-za-usta/8557
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Contral-10-mg-tablete/8661
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Belodin-A-10-mg-tablete/8994
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Belodin-A-10-mg-tablete/8994
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Aerinaze/9422
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Aerius/9423
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Azomyr/9456
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Dasselta/9545
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Desloratadine-Actavis/9549
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Desloratadine-ratiopharm/9550
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Desloratadine-ratiopharm/9550

Eastbourne, Ujedinjeno
Kraljevstvo; Pharmachemie
B.V., Haarlem, Nizozemska;
Teva Czech Industries s.r.o,

Opava-Komarov, Ceska; Teva
Operations Poland Sp. Z o.0.,
Krakow, Poljska

Desloratadine Teva*

desloratadin

filmom obloZena
tableta

TEVA Pharmaceutical Works
Private Limited Company,
Debrecen, Madarska; TEVA
UK Ltd., Eastbourne,
Ujedinjeno Kraljevstvo;
Pharmachemie B.V., Haarlem,
Nizozemska; Merckle GmbH,
Blaubeuren, Njemacka

Neoclarityn*

desloratadin

filmom oblozena
tableta /
raspadljiva tableta
za usta/ oralna

Schering-Plough Labo N.V.,
Heist-op-den-Berg, Belgija

tablete

Republika Hrvatska

otopina
Flonldar_l_ direkt 10 mg . raspadljiva tableta Lek Pharmaceuticals d.d.,
raspadljive tablete za loratadin - .
usta za usta Ljubljana, Slovenija
Flonidan 10 mg tablete loratadin tableta Lek P harmaceutlcalgq.d.,
Ljubljana, Slovenija
Deslordis 5 mg filmom desloratadin filmom oblozena Pliva Hrvatska d.o.0., Zagreb,
oblozene tablete tableta Republika Hrvatska
Escontral 5 mg filmom desloratadin filmom obloZena | Jadran Galenski laboratorij d.d.,
obloZene tablete tableta Rijeka, Republika Hrvatska
Claritine Alergija 10 loratadin tableta Schering-Plough Labo N.V.,
mg tablete Heist-Op-Den-Berg, Belgija
. . . . Schering-Plough Labo N.V.,
Claritine 1 mg/ml sirup loratadin sirup Heist-Op-Den-Berg, Belgija
. . Schering-Plough Labo N.V.,
Claritine 10 mg tablete loratadin tableta Heist-Op-Den-Berg, Belgija
Rinolan Alerg 10 mg loratadin tableta Pliva Hrvatska d.o.0., Zagreb,

*Lijek je odobren centraliziranim postupkom davanja odobrenja za stavljanje u promet lijeka (dodatno
EMA, engl. European Medicines Agency, 2017).
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http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Desloratadine-Teva/9551
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Neoclarityn/9794
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Flonidan-direkt-10-mg-raspadljive-tablete-za-usta/10808
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Flonidan-direkt-10-mg-raspadljive-tablete-za-usta/10808
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Flonidan-direkt-10-mg-raspadljive-tablete-za-usta/10808
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Flonidan-10-mg-tablete/11143
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Deslordis-5-mg-filmom-oblozene-tablete/11204
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Deslordis-5-mg-filmom-oblozene-tablete/11204
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Escontral-5-mg-filmom-oblozene-tablete/11854
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Escontral-5-mg-filmom-oblozene-tablete/11854
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Claritine-Alergija-10-mg-tablete/12277
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Claritine-Alergija-10-mg-tablete/12277
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Claritine-1-mgml-sirup/12278
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Claritine-10-mg-tablete/12279
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Rinolan-Alerg-10-mg-tablete/12603
http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Rinolan-Alerg-10-mg-tablete/12603

2. OBRAZLOZENJE TEME

Nazalna primjena lijekova osigurava brojne prednosti u odnosu na oralnu i parenteralnu
primjenu. Zbog velike povrSine nosne sluznice, dobre prokrvljenosti i permeabilnosti postize
se brz ucinak djelatne tvari, a zbog slabije aktivnosti enzimskih sustava smanjena je
razgradnja lijeka. Za postizanje lokalnog uc¢inka primjenjuju se manje doze lijeka ¢ime je
smanjen broj nezeljenih sistemskih nuspojava. Takoder nazalna primjena omogucuje direktnu
dostavu lijeka do mozga te postizanje sistemskog ucinka za lijekove nedovoljne

bioraspolozivosti nakon oralne ili intravenske primjene (Hafner i sur., 2014).

Nanocestice kao terapijski sustavi nude mogucénost poboljSanja bioraspoloZivosti i
ucinkovitosti lijeka, ali i povecanja njegove topljivosti i stabilnosti. Za njihovu izradu odabiru
se razli¢iti polimerni 1 lipidni materijali koju su biokompatibilni 1 sigurni za primjenu te zbog
svojih svojstava mogu osigurati dulje zadrzavanje pripravka na sluznici, produljeno
oslobadanje i ciljanu dostavu djelatne tvari. Uklapanjem lijeka u nanocestice moguce je
prevladati prepreke nazalnoj apsorpciji poput enzimske razgradnje lijeka i mehanizma
mukocilijarnog ¢iS¢enja koji dovodi do brze eliminacije ljekovitog pripravka iz nosne Supljine

(Yuisur., 2015; Sherafudeen i Vasantha, 2015).

U ovom radu razvijene su lipidno-alginatne nanoCestice za nazalnu primjenu u koje je

potom kao modelni lijek uklopljen loratadin.

Za razvoj nanocCestica koriStene su dvije lipidne komponente, lecitin S45 i dimetil
dioktadecil amonijev bromid (engl. dimethyldioctadecylammonium bromide, DDAB), te

polimer natrijev alginat.

Lecitin je smjesa razli¢itih fosfolipida, biokompatibilan je i siguran te prikladan za
pripremu nanosustava lipofilnih lijekova poput loratadina s ciljem postizanja produljenog
oslobadanja (EI-Nabarawi i sur., 2013; Bhatta i sur., 2012; Senyigit i sur., 2010; Hafner i sur.,
2009; Yanasarn i sur., 2009). Dimetil dioktadecil amonijev bromid je kationski lipid kojim je
moguce optimirati ukupni naboj lipidne smjese i interakciju s natrijevim alginatom. Alginat je
kao biokompatibilni, biorazgradljivi i mukoadhezivni anionski polimer, ¢esto polimer izbora
u izradi terapijskih sustava za topikalnu primjenu lijeka. Prisustvo alginata na povrsini Cestica
osigurava dulje zadrzavanje na mjestu primjene i posljedi¢éno veéu bioraspolozivost lijeka
(Motwani i sur., 2008).
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Loratadin je antihistaminik druge generacije koji se najc¢e$ce koristi u simptomatskom
lijeCenju alergijskog rinitisa. Loratadin sprjeCava pokretanje alergijske reakcije blokirajuci
oslobadanje histamina preko Hi- histaminskih receptora. Lijek se brzo apsorbira u probavnom
sustavu i postize vr$nu koncentraciju u plazmi za 1-1,5 h. Medutim zbog brzog metabolizma
prvim prolaskom kroz jetru bioraspolozivost nakon oralne primjene mu je oko 40% (Singh i
sur, 2013). Zbog toga se kao rjeSenje nude drugi putevi primjene lijeka, poput nazalne koja se
pokazala ucinkovitijom u lije¢enju alergijskog rinitisa u usporedbi s primjenom per 0S
(Sherafudeen i Vasantha, 2015).

Cilj rada je razviti lipidno-alginatne nanocestice zeljene veliCine, povrSinskih svojstava i
biokompatibilnosti, prikladne za uklapanje i nazalnu primjenu lipofilnih lijekova, koristenjem
metode ionotropnog geliranja.

Specifiéni ciljevi:

e Ispitati utjecaj masenog omjera lecitina S45 i kationskog lipida u etanolnoj otopini te
koncentracije natrijevog alginata u vodenoj otopini pri pripravi lipidno-alginatnih
nanocCestica na veli¢inu, polidisperznost i zeta-potencijal nanocestica.

e Temeljem provedene karakterizacije svih pripravljenih nanocestica izvr$iti primarni
probir, odnosno identificirati nanocestice s najve¢im potencijalom za razvoj
terapijskog nanosustava.

e |Ispitati biokompatibilnost odabranih lipidno-alginatnih nanocestica in vitro prac¢enjem
metabolicke aktivnosti Caco-2 stanica nakon izlaganja suspenzijama nanocestica.

e Uklopiti modelni lijek loratadin u pripravljene lipidno-alginatne nanocestice.

e Odrediti fizicko-kemijska svojstva lipidno-alginatnih nanocestica s loratadinom:

o veli¢inu i polidisperznost nanocestica
o zeta-potencijal nanocestica

o sadrzaj uklopljenog lijeka
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. MATERIJALI

U izradi ovog diplomskog rada koristeni su sljedeci reagensi i kemikalije:

za razvoj i pripremu nanocestica: lecitin S45 (Lipoid S45, Lipoid GmbH, Njemacka),
kationski lipid dimetil dioktadecil amonijev bromid (engl.
dimethyldioctadecylammonium bromide, DDAB; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Svicarska), natrijev alginat (Pronova LV G, Protan, Norveska), loratadin (Pliva
Hrvatska d.o0.0., Hrvatska), 96%-tni etanol (Kemig, Hrvatska), natrijev klorid (Kemig,
Hrvatska)

za rad sa stani¢nim kulturama: stanice Caco-2 (American Type Culture Collection,
SAD); hranidbeni medij DMEM (engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Svicarska) kojem je dodan fetalni teleéi serum (engl. fetal
bovine serum, Heat Inactivated, FBS, Biosera, Francuska), smjesa antibiotika
(penicilin, streptomicin, amfotericin B, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Svicarska) i
neesencijalne aminokiseline (Lonza, Belgija); fosfatni pufer bez Ca i Mg (engl.
phosphate buffered saline without Ca and Mg, PBS, Lonza, Belgija); otopina EDTA
(Versene) (Lonza, Belgija); tripsin (Lonza, Belgija); pufer balansiran Hankovim
solima (engl. Hank's balanced Salt Solution, HBSS pufer) pripravljen otapanjem
kalcijevog klorida (0,185 mg ml™ CaCl, x 2H,0), magnezijevog klorida (0,1 mg ml™
MgCl, x 6H,0), magnezijevog sulfata (0,1 mg ml* MgSO, x 7H,0), kalijevog
klorida (0,4 mg ml* KCI), kalijevog dihidrogenfosfata (0,06 mg ml™* KH,PO,),
natrijevog hidrogenkarbonata (0,350 mg ml™ NaHCO3), natrijevog klorida (8 mg ml™
NaCl), natrijevog hidrogenfosfata (0,06 mg ml™* Na,HPO4 x2H,0), glukoze (1,1 mg
ml™ D-glukoze x H,0) i 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonske kiseline (HEPES;
30 mM, 7,15 mg ml* ) u proicenoj vodi; [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-25-
difeniltetrazol bromid] (MTT; Biochemica, Aplichem GmbH, Njemacka);
izopropanol (VWR Chemicals, Francuska); NaOH (T.T.T., Hrvatska).
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3.2. METODE

3.2.1. Razvoj i priprema nanocestica

Pripravljene su otopine lecitina S45 i kationskog lipida DDAB u 96%-tnom etanolu pri
razli¢itim masenim omjerima lipidnih sastavnica (Tablica 4). Koncentracija lecitina u svim
pripravljenim otopinama iznosila je 25 mg ml™. Injektiranjem 2 ml etanolne otopine lipida u
23 ml procis¢ene vode, kroz iglu unutarnjeg promjera 0,75 mm, uz mijeSanje na magnetskoj

mijesalici (890 okretaja/min), dobivene su lipidne nanocestice.

Za pripravu lipidno-alginatnih nanocestica, natrijev alginat je otopljen u pro¢is¢enoj vodi
u koncentraciji od 10 mg ml™. Uzeti su razli¢iti volumeni otopine alginata (0,5 i 0,7 ml) koji
su razrijedeni procis¢enom vodom do volumena od 23 ml. Injektiranjem 2 ml etanolne
otopine lipida (Tablica 4), odnosno loratadina i lipida (koncentracija loratadina u etanolnoj
otopini iznosila je 5 mg ml™, a maseni omjer lecitina i loratadina iznosio je 5:1), u 23 ml
razrijedene vodene otopine alginata, dobivene su prazne lipidno-alginatne nanocestice,
odnosno lipidno-alginatne nanocestice s loratadinom. Kona¢na koncentracija natrijevog

alginata u sustavu iznosila je 200 odnosno 280 pg ml™.

Pripravljene nanocestice s loratadinom filtrirane su kroz filtar veli¢ine pora 0,45 um (PES
Syringe-Filter, TPP, Svicarska) kako bi se uklonio neuklopljeni (precipitirani) loratadin.

Filtrirane suspenzije nanocCestica koriStene su u svim daljnjim ispitivanjima.

Tablica 4. Maseni omjer lecitina i DDAB u etanolnoj otopini koriStenoj u izradi nanocestica

Lipidne Lipidno-alginatne Lecitin:DDAB (m/m)
nanocestice nanocestice
LN, LAN; 50:1
LN3 LAN; 50:3
LN4 / 50:4
LNs LAN5 50:5
LNss / 50:5,5
LNe / 50:6
LN LAN; 50:7
LNg LANg 50:8
LNg LANg 50:9
LN1o LANlo/ LA7N1o 50:10
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3.2.2. Odredivanje velicine i zeta-potencijala nanocestica

Veli¢ina, polidisperznost 1 zeta-potencijal nanocestica odredeni su fotonskom
korelacijskom spektroskopijom (engl. Photon Correlation Spectroscopy, PCS) pomocu
uredaja Zetasizer 3000 HS (Malvern Instruments, UK). Za odredivanje veli¢ine i
polidisperznosti nanocestica, suspenzije nanocestica su razrijedene proc¢is¢enom vodom, a za
mjerenje zeta-potencijala razrijedene su 10 mM otopinom NaCl. Mjerenja su provedena pri

25°C uz koristenje monokromatskog koherentnog 10 mW He-Ne lasera (A=633 nm).
3.2.3. Uvjeti uzgoja stani¢ne kulture

U ovom ispitivanju koriStene su epitelne stanice karcinoma debelog crijeva (Caco-2
stanice; American Type Culture Collection [ATCC], SAD). Stanice su uzgajane u tikvicama
od 150 cm? u 24 ml hranidbenog medija. Koristeni medij je DMEM koji sadrzi i fetalni
govedi serum, smjesu antibiotika penicilin/streptomicin/amfotericin B 1 neesencijalne
aminokiseline. Inkubacija se odvijala u inkubatoru pri 37 °C, 5% CO; i 95% relativne
vlaznosti. Kada bi stanice postigle konfluentnost od 80-90%, presadivane su u nove tikvice ili
na ploce s jaZicama (za ispitivanje vijabilnosti). Nakon uklanjanja medija ostaci su isprani 2
puta sa po 10 ml PBS-a. Dodatkom 8 ml tripsina koji je 10 X razrijeden otopinom EDTA
(Versene) postignuto je odvajanje stanica, uz inkubaciju oko 5 minuta. Tripsinizacija je
zaustavljena dodatkom 12 ml medija. Nakon centrifugiranja suspenzije stanica, supernatant

iznad taloga je uklonjen, a stanicama je dodan hranidbeni medij (Planti¢, 2017).
3.2.4. Ispitivanje vijabilnosti stanica

Kako bi ispitali biokompatibilnost razvijenih nanocestica, Caco-2 stanice nasadene su na
plo¢e s 96 jazica, pri gusto¢i od 4000 stanica/jazici. Nakon nekoliko dana, kada su stanice
postigle odgovaraju¢u konfluentnost (80-90%), tretirane su ispitivanim uzorcima. Suspenzije
nanocCestica razrijedene su HBSS-om do koncentracije nanocestica od 50, 100, 200 i
400 pg ml™ (izrazene koncentracijom lecitina u sustavu). pH vrijednost otopine pufera HBSS
je podeSena na 7,4 dodatkom NaOH (10 mM). Prije tretiranja stanica iz jaZica je uklonjen
medij. Naneseni su uzorci razrijedenih suspenzija nanocestica volumena 100 pl, nakon ¢ega je
uslijedila inkubacija od 2 h. Stanice tretirane samo HBSS-om sluzile su kao negativna
kontrola. Po zavrSetku inkubacije, uzorci su uklonjeni, stanice su isprane PBS-om i dodan im

je medij (100 pl).
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Nakon 24 h odredivana je vijabilnost tretiranih stanica. Pripremljena je otopina MTT-a
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijev bromid) koncentracije 5 mg ml™ (Zute boje)
i u svaku jazicu je dodano po 10 pl otopine. Uslijedila je inkubacija pri 37 °C u trajanju od
45 minuta. Stanice pomoc¢u mitohondrijskog enzima oksidoreduktaze prevode MTT u
formazan koji je netopljiv u vodi, a topljiv u organskim otapalima. Vidljivi su ljubicasti
kristali¢ci formazana. Nakon uklanjanja medija, u svaku jazicu je dodano po 100 pl
izopropanola. Dobivenim izopropanolnim otopinama formazana izmjerena je apsorbancija na
UV-Vis spektrofotometru (Victor®, PerkinElmer, SAD) pri valnoj duljini od 570 nm.
Metaboli¢ka aktivnost stanica proporcionalna je izmjerenoj apsorbanciji odnosno

koncentraciji formazana u mjerenim izopropanolnim otopinama.
3.2.5. Odredivanje sadrzaja uklopljenog lijeka

Uzorak nanocCestica je filtriran (veli¢ina pora 0,45 um) (PES Syringe-Filter, TPP,
Svicarska) ¢ime je iz suspenzije uklonjen dio lijeka koji je neuklopljen. Nanodestice s
uklopljenim lijekom (0,5 ml filtrata) razorene su/otopljene u smjesi etanola i proc¢is¢ene vode
(4 ml etanola + 0,5 ml proc¢is¢ene vode). Koncentracija loratadina u pripravljenim uzorcima
odredena je spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 241 nm,
koriste¢i UV-Vis spektrofotometar (UV-Visible Spectrophotometer Cary 50 Probe, Varian,
CA, SAD). Mjerenje je radeno u duplikatu. Kao slijepa proba koriStena je smjesa etanola i
procCis¢ene vode u volumnom omjeru 4:1. Za izradu bazdarnog dijagrama pripravljene su
otopine loratadina u 0,8%-tnom etanolu pri koncentracijama od 5, 10, 15, 20, 25 ug ml™ te im
je izmjerena apsorbancija pri 241 nm. Iz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji loratadina u
mjerenim otopinama dobiven je bazdarni pravac. Koncentracija loratadina u uzorcima
razorenih nanocestica izraCunata je iz izmjerene apsorbancije i nagiba bazdarnog pravca.
Uspjesnost uklapanja loratadina izraCunata je prema jednadzbi:

izmjerena koncentracija lijeka

0 ie$nost ukl ia = -100
% uspjesnost uklapanja teorijska koncentracija lijeka

Sadrzaj loratadina u pripravljenim nanoc¢esticama izra¢unat je prema formuli:

masa uklopljenog loratadina
Py g 100

% sadrzaj loratadina = - .
J masa nanocestica s loratadinom
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Razvoj nanodestica

U razvoju nanocestica koristene su lipidne komponente - lecitin S45 i kationski lipid
dimetil dioktadecil amonijev bromid (DDAB) te polimer natrijev alginat. Nanocestice su

razvijene po istom principu kao i lecitinsko-kitozanske nanocestice (Hafner i sur., 2009).

Lecitin je smjesa fosfolipida, a sastoji se i od triglicerida, masnih kiselina, sterola i
glikolipida. Prisutan je u stanicama. Za njegovu proizvodnju najéesée se koriste jaja i biljna
ulja (sojino, suncokretovo i ulje uljane repice). Postoje razli¢iti tipovi lecitina koji se razlikuju
u sadrzaju polarnih lipida i sastavu fosfolipida (www.lipoid.com). Lecitin S45 sastoji se od
lipidnih ~ komponenti:  fosfatidilkolina  (54,9%), fosfatidiletanolamina  (16,9%),
lizofosfatidilkolina (1%); masnih kiselina (sadrzaj je izraZzen u postotku prema ukupnoj
koli¢ini masnih kiselina): palmitinske kiseline (18%), stearinske kiseline (3%), oleinske
kiseline (10%), linolne kiseline (60%), linolenske kiseline (5%); te drugih komponenti:
triglicerida (0,8%) i DL-R-tokoferola (Hafner i sur., 2011). Cesto se upotrebljava za pripremu
nanosustava zbog toga S§to je siguran i1 biokompatibilan, a zbog svoje lipofilne prirode
omogucuje dobro uklapanje lipofilnih lijekova i njihovo kontrolirano oslobadanje (Bhatta i

sur., 2012; Hafner i sur., 2009).

Dimetil dioktadecil amonijev bromid (DDAB) je kvarterna amonijeva sol s dugim
alkilnim lancima koji joj daju lipofilna svojstva (Slika 4). U vodenom okruzenju alkilni lanci
formiraju strukturu slicnu liposomima koja moze sluziti kao nosaC lijekova ili DNA
(www.sigmaaldrich.com). DDAB je koriSten u razvoju nanokapsula s hidrofilnom jezgrom i
nanostrukturiranih lipidnih nosaca za dostavu derivata alfa-lipoi¢ne kiseline do mozga, pri
¢emu je osigurao pozitivan naboj oba nanosustava te pridonio poboljSanju njihovih fizi¢ko-
kemijskih, tehnoloskih i bioloskih svojstava (Carbone i sur., 2017). Kationski lipid moze
dovesti do reakcije kasne preosjetljivosti zbog ¢ega je u velikim koli¢inama toksi¢an (Smith

Korsholm i sur., 2007).

(l:H3 Br
CH3(CHz)16CH2—=N*~CHz(CHz)16CH3
CHs;

Slika 4. Struktura dimetil dioktadecil amonijevog bromida (preuzeto s

www.sigmaaldrich.com)
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Natrijev alginat je prirodni (lako dostupni), biokompatibilni i mukoadhezivni polimer.

Ima sposobnost formiranja gelova pa omogucuje kontrolirano oslobadanje djelatne tvari.

Zbog navedenih povoljnih svojstava nalazi Siroku primjenu u izradi terapijskih sustava za

uklapanje i dostavu lijekova (Motwani i sur., 2008). Cesto se koristi u kombinaciji s

kitozanom za pripravu nanocestica; primjerice, razvijene su mukoadhezivne kitozansko-

alginatne nanocCestice za oftalmi¢ku primjenu antibiotika (Motwani 1 sur., 2008) te

nanocestice s venlafaksinom za nazalnu primjenu i direktnu dostavu do mozga (Haque i sur.,

2014). U oba slucaja nanocestice su pripravljene interakcijom izmedu negativno nabijenih

karboksilnih skupina alginata i pozitivnih amino skupina kitozana, pri ¢emu pH medija ima

znacajan utjecaj. Maseni omjer alginata i kitozana utjecao je na povrSinska svojstva i veli¢inu

nanocestica te na uspjesnost uklapanja lijeka.

Tijek razvoja lipidno-alginatnih nanocestica u ovom radu prikazan je na Shemi 1.

Lecitinske
nanocestice

l + DDAB

Lipidne
nanocestice

l + natrijev alginat

Lipidno-alginatne
nanocestice

primarni probir
nanocestica

Uklapanje
loratadina

Shema 1. Razvoj lipidno-alginatnih nanocestica
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Tablica 5. Sastav i osnovne Kkarakteristike lipidnih nanocestica (LN), praznih lipidno-

alginatnih nanocestica (LAN) te lipidno-alginatnih nanocCestica s loratadinom

(LLAN).

- . . Zeta-
Uzorak Lecitin* | DDAB* | Alginat** | Loratadin | Veli¢ina PDI potencijal

(mg) | (mg) | (mg) | (mg) | () i
LN 50 / / / 85,4+3,0 | 0,488+0,111 | -20,1£8,7
LN, 50 1 / / 77,8€1,2 | 0,379+0,059 | -20,743,5
LN3 50 3 / / 87,3+0,7 | 0,256+0,006 | -2,0+1,2
LNy 50 4 / / 87,8+0,7 | 0,273+0,005 | 19,9424
LNs 50 ) / / 104,1+3,1 | 0,273+0,020 | 19,9+1,9
LNss 50 55 / / 100,2+1,0 | 0,29440,006 | 49,1+6,0
LN 50 6 / / 103,042,5 | 0,427+0,109 | 49,5+1,4
LN; 50 7 / / 100,1+2,3 | 0,323+0,094 | 43,5+1,2
LNg 50 8 / / 110,2+1,0 | 0,286+0,020 | 52,3+3,1
LNy 50 9 / / 111,2+0,5 | 0,288+0,081 | 33,5+4,8
LN1o 50 10 / / 98,8+1,9 | 0,314+0,025 | 36,8+1,9
LAN; 50 1 5 / 99,5+0,5 | 0,329+0,001 | -25,2+7,0
LAN; 50 3 5 / 131,3+2,8 | 0,339+0,007 | -15,7+0,4
LANs 50 ) 5 / 201,9+4,9 | 0,316+0,050 | -32,4+1,4
LANj7 50 7 5 / 208,9+7,5 | 0,241+0,063 | -37,6+2,3
LANs 50 8 5) / 208,4+2.3 | 0,233+0,021 | -37,0+0,9
LANg 50 9 5) / 195,1+3,4 | 0,241+0,011 | -39,7+1,5
LAN1o 50 10 5 / 211,441,6 | 0,271£0,042 | -42,7+1,3
LA;N1o 50 10 7 / 201,0+1,5 | 0,273+0,023 | -41,0+1,5
LLANs 50 5 5 10 221,2+2.7 | 0,294+0,010 | -25,1+0,8
LLANy 50 7 5 10 215,423 | 0,245+0,028 | -30,1+0,6
LLANsg 50 8 5 10 213,5+6,1 | 0,260+0,015 | -34,6+0,5
LLAN;o 50 9 5 10 234,1+£3,2 | 0,211+0,024 | -36,4+0,8

*koli¢ina lipidnih sastavnica u 2 ml etanolne otopine koriStene pri izradi lipidnih i lipidno-

alginatnih nanocestica

**koli¢ina alginata u 23 ml vodene otopine koriStene pri izradi lipidno-alginatnih nanocestica

Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3).

26




Injektiranjem etanolne otopine negativno nabijenog lecitina S45 u procis¢enu vodu
formirane su lecitinske nanocestice (LN) negativnog zeta-potencijala (-20,1+£8,7 mV). Kada je
u etanolnoj otopini, uz lecitin, otopljen i kationski lipid DDAB, opisanim postupkom
pripravljene su lipidne nanocestice manje negativnog odnosno pozitivnog povrsinskog naboja
(LN3-LN3p), a ovisno o masenom omjeru lecitina i kationskog lipida (Tablica 5). Pri masenom
omjeru kationskog lipida i lecitina manjem od 3:50, pripravljene lipidne nanocestice bile su
negativnog naboja. Maseni omjer kationskog lipida i lecitina ve¢i od 3:50 rezultirao je
nanocesticama pozitivnog naboja. Zeta-potencijal nanocestica ve¢i od +30 mV zabiljeZen je
kod nanocestica pripravljenih iz smjese kationskog lipida 1 lecitina masenog omjera od 5,5:50
do 10:50 (Slika 5). Navedeni iznos zeta-potencijala vazan je s aspekta fizicke stabilnosti

suspenzija pripravljenih nanocestica.

Zeta-potencijal (mV)

N
o

Koli¢éina DDAB/50 mg lecitina (mg)

-40-

Slika 5. Ovisnost zeta-potencijala lipidnih nanocestica o masenom omjeru kationskog lipida
DDAB i lecitina

Sli¢ne lipidne nanocestice s istim kationskim lipidom i lecitinom S45 istodobno su
razvijali Pereira i suradnici. Koncentracija DDAB u 8 ml etanolne otopine lecitina iznosila je
0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1 i 2% m/V, odnosno Koristeni su sljede¢i maseni omjeri lecitina i
kationskog lipida: 200:2, 200:4, 200:8, 200:20, 200:40, 200:80 i 200:160. Razli¢ite koli¢ine
DDAB utjecale su na promjenu povrSinskih svojstava i1 veli¢ine nanocestica, a njegov

pozitivan naboj omogucio je interakciju s hijaluronskom kiselinom (Pereira i sur., 2016).

Srednji promjer lipidnih nanocestica pripravljenih s razli¢itim masenim omjerom
kationskog lipida i lecitina (LN;-LNjo) kretao se od 77,8+1,2 nm do 111,2+0,5 nm. Uocen je
trend blagog porasta veli¢ine nanocestica s povecanjem koli¢ine kationskog lipida u smjesi

lipidnih sastavnica (Slika 6).
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Slika 6. Ovisnost srednjeg promjera lipidnih nanocestica o masenom omjeru kationskog
lipida DDAB i lecitina

U vecini slucajeva, polidisperznost nanocestica pripravljenih iz kationskog lipida i

lecitina kretala se izmedu 0,25 i 0,29, te je bila znacajno manja u odnosu na polidisperznost

nanocCestica pripravljenih samo iz lecitina (LN; 0,488; Slika 7). Kao iznimke potrebno je

istaknuti nanocestice pripravljene iz kationskog lipida i lecitina pri masenom omjeru od 1:50 i
6:50 (LN; i LNg) kod kojih je zabiljezen indeks polidisperznosti redom od 0,379 i 0,427.

PDI

o I

oadl | L I .

OO 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 3 4 5556 7 8 9 10
Koli¢éina DDAB/50 mg lecitina (mg)

Slika 7. Ovisnost indeksa polidisperznosti lipidnih nanocestica o masenom omjeru kationskog
lipida DDAB i lecitina
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Idu¢i korak u razvoju nanocestica 0dnosio se na uvodenje alginata u vodenu fazu sustava
s ciljem priprave lipidno-alginatnih nanocestica Cija ¢e povrSinska svojstva ovisiti o
svojstvima alginata. U pripravi lipidno-alginatnih nanocestica koriStena je metoda
ionotropnog geliranja, a temelji se na elektrostatskoj interakciji izmedu sastavnica razli¢itog
naboja; pozitivan naboj smjese lipidnih komponenti omoguéuje interakciju S negativno
nabijenim natrijevim alginatom. U konacnici, nanocestice nastale injektiranjem etanolne
otopine lipidnih sastavnica u vodenu otopinu alginata imaju negativan zeta-potencijal (LAN;-
LAN;p; Slika 8). Lipidno-alginatne nanocCestice pripravljene s masenim omjerom kationskog
lipida i lecitina ve¢im od 3:50 karakterizirane su zeta-potencijalom u okviru vrijednosti koje
osiguravaju fizicku stabilnost suspenzije nanocestica (negativnijim od -30 mV). Takoder,
zeta-potencijal navedenih nanocestica bio je to negativniji §to je koli¢ina kationskog lipida u
njihovoj pripravi bila veca. Navedeno zapazanje moze se objasniti intenzivnijom interakcijom

s alginatom u slu¢aju vece koli¢ine katinskog lipida u lipidnoj smjesi.

3 Lipidne nanocestice
3 Lipidno-alginatne nanoCestice

[e2]
o
1

N
o
1

Zeta-potencijal (mV)
o

Koli¢ina DDAB/50 mg lecitina (mg)

Slika 8. Ovisnost zeta-potencijala lipidnih i lipidno-alginatnih nanoc¢estica 0 masenom omjeru
kationskog lipida DDAB i lecitina

Slika 9 prikazuje znatan porast veli¢ine lipidno-alginatnih nanocestica u odnosu na same
lipidne nanocestice, 1 to za nanocestice pripravljene iz smjese kationskog lipida i lecitina
masenog omjera veceg od 3:50. To zapaZanje u skladu je s prethodno diskutiranim zeta-
potencijalom lipidnih nanocestica. Naime, pri pripravi lipidnih nanocestica, maseni omjer

kationskog lipida i lecitina ve¢i od 3:50 rezultirao je nanocesticama pozitivhog naboja (Slika
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5), sto je preduvjet za interakciju s negativno nabijenim alginatom. Srednji promjer lipidno-
alginatnih nanocestica rastao je s porastom koli¢ine kationskog lipida u njihovom sastavu, sve
do masenog omjera prema lecitinu od 5:50. Navedeno zapaZzanje moZe se objasniti
intenzivnijom interakcijom lipidne smjese i alginata pri vecoj koli¢ini kationskog lipida u
sastavu nanocCestica. Daljnji porast koli¢ine kationskog lipida u sastavu lipidno-alginatnih
nanoCestica nije rezultirao znacajnijom promjenom veli¢ine nanocestica (LAN7-LAN;p).
Naime, srednji promjer nanocestica pripravljenih s kationskim lipidom i lecitinom masenog

omjera od 7:50 do 10:50 kretao se u rasponu od 195,1£3,4 do 211,4+1,6 nm.

[ Lipidne nanocestice
3 Lipidno-alginatne nanocestice
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Slika 9. Ovisnost srednjeg promijera lipidnih i lipidno-alginatnih nanocestica o masenom

omjeru kationskog lipida DDAB i lecitina

Sve lipidno-alginatne nanocestice (LAN;-LAN3p) pripravljene su injektiranjem etanolne
otopine smjese lipida u vodenu otopinu natrijevog alginata koncentracije 200 pug/ml. Da bi se
ispitao utjecaj koncentracije alginata u vodenoj otopini na svojstva lipidno-alginatnih
nanocestica, nanocestice s najve¢im sadrzajem kationskog lipida (DDAB:lecitin 10:50, m/m)
pripravljene su i koriStenjem vodene otopine natrijevog alginata koncentracije 280 pg/ml
(LA7N10). Dobivene nanodestice bile su srednjeg promjera od 201,0+1,5 nm, indeksa
polidisperznosti od 0,27340,023, te zeta-potencijala od -41,0+1,5 mV. Navedena svojstva bila
su identi¢na svojstvima lipidno-alginatnih nanocestica pripravljenih pri istom masenom
omjeru kationskog lipida i lecitina, te koristenjem vodene otopine natrijevog alginata
koncentracije 200 pg/ml (LANjg; srednji promjer 211,4+1,6 nm, indeks polidisperznosti

0,271+0,042, te zeta-potencijal -42,7+1,3 mV). 1z navedenog zapazanja izveden je zakljuc¢ak
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da povecéanje koncentracije natrijevog alginata iznad 200 pg/ml ne utjeCe na svojstva nastalih

lipidno-alginatnih nanocestica, ve¢ generira suvisak alginata u sustavu.
Primarni probir nanocestica

Temeljem provedene karakterizacije svih pripravljenih nanocestica izvrSen je primarni
probir te su identificirane nanoCestice s najve¢im potencijalom za razvoj terapijskog

nanosustava, odnosno uklapanje djelatne tvari.

Lipidno-alginatne nanocestice pripravljene pri masenom omjeru kationskog lipida i
lecitina ve¢em od 3:50 veli€¢inom (oko 200 nm) su odgovaraju¢e za primjenu na nazalnu
sluznicu. Naime, Cestice s promjerom vec¢im od 1000 nm nece prodirati kroz sloj sluzi koja
prekriva respiratorni epitel, nego ¢e se zadrZavati na povrSini sluzi te, ovisno o strukturnim
svojstvima, odnosno adhezivnosti, mogu Stupiti u interakciju s mucinom. Nanocestice
veli¢ine od 200 do 500 nm difundirat ¢e unutar mukoznog sloja. Ovisno o adhezivnosti 1
veli¢ini, one mogu prodrijeti 1 do povrSine epitelnih stanica. Nanocestice manje od 100 nm ¢e
se zadrZavati u uskim prostorima izmedu lanaca mukoze. Difuzija €estica ovisi i o vrsti i gradi
sluzi, pa ¢e tako sluz s gustom mukoznom mrezom smanjiti kretanje nanocestica veli¢ine oko
500 nm. Mehanizmom mukocilijarnog ¢iS¢enja Cestice prisutne u gornjim slojevima mukoze

¢e se ukloniti, dok ¢e se one uz povrsinu epitelnih stanica zadrzati (das Neves i sur., 2011).

Drugo vazno svojstvo za probir nanocestica je povrSinski naboj. Odabrane su nanocestice
s vrijednostima zeta-potencijala negativnijim od -30 mV, zbog dobre stabilnosti takvih

sustava (Hafner i sur., 2009; Motwani i sur., 2008).

Iz svega proizlazi odabir lipidno-alginatnih nanoc¢estica s masenim omjerom kationskog
lipida i lecitina od 5:50, 7:50, 8:50 i 9:50 (LANs, LAN7, LANg, LANg) kao nanocestica S

najve¢im potencijalom za razvoj terapijskog sustava za nazalnu primjenu. Definiran je i
maseni omjer lecitina i alginata (10:1), tj. koncentracija otopine natrijevog alginata od 200

pg/ml.
Ispitivanje biokompatibilnosti nanocestica in vitro

Razmatranje biokompatibilnosti pripravka vazan je korak u procesu razvoja formulacije.
Kod nazalno primijenjenog ljekovitog oblika stetno djelovanje ponajprije se odnosi na
ciliotoksi¢nost, odnosno sprjeavanje pokretljivosti cilija, ili oStecenje cilijarnog epitela, zbog

¢ega primjena pripravka moze biti ograni¢ena (Hafner i sur., 2014).
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Citotoksi¢nost primarnim probirom odabranih lipidno-alginatnih nanocestica ispitana je
in vitro pracenjem metabolicke aktivnosti Caco-2 stanica nakon izlaganja suspenziji
nanocestica u trajanju od 2 h. Metabolicka aktivnost stanica mjerena je MTT testom. Caco-2
stanice su epitelne stanice karcinoma debelog crijeva. Iako su intestinalnog porijekla, ¢esto se
koriste u procjeni biokompatibilnosti sustava za nazalnu primjenu. In vitro model Caco-2
stanica je jednostavan i dobrih svojstava, a upotrebljava se za ispitivanje permeabilnosti
lijekova i citotoksi¢nosti pomoénih tvari (Hafner i sur., 2009; Ekelund i sur., 2005).

Prije ispitivanja citotoksi¢nosti suspenzije nanocCestica su razrijedene otopinom HBSS-a
(pH 7,4) do koncentracije nanodestica od 50, 100, 200 i 400 pg ml™ (izrazene koncentracijom
lecitina u sustavu). Stanice su izlozene razrijedenim suspenzijama lipidno-alginatnih
nanocestica te lipidnih nanocestica. Otopina HBSS-a sluzila je kao negativna kontrola.
Suspenzije lipidnih nanocestica predstavljale su pozitivnu kontrolu zbog najveceg moguceg
toksiCnog utjecaja na stanice, uslijed njihovog pozitivnog povrSinskog naboja te vecée

vjerojatnosti za interakciju 1 naruSavanje integriteta stani¢ne membrane.

Tretiranje Caco-2 stanica suspenzijama lipidno-alginatnih nanocestica u ispitivanom
rasponu koncentracija i trajanju od 2 h nije utjecalo na vijabilnost stanica (Slika 10). Stoga
dobiveni rezultati upucuju na netoksi¢nost pripremljenih lipidno-alginatnih nanocestica.
Lipidne nanocestice koje su sluzile kao kontrola nisu imale negativan utjecaj na vijabilnost

stanica.
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Slika 10. Utjecaj odabranih lipidno-alginatnih nanocestica (LANs, LAN;, LANg, LANo) i
lipidnih nanocCestica s masenim omjerom lecitina i DDAB od 50:5 i 50:9 (LNs i
LNg) na vijabilnost Caco-2 stanica ispitan MTT testom. Suspenzije nanocestica su
razrijedene otopinom HBSS-a (pH 7,4) do koncentracije nanocestica od 50, 100,
200, 400 pg/ml. Stanice su tretirane 2 h. Vijabilnost stanica izrazena je u odnosu na

netretirane stanice inkubirane u HBSS-u (pH 7,4). Prikazane su srednje vrijednosti

+ standardna devijacija (n=3).
Uklapanje loratadina kao modelnog lijeka

U odabrane nanocestice kao modelni lijek uklapan je loratadin, pri masenom omjeru
prema lecitinu od 1:5. Loratadin je antihistaminik druge generacije koji se najéesce koristi u
simptomatskom lijeCenju alergijskog rinitisa. BioraspoloZivost nakon oralne primjene mu je
oko 40% (Singh i sur., 2013). Nazalnom primjenom zaobilazi se metabolizam prvim
prolaskom kroz jetru, te omoguéuje brzo otklanjanje simptoma. Svojstvo lipofilnosti

loratadina omogucit ¢e uklapanje lijeka unutar lipofilne jezgre razvijenih nanocestica.
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Lipidno-alginatne nanocestice s loratadinom pripravljene su injektiranjem etanolne
otopine loratadina i lipida u vodenu otopinu alginata. Lipidno-alginatne nanocestice s
loratadinom pripravljene s masenim omjerom kationskog lipida i lecitina od 5:50, 7:50, 8:50 i
9:50 oznaceni su redom kao LLANs, LLAN7, LLANg, LLAN. Za usporedbu su koriStene
odgovarajuée prazne lipidno-alginatne nanocestice LANs, LAN7, LANg LANg

4.2. Veli¢ina i zeta-potencijal nanocestica s loratadinom

Kako je ve¢ diskutirano, zadrZzavanje nanocestica u nosnoj Supljini 1 interakcije sa
sluznicom ovise o veliCini i zeta-potencijalu nanocestica. Svojstva lipidno-alginatnih
nanocestica S loratadinom odredena su nakon filtriranja suspenzija pripremljenih uzoraka,

¢ime je uklonjen neuklopljeni lijek.

Srednji promjer lipidno-alginatnih nanocestica s loratadinom je u rasponu od 213,5 do
234,1 nm (Slika 11). Takav promjer je odgovarajuéi jer omogucuje difuziju Cestica kroz sloj
sluzi. Alginat prisutan na povrSini nanocestica zbog svojih svojstava mukoadhezivnosti
pridonosi njihovom zadrZavanju na nosnoj sluznici. Veli¢ina lipidno-alginatnih nanocestica S

loratadinom nesto je ve¢a u odnosu na prazne lipidno-alginatne nanocestice (Slika 11).

[ Nanocestice s loratadinom
3 Prazne nanodestice
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Slika 11. Ovisnost srednjeg promjera lipidno-alginatnih nanocestica s loratadinom i praznih

lipidno-alginatnih nanocestica o masenom omjeru kationskog lipida DDAB i

lecitina
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Indeks polidisperznosti lipidno-alginatnih nanocestica s loratadinom kretao se izmedu

0,21 10,29, sto ukazuje na njihovu relativno ujednacenu veli¢inu (Tablica 5).

Zeta-potencijal je elektrokineticki potencijal difuznog sloja iona koji okruzuju povrsinu
Cestice dispergirane faze. O njemu ovisi stabilnost disperzija (JalSenjak i sur., 1998). Takoder

je vazan zbog interakcija s negativno nabijenim skupinama unutar lanaca mucina.

Vrijednosti zeta-potencijala pripremljenih suspenzija lipidno-alginatnih nanocestica s
loratadinom krecu se u rasponu od -25,1 do -36,4 mV (Slika 12). Zeta-potencijal od priblizno
-30 mV osigurava stabilnost suspenzija. Uklapanje lipofilnog loratadina dovelo je do blagog
smanjenja negativnog zeta-potencijala nanocestica (Slika 12), Sto je vjerojatno posljedica

utjecaja na strukturiranje nanocestica.

3 Nanocestice s loratadinom
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Slika 12. Ovisnost zeta-potencijala lipidno-alginatnih nanocestica s loratadinom i praznih
lipidno-alginatnih nanocestica o masenom omjeru kationskog lipida DDAB i

lecitina
4.3. Uspjesnost uklapanja loratadina u nanocestice

Sadrzaj loratadina u lipidno-alginatnim nanocesticama odreden je spektrofotometrijski
mjerenjem apsorbancije. Uzorci su prije mjerenja filtrirani ¢ime je uklonjen neuklopljeni dio
lijeka. Koncentracija loratadina u ispitivanim uzorcima nanocestica (LLANs, LLANj,

LLANg, LLAN) izraCunata je iz izmjerene apsorbancije i nagiba pravca pripadajuceg
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bazdarnog dijagrama (Slika 13). Bazdarni pravac dobiven je mjerenjem apsorbancija otopina

loratadina poznatih koncentracija.
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Slika 13. Ovisnost apsorbancije o koncentraciji loratadina

Uspjesnost uklapanja lijeka (UU) je sadrzaj lijeka uklopljenog u nanocestice izrazen u

postotku prema ukupnoj koli¢ini lijeka u pripravku. Izracunat je i1 sadrzaj uklopljenog lijeka,

odnosno postotni udio uklopljenog lijeka u odnosu na ispitivanu koli¢inu nanocestica (DL).

Takoder odredena je koli¢ina uklopljenog lijeka sadrzana u jedini¢nom volumenu suspenzije

nanocCestica (koncentracija loratadina u suspenziji nanocestica, C). Svi izraunati podaci

prikazani su u tablici (Tablica 6).

Tablica 6. Uspjesnost uklapanja loratadina u lipidno-alginatnim nanocesticama.

UU (%) DL (%) C (ug/ml)
LLANs 17,92 2,56 71,68
LLAN; 17,19 2,39 68,78
LLAN 16,41 2,25 65,64
LLAN 14,08 1,90 56,30

UU (%), uspjesnost uklapanja = izmjerena koncentracija lijeka / teorijska koncentracija lijeka x 100

DL (%), sadrzaj loratadina = masa uklopljenog loratadina / masa nanocestica s loratadinom x 100

C (ng/ml) = masa uklopljenog lijeka / volumen suspenzije nanocestica
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Uspjesnost uklapanja loratadina u lipidno-alginatne nanocestice Smanjivala se s porastom
koli¢ine kationskog lipida u sustavu. Isto zapazanje uoceno je kod lipidno-alginatnih
nanolestica u koje je ukloplien deksametazon (Corié, 2017). Najuspjesnije uklapanje
postignuto je kod nanocestica s najmanjim omjerom kationskog lipida i lecitina (5:50, m/m;
LLANs). Uklapanje iznosi 17,92%, a pripadaju¢a koncentracija loratadina u navedenoj

suspenziji nanocestica je 71,68 pg/ml.
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5. ZAKLJUCCI

Razvijene su lipidno-alginatne nanocestice u ¢ijoj su pripravi, uz natrijev alginat,
koristeni lecitin S45 te kationski lipid dimetil dioktadecil amonijev bromid (DDAB).
Svojstva razvijenih nanocestica (veli¢ina, polidisperznost i zeta-potencijal) ovisila su o
masenom omjeru lecitina S45 i kationskog lipida.

Pri izradi lipidnih nanocestica, maseni omjer kationskog lipida i lecitina veé¢i od 3:50
rezultirao je nanocesticama pozitivnhog naboja.

Indeks polidisperznosti lipidnih nanocestica smanjen je dodatkom DDAB.
Lipidno-alginatne nanocestice negativno su nabijene.

Lipidno-alginatne nanocestice pripravljene s masenim omjerom kationskog lipida i
lecitina ve¢im od 3:50 karakterizirane su zeta-potencijalom koji osigurava fizicku
stabilnost suspenzije nanocestica (negativniji od -30 mV) te znacajnim povecanjem
veli¢ine u odnosu na same lipidne nanocestice.

Povecanje koncentracije natrijevog alginata iznad 200 pg/ml u vodenoj otopini
koristenoj u izradi lipidno-alginatnih nanocestica nije utjecalo na svojstva nastalih
nanocestica.

Nanocestice s najve¢im potencijalom za razvoj terapijskog sustava za nazalnu
primjenu su one s masenim omjerom kationskog lipida i lecitina od 5:50, 7:50, 8:50 i
9:50; maseni omjer lecitina i alginata iznosi 10:1, odnosno odgovarajuc¢a koncentracija
vodene otopine natrijevog alginata je 200 pg/ml.

Suspenzije  lipidno-alginatnih  nanocestica u  ispitivanim  koncentracijama
(50-400 pg/ml) nisu utjecale na vijabilnost Caco-2 stanica.

Lipofilni lijek loratadin uspjesno je uklopljen u odabrane nanocestice. Srednji promjer
lipidno-alginatnih nanocestica s loratadinom krece se od 213,5 do 234,1 nm; indeks
polidisperznosti je izmedu 0,21 1 0,29; dok zeta-potencijal iznosi od
-25,1 do -36,4 mV.

Loratadin uzrokuje blago povecanje srednjeg promjera lipidno-alginatnih nanocestica
te smanjenje negativnog zeta-potencijala.

Uspjesnost uklapanja loratadina u lipidno-alginatne nanocestice je 14,1-17,9%, a
najuspjesnije uklapanje postignuto je kod nanocestica S najmanjim omjerom

kationskog lipida i lecitina (5:50, m/m).
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7. SAZETAK/SUMMARY

Specificne anatomske, fizioloske i histoloske karakteristike nosne Supljine osiguravaju
brojne prednosti nazalne primjene lijekova u odnosu na oralnu ili parenteralnu primjenu.
Nazalnom primjenom postize se brz lokalni u¢inak uz primjenu manjih doza djelatne tvari, a
moguca je i direktna dostava lijeka do mozga te sistemski ucinak za lijekove nedovoljne
oralne bioraspolozivosti. Kako bi se prevladale prepreke nazalnoj apsorpciji, ali i povecala
stabilnost, bioraspolozivost i u¢inkovitost djelatne tvari, razvijaju se novi terapijski sustavi

poput nanocestica.

Cilj ovog rada bio je razviti lipidno-alginatne nanocestice zeljene veli¢ine, povrSinskih
svojstava i biokompatibilnosti, prikladne za uklapanje i nazalnu primjenu lipofilnih lijekova,

koriStenjem metode ionotropnog geliranja.

U pripravi lipidno-alginatnih nanocCestica, uz natrijev alginat, koristeni su lecitin S45 te
kationski lipid dimetil dioktadecil amonijev bromid (DDAB). Svojstva razvijenih nanocestica
ovisila su 0 masenom omjeru kationskog lipida i lecitina S45. Pri izradi lipidnih nanocestica,
maseni omjer kationskog lipida i lecitina ve¢i od 3:50 rezultirao je nanocesticama pozitivnog
naboja. Indeks polidisperznosti lipidnih nanocestica smanjen je dodatkom DDAB. Lipidno-
alginatne nanocestice negativno su nabijene, a one pripravljene s masenim omjerom
kationskog lipida i lecitina ve¢im od 3:50 karakterizirane su zeta-potencijalom koji osigurava
fiziCku stabilnost suspenzije nanocestica (negativniji od -30 mV). Pri istim masenim
omjerima uoceno je znacajno povecanje veli¢ine lipidno-alginatnih nanocestica U odnosu na
same lipidne nanodestice. Povecanje koncentracije natrijevog alginata iznad 200 pg/ml u
vodenoj otopini koriStenoj u izradi lipidno-alginatnih nanocestica nije utjecalo na svojstva

nastalih nanocestica.

Nanocestice s najve¢im potencijalom za razvoj terapijskog sustava za nazalnu primjenu
su one s masenim omjerom kationskog lipida i lecitina od 5:50, 7:50, 8:50 i 9:50; maseni
omjer lecitina i alginata iznosio je 10:1. Suspenzije lipidno-alginatnih nanocestica U
ispitivanim koncentracijama (50-400 pg/ml) nisu utjecale na vijabilnost Caco-2 stanica. U
odabrane nanocestice uspjesno je uklopljen lijek loratadin te su im odredena fizicko-kemijska
svojstva: srednji promjer kretao se od 213,5 do 234,1 nm; indeks polidisperznosti izmedu 0,21
i 0,29; zeta-potencijal od -25,1 do -36,4 mV; uspjesnost uklapanja loratadina od 14,1 do
17,9%. Najuspjesnije uklapanje postignuto je kod nanocestica S najmanjim omjerom

kationskog lipida i lecitina (5:50, m/m).
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Specific anatomical, physiological and histological characteristics of the nasal cavity
provide a lot of advantages of nasal drug delivery, comparing with the oral or parenteral
application. Nasal delivery can provide fast local action with lower doses of drugs as well as a
direct delivery to the brain and a systemic activity of drugs with poor oral bioavailability. To
overcome barriers for nasal absorption, but also to enhance stability, bioavailability and
efficacy of the drug, new drug delivery systems such as nanoparticles are being developed.

The aim of this work was to develop lipid/alginate nanoparticles of desirable size, surface
characteristics and biocompatibility, appropriate for encapsulation and nasal delivery of
lipophilic drugs, employing ionic gelation method.

In the preparation of the lipid/alginate nanoparticles, apart from sodium alginate, lecithin
S45 and cationic lipid dimethyldioctadecylammonium bromide (DDAB) were used.
Properties of the developed nanoparticles depended on the cationic lipid-to-lecithin weight
ratio. In the preparation of lipid nanoparticles, a cationic lipid-to-lecithin weight ratio higher
than 3:50 resulted in positively charged nanoparticles. The polydispersity index was
decreased by adding DDAB. The lipid/alginate nanoparticles were negatively charged, while
nanoparticles prepared with cationic lipid-to-lecithin weight ratio higher than 3:50 were
characterized by zeta-potential that ensures physical stability of nanoparticle suspensions (less
than -30 mV). A significant enhancement in the size of lipid/alginate nanoparticles, in
comparison with the lipid nanoparticles, was noticed at the same weight ratios. Increase in
sodium alginate concentration above 200 pg/ml in aqueous solution used in the preparation of

lipid/alginate nanoparticles did not influence properties of the prepared nanoparticles.

Nanoparticles with the greatest potential for development of a drug delivery system for
nasal application are nanoparticles with cationic lipid-to-lecithin weight ratio of 5:50, 7:50,
8:50 and 9:50; the weight ratio of lecithin and alginate was 10:1. Lipid/alginate nanoparticle
suspensions in the tested concentrations (50-400 pg/ml) did not influence the viability of
Caco-2 cells. Loratadine was successfully incorporated into the selected nanoparticles gaining
the nanoparticle physiochemical properties as follows: mean diameter from 213.5 to
234.1 nm; polydispersity index from 0.21 to 0.29; zeta potential from -25.1 to -36.4 mV;
entrapment efficacy of loratadine from 14.1 to 17.9%. The highest entrapment efficacy was

achieved for nanoparticles with the lowest cationic lipid-to-lecithin weight ratio (5:50, w/w).
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SUMMARY

Specific anatomical, physiological and histological characteristics of the nasal cavity provide a lot of advantages of
nasal drug delivery, comparing with the oral or parenteral application. Nasal delivery can provide fast local action with
lower doses of drugs as well as a direct delivery to the brain and a systemic activity of drugs with poor oral
bioavailability. To overcome barriers for nasal absorption, but also to enhance stability, bioavailability and efficacy of
the drug, new drug delivery systems such as nanoparticles are being developed.

The aim of this work was to develop lipid/alginate nanoparticles of desirable size, surface characteristics and
biocompatibility, appropriate for encapsulation and nasal delivery of lipophilic drugs, employing ionic gelation
method. In the preparation of the lipid/alginate nanoparticles, apart from sodium alginate, lecithin S45 and cationic
lipid dimethyldioctadecylammonium bromide (DDAB) were used. Properties of the developed nanoparticles depended
on the cationic lipid-to-lecithin weight ratio. In the preparation of lipid nanoparticles, a cationic lipid-to-lecithin
weight ratio higher than 3:50 resulted in positively charged nanoparticles. The polydispersity index was decreased by
adding DDAB. The lipid/alginate nanoparticles were negatively charged, while nanoparticles prepared with cationic
lipid-to-lecithin weight ratio higher than 3:50 were characterized by zeta-potential that ensures physical stability of
nanoparticle suspensions (less than -30 mV). A significant enhancement in the size of lipid/alginate nanoparticles, in
comparison with the lipid nanoparticles, was noticed at the same weight ratios. Increase in sodium alginate
concentration above 200 pg/ml in aqueous solution used in the preparation of lipid/alginate nanoparticles did not
influence properties of the prepared nanoparticles. Nanoparticles with the greatest potential for development of a drug
delivery system for nasal application are nanoparticles with cationic lipid-to-lecithin weight ratio of 5:50, 7:50, 8:50
and 9:50; the weight ratio of lecithin and alginate was 10:1. Lipid/alginate nanoparticle suspensions in the tested
concentrations (50-400 pg/ml) did not influence the viability of Caco-2 cells. Loratadine was successfully
incorporated into the selected nanoparticles gaining the nanoparticle physiochemical properties as follows: mean
diameter from 213.5 to 234.1 nm; polydispersity index from 0.21 to 0.29; zeta potential from -25.1 to -36.4 mV;
entrapment efficacy of loratadine from 14.1 to 17.9%. The highest entrapment efficacy was achieved for nanoparticles
with the lowest cationic lipid-to-lecithin weight ratio (5:50, w/w).
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