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1. Uvod

1.1 Hidrogelovi

Pretrazivanje baze podataka Pubmed koristenjem kljucne rije¢i "hydrogel" rezultira
velikim brojem ¢lanaka. Radovi na temu hidrogelova poceli su se objavljivati jo§ sredinom
20. stoljeca (Slika 1.). Vidljiv je eksponencijalni rast u broju objavljenih ¢lanaka, s velikim

prirastom na pocetku 21. stolje¢a (Mahinroosta i sur., 2018).
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Slika 1. Krivulja eksponencijalnog rasta broja radova u bazi PubMed s klju¢nom rijeci

»~hydrogel (Preuzeto 1 prilagodeno iz Mahinroosta i sur., 2018)

Hidrogelovi su definirani kao trodimenzionalne, umreZene, polimerne strukture koje imaju
sposobnost vezanja vece koli¢ine vode. Polu¢vrsti su oblici, prilagodavaju se podlozi te su
usporedivi s ljudskim tkivom (Atoufi i sur., 2019). Razli¢itim mogucnostima primjene
privlace paznju istrazivaca diljem svijeta i koriste se u mnoge svrhe, od robotike do tkivnog

inzenjerstva (Yuan i sur., 2019, Gang i sur., 2019).



1.1.1 Podjela hidrogelova

Razli¢iti su nacini klasifikacije hidrogelova. Primjerice, hidrogelovi se mogu podijeliti prema

strukturi, vrsti veze, veli€ini i naboju na povrsini. Sveobuhvatna podjela hidrogelova prikazana je

na Slici 2.
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Slika 2. Podjela hidrogelova (Preuzeto i prilagodeno iz Mahinroosta i sur., 2018)

Prema wvrsti podjedinica, hidrogelovi su razvrstani u homopolimerne, kopolimerne i
multipolimerne. Homopolimerni hidrogelovi pripravljeni su samo iz jedne vrste hidrofilnih
monomera, kopolimerni hidrogelovi sadrze dvije vrste monomera, a multipolimerni hidrogelovi

pripravljeni su iz tri ili viSe vrsta monomera.

Na temelju strukture koju stvaraju, hidrogelovi mogu biti amorfni, polukristalni,

supermolekularni 1 hidrogelovi s koloidnim agregatima.



Ako se hidrogelove razvrstava prema ionskom naboju koji je prisutan na povrsini polimera,
razlikuju se kationski, anionski, neutralni i amfoterni (mijenjaju svoj naboj u ovisnosti o okolini)

hidrogelovi.

S obzirom na veli¢inu geliranog sustava, hidrogelovi se dijele u makrogelove (=1 mm),
mikrogelove (10 — 500 pm) i nanogelove (1-1000 nm). Velicina Cestica predstavlja vazan ¢imbenik
u nacinu primjene, raspodjeli nanocestica i postizanju terapijske ucinkovitosti (Nagayama i sur.,

2007, Fang i sur., 2005).

Hidrogelovi se dijele i s obzirom na vrstu interakcije koju ostvaruju polimerni lanci.
Polimerni lanci mogu biti povezani fizikalnim vezama (slabim nekovalentnim, van der
Waalsovim ili hidrofobnim interakcijama te vodikovim vezama) ili kemijskim (kovalentnim)

v€zama.

Hidrogelovi reagiraju na Sirok spektar vanjskih podrazaja, uklju¢ujuéi pH, temperaturu,
ionski sastav okoli$a, enzimsku aktivnost, elektri¢no polje i svjetlost. Do geliranja i promjene
strukture gela moze do¢i u nekoliko sekundi ukoliko se koristi elektricno polje, ili nekoliko
minuta ukoliko se radi o stimulaciji svjetlosnom energijom (Mahinroosta i sur., 2018).
Termoosjetljivi gelovi dijele se na hidrogelove s viSom kriticnom temperaturom (engl. upper
critical solution temperature, UCST) 1 hidrogelove s nizom kriticnom temperaturom (engl.
lower critical solution temperature, LCST). Hidrogelovi s niZom kriticnom temperaturom
smanjuju svoj volumen pri kritiénim temperaturama, dok hidrogelovi s viSom kriticnom
temperaturom povecavaju svoj volumen 1 to se naziva pozitivna termoosjetljivost.
Zahvaljujuéi brzini odgovora na podrazaj i1 preciznosti pri kontroli uvjeta dostave lijeka,
hidrogelovi potaknuti elektricnim poljem relevantni su za isporuku lijekova 1 koriStenje u
biomedicinskom inZenjerstvu. KoriStenje elektricnog polja kao vanjskog podrazaja
omogucava precizno 1 softverski programirano upravljanje naponom ili strujom elektri¢nih
impulsa. Kada se prema tome prilagode koncentracija monomera 1 veliCina pora te
karakteristike otapala, poput ionske jakosti, konac¢ni proizvod je odgovarajuca
trodimenzionalna struktura gela (Kolosnjaj-tabi i sur., 2018). Kod pH ovisnih gelova, barem
jedan od monomera ima ioniziraju¢u skupinu koja postaje nabijena u pogodnom pH, Sto
rezultira elektrostatskim interakcijama i nastajanjem gela (Firestone 1 Siegel, 1991). Geliranje
potaknuto ionima karakteristicno je za negativno nabijene polimere poput alginata i gelan
gume (Slika 3.), a temelji se na umrezavanju polimernih lanaca dvovalentnim kationima

poput Ca>" (Bertsch i sur., 2017; Karavasili i Fatouros, 2016).
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Slika 3: Mchanizam geliranja alginata u prisustvu Ca>" iona (prilagodeno prema

Waldman i sur., 1998)

Jos jedan nacin pokretanja reakcije geliranja je izlaganje svjetlu. Opticki osjetljivi sustavi
reagiraju na svjetlost molekularnom pregradnjom ili stvaranjem veza. Fotoosjetljive molekule
u gelirajuéim sustavima apsorbiraju svjetlost 1 pobuduju energetske prijelaze ili

konformacijske promjene (Erol i sur., 2019).

1.1.2 Primjena hidrogelova u biomedicini

Hidrogelovi se razlikuju po svojoj strukturi, veli¢ini 1 funkciji. S obzirom da gelirani sustavi
mogu biti razliite veliine (od nekoliko nanometara pa cak do centimetra), raspon njihovih
namjena svakim danom postaje sve ve¢i. Mogu biti formirani u gotovo bilo koji oblik i zbog toga
su pogodni kao terapijski sustavi za dostavu lijekova na ciljana mjesta, u tkivnom inZenjeringu, u
izradi kontaktnih leca, u procesu cijeljenja rana, kao dijelovi robotskih sustava i u mnogim drugim
granama. Za izradu kontaktnih leca, najceS¢e se koriste silikonski gelovi. Takvi gelovi su dodatno
modificirani kako bi im se poboljSala svojstva vlaZenja i prianjanja na oko. Osim u svrhu
ispravljanja vida, u novije vrijeme se kontaktne lece sve vise upotrebljavaju kao terapijski sustavi i

dijagnosticki uredaji. Venkatesh 1 suradnici pokazali su kako se u silikonsku kontaktnu le¢u mogu
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inkorporirati H1 antihistaminici s ciljem postizanja duljeg zadrzavanja na mjestu primjene i vece
ucinkovitosti lijeka (Venkatesh i sur., 2007). Farandos i suradnici u svom pregledom radu opisuju
mogucnosti pracenja vrijednosti glukoze u krvi 1 intraokularnog tlaka u terapiji glaukoma pomocu
dijagnostickih kontaktnih le¢a koje bi izmedu dva sloja hidrogelova imale dijagnosticki uredaj s
antenom za slanje podataka na vanjsku jedinicu (Farandos i sur., 2014). Hidrogelovi su svoju
primjenu nasli i u terapiji rana. Zbog svoje biokompatibilnosti i uloge stvaranja vanjskog, zastitnog
filma preko rane, obloge temeljene na hidrogelovima prikladne su kod vecih ili kroni¢nih rana
(Harding 1 sur., 2002). Kod velikih rana postoji 1 mogucnost ugradivanja biosli¢nog tkiva. Osim u
sluCaju koze, takav pristup se moze koristiti i kod drugih tkiva. Tkivno inzenjerstvo je metoda
novijeg datuma u kojoj se hidrogelovi koriste kao sredstva za popunjavanje tkiva koje nedostaje,
kao terapijski sustavi koji dostavljaju lijek izravno u podrucje rane ili kao stimulansi za poticanje
razvoja novog tkiva (Drury 1 Mooney, 2003). Za ovaj rad, najznacajnija primjena hidrogelova je
dostava lijeka na ciljano mjesto. Struktura hidrogelova je vrlo porozna, $to ju ¢ini odlicnim
nosac¢em za molekule lijeka koje se mogu uklopiti u matriks gela, a kasnije 1 osloboditi u okolinu.
Dodatnu prednost predstavlja i moguénost prilagodbe velicine pora uklopljenoj djelatnoj tvari
pravilnim odabirom monomera te mijenjanjem koncentracije polimera. Na taj nac¢in moguce je
posti¢i produljeno oslobadanje djelatne tvari 1 odrzavanje jednolike koncentracije na mjestu
primjene. Osim utjecaja na duljinu oslobadanja, hidrogelovi se mogu koristiti i za oblaganje
peptida (Frokjaer i Otzen, 2005) ili Cestica zlata (Paciotti i sur., 2004) kako bi se izbjegla

fagocitoza ili razgradnja u organizmu i kako bi sustavi sigurno stigli do svojeg odredista.

1.2 Hidrogelovi i nazalna primjena lijekova

Nazalna primjena lijekova omogucuje lokalni uc¢inak na nosnu sluznicu, ali i1 sistemsku
raspoloZzivost lijekova koji se dostatno apsorbiraju u sistemsku cirkulaciju preko nosne sluznice (Xi
i sur., 2016). Jedan od ogranicavajucih ¢imbenika kontakta lijeka s nosnom sluznicom svakako je
sluz koja oblaze nosnu sluznicu 1 zajedno sa cilijama ¢ini mukocilijarni aparat. Cilije koje oblazu
epitelne stanice nosne sluznice nepokretne su u olfaktornoj regiji, ali su pokretne u respiratornoj
regiji. Funkcija mukocilijarnog aparata je ¢iS¢enje udahnutih necistoca, prasine i mikroorganizama
uhvacenih u sluz, kako ne bi dospjeli do nizih dijelova diSnog sustava (Khan i sur., 2017).
Povecanjem viskoznosti terapijskih sustava koji se primjenjuju nazalno, moze se posti¢i njihovo
produljeno zadrzavanje na sluznici. Otuda je razvidna 1 prikladnost trodimenzionalnih gelova za
nazalnu primjenu lijekova. Primjer djelatne tvari za nazalnu primjenu uklopljene u hidrogel je
antimigrenik naratriptan hidroklorid. Navedeni lijek nakon oralne primjene podlijeze izrazenom
metabolizmu prvim prolaskom kroz jetru te se mora primjenjivati u velikoj dozi. Nazalnom

5



primjenom naratriptan hidroklorida uklopljenog u nanonosace u obliku termoreverzibilnog gela
postignute su vece koncentracije lijeka u krvi u odnosu na oralnu primjenu (Shelke i sur., 2015).
Jo§ jedan primjer terapijskog sustava s potencijalno duljim zadrZzavanjem na nosnoj sluznici
predstavlja in sifu geliraju¢a nanosuspenzija resveratrola. Takav sustav formuliran je koriste¢i 0,6%
(m/m) otopinu deacetilirane gelan gume koja gelira u prisustvu iona sadrzanih u nosnom fluidu.
Farmakokinetickim ispitivanjima utvrdena je 2,88 puta veca bioraspoloZzivost resveratrola u mozgu
nakon nazalne primjene in situ gelirajuée nanosuspenzije u odnosu na intravensku primjenu

nanosuspenzije resveratrola (Hao i sur., 2016).

1.3 Reologija

Reologija je znanost koja proucava teCenje materije 1 cilj joj je definirati odnos izmedu
deformacije i naprezanja (Tadros, 2010). Pri velikim razrjedenjima i malim molekulskim masama
otopljenih tvari, sustavi se ponasaju kao Newtonovi fluidi, odnosno idealne tekuéine i prate

Newtonov zakon tecenja opisan jednadzbom:
F=p x Ax %
F =primijenjena sila
w = dinamicki koeficijent viskoznosti
A =povrsina ploca
v = brzina gibanja gornje ploce
h = razmak izmedu ploca

Na Slici 4. prikazan je fluid koji se nalazi izmedu dviju ravnih paralelnih plo€a, razmaknutih za
udaljenost % 1 dovoljno velikih povrSina da se mogu zanemariti uinci rubova. Donja plo¢a miruje,
a gornja ploca povrsine 4, pod djelovanjem sile F, giba se paralelno sa svojom ravninom brzinom
v. Cestice uz donju plo¢u koja se ne giba imaju brzinu v=0, dok Cestice uz gornju, gibajuéu ploéu
imaju brzinu jednaku brzini ploce. Time se osigurava profil gibanja kao $to je prikazano na Slici 4,

a takav profil se naziva lamelarno strujanje (Picout i Ross-Murphy, 2003).



Slika 4. Kretanje fluida smjestenog izmedu dvije paralelne ploce porSine 4, pod djelovanjem sile F

(Preuzeto iz Mezger, 2014)

Newtonovi sustavi su idealni sustavi koji prate navedenu jednadzbu i kod kojih je
medusobna ovisnost sile F' i brzine smicanja v proporcionalna. Primjeri takvih sustava su
voda, ulje, zrak i plazma. Fluidi koji ne slijede linearni odnos naprezanja i smi¢ne deformacije
nazivaju se ne-Newtonovi fluidi. U takvim sustavima smifno naprezanje ne ovisi o

primijenjenoj sili linearno ve¢ prati jednadzbu:
v
=1 (Z—y)”
7= smicno naprezanje [Pa]

n = viskoznost fluida - konstanta proporcionalnosti [Pa-s]
dv .. . . . -1
o gradijent brzine smicanja [s ]

n = indeks ponasSanja toka

U ovoj jednadZbi 7 predstavlja smi¢no naprezanje koje je jednako omjeru sile F' koja

djeluje na povrSinu 4 (r = F/A). S obzirom da je x4 konstanta proporcionalnosti, 7 se
proporcionalno odnosi prema Z—; koji predstavlja gradijent brzine smicanja, $to znaci da je

smicno naprezanje u fluidu proporcionalno promjeni kutne brzine dv. Ukoliko je n<l sustavi
pokazuju karakteristike pseudoplasti¢nih fluida, dok se u slucaju n>1 govori o dilatantnim
sustavima. Oba navedena sustava spadaju pod vremenski neovisne sustave, §to znaci da
viskoznost ovisi isklju¢ivo o brzini smicanja. Kod vremenski ovisnih sustava, viskoznost je

funkcija brzine smicanja, ali i trajanja djelovanja sile. U tu skupinu spadaju tiksotropni i
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reopektantni sustavi. Kod prvih navedenih se primjenom sile na sustav viskoznost smanjuje s
vremenom, a kod drugih ona raste s vremenom primjene. Podjela ne-Newtonovih sustava

prikazana je na Slici 5. (Djabourov i sur., 1988).

ne-Newtonovi
sustavi

R vremenski . A
vremenski ovisni . viskoelasti¢ni
neovisni

— tiksotropni — pseudoplasticni

— reopektantni |— dilatantni

Binghamovi,
plasticni

Herschel -
Bulkleyevi

Slika 5. Podjela ne-Newtonovih sustava (prema Tadros, 2010)

1.3.1 Reometar

Reoloska mjerenja se najceSce izvode reometrima i viskozimetrima. Za gelove je
najpogodniji rotacijski reometar koji mjeri viskoznost sustava na temelju otpora pri primjeni
sile. On se najcesce sastoji od ravne donje ploce na koju se nanosi uzorak i1 gornjeg mjernog
tijela koje moze biti ravnog (engl. parallel plate) 1 stozastog (engl. conus plate) oblika.
Mjerenje je moguce ako se kontrolira smi¢no naprezanje tako da se podesi sila koja djeluje
(F' = konst.) 1 mjeri brzina. Moguca je i1 obrnuta situacija gdje se kontroliranje brzine smicanja
postize kontrolom brzine rotiraju¢e ploCe (v = konst.), a mjeri se sila (Tadros, 2010). S
obzirom da viskoznost ovisi 1 o temperaturi, reometri imaju moguénost odrzavanja stalne
temperature tijekom mjerenja. Reometri mogu imati razliita mjerna tijela s obzirom na
svojstva mjerene tvari. NajceS¢e koriStena mjerna tijela su u obliku cilindra, igle ili dvije

ploce kao Sto je prikazano na Slici 6.



Slika 6. Razli¢iti modeli mjernih tijela, cilindricni (A), stozasti (B) i paralelni (C) (Preuzeto 1

prilagodeno prema www.polymerinnovationblog.com)

1.3.2 Mjerna tijela

Mjerna tijela s donjom ravnom plo¢om dijele se po obliku gornjeg mjernog tijela. Donja
ploc¢a je uvijek ravna i na nju se stavlja uzorak te je ona fiksna. Gornje mjerno tijelo moze biti
u obliku stoSca (engl. Cone plate) ili paralelne ploce (engl. Parallel plate). Mjerno tijelo
stozac s donjim mjernim tijelom tvori mali kut (0) od 0° do 4°. Takav mali kut omogucava da
brzina smicanja bude jednaka duz cijele povrSine ploce jer u tom slucaju je sinf ~ 0. Tijekom
eksperimenta mjeri se moment sile pri zadanoj kutnoj brzini. U svakoj tocki povrSine
stozastog mjernog tijela, sila je jednaka jer se u obzir uzima udaljenost tocke od centra osi. S
udaljeno$¢u od centra osi, raste i brzina, ali i udaljenost gornjeg i donjeg mjernog tijela

(Mezger, 2014; Song i sur., 2017).

1z niZe navedene jednadzbe je vidljivo da je moment sile proporcionalan i1 udaljenosti od

srediSta 1 kutnoj brzini:

F1=moment sile
R = polumjer ploce
(2 = kutna brzina

Na Slici 7. prikazane su veli¢ine koje utjeu na zakretni moment.


http://www.polymerinnovationblog.com/rheology-thermosets-part-2-rheometers/

I

Slika 7. Prikaz stoZastog mjernog tijela (Preuzeto iz Mezger, 2014)

StoZasti oblik gornjeg mjernog tijela ima prednost pred drugim vrstama jer se sila smicanja
jednoliko rasporeduje po cijelom mjernom tijelu, a posljedi¢no i po cijelom uzorku kojeg ne treba
puno kako bi se provelo ispitivanje. Ovakav oblik gornjeg mjernog tijela zahtjeva i fiksnu
udaljenost od donje ploce $to je prednost, ali i nedostatak. Prednost je Sto se prilikom namjestanja
razmaka svi mjehuri¢i zraka istisnu iz uzorka te ne smetaju mjerenju, a nedostatak predstavlja
nemogucénost mjerenja uzoraka sa suspendiranim ve¢im Cesticama. Jo§ jedan nedostatak je 1 dugo
uspostavljanje ravnoteznog stanja izmedu unutarnjih sila sustava i primijenjene sile kod jako

viskoznih sustava kao $to su gelovi 1 otopine polimera (Bofilin 1 Carlson, 1980).

Mjerno tijelo paralelnih ploca (engl. parallel plate) prikazano je na Slici 8. Sastoji se od donje,
mirujuce plo€e 1 ravne gornje ploce koja ima mogucénost rotacije. Kod ovog tipa mjernog tijela,
postoji mogucénost samostalnog namjesStanja udaljenosti izmedu dvije ploce (4). Udaljenost se
odreduje prema polumjeru ploce R na nacin da je & << R. Ovo pravilo je izrazito bitno kod
rotacijskih testova mjerenja viskoznih gelova 1 pasta jer postoji mogucnost da izmjerene vrijednosti
nisu jednake cijelom povrSinom ploce. Razlog tome je $to je razmak izmedu ploca fiksan za cijelo
vrijeme mjerenja po cijeloj povrsini, a kutna brzina @ povecava se od sredista ploce gdje iznosi 0
do ruba ploce gdje postize maksimalnu vrijednost (Tadros, 2010). Iz niZze navedene jednadZbe je
vidljivo da je brzina smicanja proporcionalna udaljenosti od centra ploce, $to je glavni uzrok

nehomogenosti.
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¥ = smi¢no naprezanje

w = kutna brzina

r =udaljenost promatrane tocke od sredista ploce, 0 < < R gdje je R polumjer ploce
h = razmak izmedu ploca

S druge strane, brzina smicanja ovisi obrnuto proporcionalno o razmaku izmedu ploca i Sto je &

manji prema R, nehomogenost u brzini smicanja prema krajevima ploce je manje izrazena.

Za polimerne sustave preporucuje se razmak izmedu ploca od 1 do 3 mm uz promjer ploce od
25 do 50 mm, a kod sustava sa suspendiranim velikim Cesticama preporuka je da razmak izmedu
ploca bude pet puta veci od promjera najvecée Cestice uzorka. Moguénost mjerenja uzoraka s ve¢im
Cesticama prednost je mjernog tijela s paralelnim plocama. To svojstvo pogodno je za uzorke s
trodimenzionalnim strukturama kao Sto su gelovi i paste. Osim toga, zbog slabijih vanjskih sila
koje djeluju na uzorak, vrijeme uspostavljanja ravnoteze vanjskih i unutarnjih sila traje krace i stedi
vrijeme. Nedostatak je svakako nejednolikost prilikom mjerenja sto je vidljivo prilikom provedbe
oscilacijskih testova izvan linearnog viskoelastiénog podru¢ja. Osim toga, namjeStanjem velike
udaljenosti izmedu ploca, postoji moguénost nejednakog odrzavanja temperature, Sto ponovno

uzrokuje nekonzistentnost u mjerenjima (Carvalho 1 sur., 2008).

i H*

Slika 8. Prikaz mjernog tijela s dvije paralelne ploce ( preuzeto iz Mezger, 2014)
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1.3.3 Rotacijski testovi

Rotacijska ispitivanja na reometru mogu se provesti na dva nacina, koji se razlikuju po
unaprijed postavljenim parametrima. Prvi nacin je kontroliranje brzine smicanja i kutne brzine
kako bi se mogla izmjeriti brzina teCenja. Takvi testovi bitni su kod sustava koji ovise o brzini
protoka, poput odredivanja brzine protoka kroz cijev. Drugi nacin je postavljanje konstantne sile
pomocu zakretnog momenta ili kontroliranje smicnog naprezanja. Ovi testovi se koriste kod
primjene ovisne o snazi, kao §to je sila potrebna za pokretanje materijala iz stanja mirovanja.
Vrijednosti brzine smicanja mijenjaju se za 1 s u intervalima od dvije do tri sekunde kako bi se

moglo uspostaviti ravnotezno stanje u uzorku.

1.3.3.1 Krivulja tecenja i krivulja viskoznosti

Viskoznost nije konstantna vrijednost jer na nju utjecu mnogi uvjeti. Tecenje sustava pri
konstantnoj temperaturi i pod djelovanjem smi¢nog naprezanja moze se predstaviti putem dvije
vrste dijagrama kao Sto prikazuje Slika 9. Lijevo je prikazana krivulja te¢enja (engl. flow curve) s
vrijednostima brzine smicanja y na x osi 1 smi¢nog naprezanja 7 na y osi (Chong i sur., 2007).
Desni dijagram prikazuje krivulje viskoznosti (engl. viscosity curve), odnosno ovisnost viskoznosti

# o brzini smicanja y ili smi¢nom naprezanju z. Svaka izmjerena tocka prati jednadzbu
n=t/y

Kod idealnih sustava, viskoznost ne ovisi o brzini smicanja, §to i prikazuje krivulja (1) (Slika 9.

desno). Druge dvije krivulje na Slici 9. prikazuju pseudoplasti¢ni (2) 1 dilatantni (3) sustav.

Y Y
Slika 9. Krivulje te¢enja (lijevo) 1 krivulje viskoznosti (desno) za idealni sustav (1),

pseudoplasti¢ni sustav (2) 1 dilatantni sustav (3)
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Za procjenu ponasanja u rasponu niskih brzina smicanja, korisno je prikazati vrijednosti na
logaritamskoj skali za krivulje teCenja i krivulje viskoznosti. Prednost dijagrama s logaritamskom
skalom je u tome Sto se vrlo velik raspon vrijednosti (nekoliko redova veliCine) moze jasno
prikazati. Cesto se najveée promjene viskoznosti dogadaju unutar malih promjena vrijednosti

brzine smicanja.

1.3.3.2 Granicno smicno naprezanje
Grani¢no smicno naprezanje (engl. yield point) je vrijednost smi¢nog naprezanja iznad koje
sustav pocinje tei. Izracunava se iz krivulje teCenja dobivene rotacijskim testom, pomocu

jednadzbi prema Binghamu, Cassonu ili Herschel/Bulkleyu.

1.3.4 Oscilacijski testovi

Oscilacijski testovi koriste se za mjerenje Sirokog spektra sustava, od tekucih sustava male
viskoznosti do vrlo viskoznih, polimernih sustava. Najc¢es¢e koriSteno mjerno tijelo je sustav s
dvije paralelne ploce. Donja ploca je stacionarna, dok se gornja ploc€a rotira lijevo-desno pod
djelovanjem sile, §to uzrokuje smicno naprezanje u uzorku. Kod cvrstih uzoraka s idealno
elasti¢nim ponasanjem, nema vremenskog odmaka izmedu sinusoidne krivulje zadanog parametra
prije reakcije i izmjerene vrijednosti nakon reakcije. Ipak, veéina uzoraka pokazuje viskoelasticno
ponaSanje (Ibanescu i sur., 2010). U tom slucaju, sinusoidne krivulje unaprijed podeSenog
parametra 1 rezultat mjerenja pokazuju vremensko kasnjenje reakcijskog signala kao na Slici 10.
Taj se zaostatak naziva fazni pomak o , a krece se u intervalu izmedu 0° 1 90°. Kod ¢vrstih sustava

taj se kut krece izmedu 45°1 90°. Zakon koji slijede oscilacijski testovi ima jednadzbu:
G *=7 ‘A / ’A

Gdje G* (Pa) predstavlja kompleksni modul smicanja, 75 (Pa) amplitudu smi¢nog naprezanja, a
ya amplitudu smic¢ne deformacije (%). G* opisuje cjelokupno viskoelastino ponaSanje uzorka.

Sastoji se od modula pohrane (G") po x osi i modula gubitka (G") po y osi.
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Slika 10. Fazni pomak sinusoida smi¢nog naprezanja i brzine smicanja (preuzeto i prilagodeno

prema Mezger, 2014)

1.3.4.1 Modul pohrane (G') i modul gubitka (G'’)

Modul pohrane G' predstavlja elasti¢ni dio viskoelasticnog ponasanja, koji opisuje kruto stanje
uzorka. Modul gubitka G" karakterizira viskozni dio viskoelasti¢nog ponasanja, $to se moze vidjeti
kao ponaSanje tekuéeg stanja uzorka. Viskozno ponaSanje proizlazi iz unutarnjeg trenja izmedu
molekula u sustavu. Trenje se posljedi¢no pretvara u toplinsku energiju koju onda apsorbira uzorak
te ona vise nije dostupna za koristenje. Taj se gubitak energije naziva i rasipanje energije. Suprotno
tome, elastini dio energije ¢uva se u deformiranom materijalu. Kada se na sustav prestane
primjenjivati sila, pohranjena energija djeluje kao pokretacka snaga za obnovu strukture u izvorni
oblik. Modul pohrane G' predstavlja pohranjenu energiju deformacije, a modul gubitka G"

predstavlja rasprSenu energiju tijekom unutarnjeg trenja (Mezger, 2014; Han 1 Jhon 1986).

1.3.4.2 Faktor gubitka, tan 6

Ovaj faktor opisuje omjer dvaju modula viskoelasticnog ponasanja. U slucaju idealnog
elasti¢nog sustava, ¢ = 0°. Viskozna komponenta ne postoji stoga je G'=0itan 6 =G"/ G=0.U
slucaju idealno viskoznog sustava, d = 90°, nema elasticne komponente stoga je G '= 0 i time se
vrijednost tan 0 = G"/ G' priblizava beskonacnosti. Na nekim krivuljama se vrijednost tan o

dodatno prikazuje 1 oznacava fazni prijelaz iz sol u gel stanje pri vrijednosti tan 0 = 1 (Gray 1 sur.,

2009).
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1.3.4.3 Test promjene amplitude i test promjene frekvencije

Test promjene amplitude (engl. Amplitude sweep) jedan je od nacina opisivanja ponasanja
vremenski ovisnih uzoraka pri malim pomacima mjernog tijela. Cilj tog ispitivanja je vidjeti kako
se uzorak ponasa tijekom mjerenja pri normalnim uvjetima, kao 1 ispitati granicu prilikom koje
dolazi do narusavanja unutarnje strukture. Test promjene frekvencije (engl. Frequency sweep)
provodi se u linearnom viskoelasti¢cnom podruc¢ju uz promjenu frekvencije kojoj se izlaze uzorak.
Visoke frekvencije koriste se za poticanje brzih promjena u kratkim vremenskim razmacima, dok
niske frekvencije odgovaraju promjenama strukture u dugim vremenskim periodima ili u
mirovanju. U ovom testu se amplituda odrzava stalnom na nacin da se frekvencija mijenja
postupno kako bi se uzorku omogucilo uspostavljanje ravnoteznog stanja (Wagener i Reisinger,

2003; Janmey i sur., 2007).
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2 ObrazloZenje teme

In situ gelirajuéi sustavi predmet su suvremenih istrazivanja u okviru nazalne primjene
lijekova. Pripravljeni kao tekuéi oblici, jednostavno se primjenjuju rasprSivanjem u nosnu
Supljinu, pri ¢emu u kontaktu s nosnom sluznicom geliraju osiguravajuéi dulje zadrzavanje i

kontrolirani profil oslobadanja lijeka na mjestu primjene (Karavasili i Fatouros, 2016).

Odabir polimera i optimiranje koncentracija polimera u in situ geliraju¢im sustavima
klju¢ni su elementi osiguravanja Zeljenih svojstava gela koji nastaje u kontaktu s nosnom
sluznicom. Polimeri izbora mukoadhezivni su polimeri Cije disperzije geliraju uslijed
promjene temperature, pH ili umrezavanja ionima prisutnim u nosnom fluidu. Optimiranje
koncentracija polimera temelji se na sveobuhvatnoj reoloskoj karakterizaciji sol i gel faze
navedenih sustava. Reoloska svojstva in situ geliraju¢ih sustava prvenstveno utjecu na
mogucénost njihovog rasprsivanja i u¢inkovitog dostavljanja u nosnu Supljinu. S druge strane,
svojstva gela koji nastaje u kontaktu sa sluznicom definiraju vrijeme zadrzavanja 1 profil
oslobadanja lijeka na mjestu primjene, parametre o kojima ovisi bioraspolozivost lijeka na
mjestu djelovanja, ali i vjerojatnost javljanja nuspojava (Nizi¢ i sur., 2019; Salade i sur.,

2019).

Cilj ovog rada je pripraviti in situ gelirajuce suspenzije flutikazonpropionata razli¢itog
polimernog sastava i razli¢itog omjera djelatne i suspendirajuée tvari, te utvrditi utjecaj
navedenih formulacijskih parametara na reoloSka svojstva gela koji nastaje na mjestu
primjene. Medu konstitutivnim polimerima izbora nalaze se pektin i gelan guma koji geliraju
u kontaktu s kationima u nosnom fluidu. Stoga se, u in vifro ispitivanjima, simuliranje
ocekivanog geliranja provodi mijeSanjem in situ geliraju¢ih sustava s umjetnim nosnim
fluidom koji osigurava biorelevantne koncentracije kationa koji sudjeluju u umrezavanju

polimera (Juri$i¢ Dukovski i sur., 2017).

Specifi¢ni ciljevi:

e Pripremiti in situ gelirajue suspenzije flutikazonpropionata (0,1%, m/m) koriste¢i
pektin (0,5-0,7%, m/m), gelan gumu (0-0,2%, m/m) i natrijevog hijaluronat (0 ili
0,05%, m/m) kao polimerne sastavnice, polisorbat 80 (0,01 ili 0,05%, m/m) kao
suspendirajucu tvar i manitol (4,0%, m/m) kao sredstvo za izotonizaciju (ukupno 12

sustava)
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Ispitati utjecaj koncentracije pektina, gelan gume, natrijevog hijaluronata i polisorbata

80 u in situ gelirajuéim suspenzijama tvari na:

o vrijeme geliranja nakon mijeSanja s umjetnim nosnim fluidom u volumnom
omjeru 1:1

o vrijednosti viskoelasticnih modula formiranih gelova u rasponu kutnih
frekvencija od 0,1-100 rad s™

o krivulju viskoznosti formiranih gelova

o grani¢no smicno naprezanje.
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3 Materijali i metode

3.1 Materijali

Uzorci u eksperimentalnom dijelu ovog rada pripravljeni su koriStenjem
flutikazonpropionata (Carbosynth Ltd, UK), Tween-a 80 (Sigma-Aldrich, SAD),
niskometoksiliranog amidiranog pektina CF 025 (stupanj esterifikacije 23-28%; stupanj
amidacije 22-25%; Herbstreith & Fox, Njemacka), gelan gume (Phytagel, Sigma-Aldrich,
SAD) i natrijevog hijaluronata (molekulska masa 0,8 MDa; Contipro, Ceska). Umjetni nosni
fluid (engl. simulated nasal fluid, SNF) pripremljen je otapanjem NaCl (Kemig, Hrvatska) u
koncentraciji od 150 mM, KCI (Kemig, Hrvatska) u koncentraciji od 40 mM 1 CaCl, x 2H,0

(Sigma-Aldrich, Njemacka) u koncentraciji od 5,3 mM, u procis¢enoj vodi.

3.2 Metode

3.2.1 Priprava in situ gelirajucih sustava s flutikazonpropionatom

Otopine polimera koriStene za pripravu uzoraka pripremljene su otapanjem krutina u
prociS¢enoj vodi uz neprestano mijeSanje na magnetskoj mijesalici, u koncentracijama od
1,4%, 0,6% 1 0,5% (m/m), redom za pektin, gelan gumu 1 natrijev hijaluronat. Prilikom
priprave vodene otopine pektina, sustav je na kraju profiltriran. Kako bi doslo do potpunog

otapanja gelan gume, sustav je zagrijan na 80°C (Curt, 2019).

Da bi se pripravile in situ geliraju¢e suspenzije flutikazonpropionata, prvo su pripremljene
smjese polimernih otopina s ciljem postizanja koncentracija prikazanih u Tablici 1. Takav
sustav je homogeniziran na magnetskoj mijeSalici. Zatim je djelatna tvar rastrljana s
polisorbatom 80 u omjerima 10:1 i 2:1 (Tablica 1). Smjesa polimernih otopina postupno je
dodana smjesi flutikazonpropionata i polisorbata 80 uz neprestano mijeSanje staklenim
Stapicem kako bi se dobila homogena suspenzija. U kona¢nim uzorcima, koncentracija
djelatne tvari iznosila je 0,1% (m/m), a polisorbata 80 0,01% (m/m), odnosno 0,05% (m/m).
Za izotonizaciju sustava dodan je manitol u koncentraciji od 4% (m/m), a pH je podesSen
dodatkom 0,1 M NaOH na 6,0 £ 0,2 (Curt, 2019). Ispitivana su svojstva gelova u odnosu na

njihov sastav.
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Tablica 1. Sastav in situ geliraju¢ih suspenzija s flutikazonpropionatom

Uzorak Flutikazonpropionat | Polisorbat 80 | Pektin Gelan Na-
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) | guma hijaluronat
(%, m/m) (%, m/m)

T1P5 0,1 0,01 0,5 0 0
T1P5H 0,1 0,01 0,5 0 0,05
T1P7 0,1 0,01 0,7 0 0
T1P7H 0,1 0,01 0,7 0 0,05
T5P5 0,1 0,05 0,5 0 0
T5P5H 0,1 0,05 0,5 0 0,05
T5P7 0,1 0,05 0,7 0 0
T5P7H 0,1 0,05 0,7 0 0,05
T1P5G2 0,1 0,01 0,5 0,2 0
T1P6G2 0,1 0,01 0,6 0,2 0
T1P7G2 0,1 0,01 0,7 0,2 0
T1P7G1 0,1 0,01 0,7 0,1 0

3.2.2 Reoloska karakterizacija

Reoloska mjerenja provedena su na reometru MCR 102 (Anton Paar GmbH, Austrija;

Slika 11.). Dobiveni podaci analizirani su pomo¢u RheoCompass™ softvera. Mjerenja su

radena u triplikatu.

Slika 11. Reometar MCR 102 (Anton Paar GmbH, Austrija; preuzeto i1 prilagodeno prema

Www.anton-paar.com)
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3.2.3 Odredivanje vremena geliranja

Kako bi se odredilo vrijeme potrebno da sustav prijede iz so/ u gel stanje, raden je
oscilacijski test vremena geliranja (engl. Gelation time test) koriStenjem mjernog tijela PP50
(engl. parallel plate, promjera 50 mm). Parametri testa bili su sljedeci: udaljenost izmedu
gornje i donje ploce iznosila je 0,500 mm, kutna frekvencija (w) postavljena je na 6,28 rad s,
temperatura na 34°C, a smi¢na deformacija bila je 0,5% (iz linearnog viskoelasti¢nog
podrucja). Trajanje testa iznosilo je 5 minuta. Prije mjerenja, in situ gelirajuéi sustav
pomijesan je sa SNF-om u volumnom omjeru 1:1. Ovaj test prikazuje ovisnost modula

gubitka (G') i modula pohrane (G") o vremenu.

3.2.4 Odredivanje krivulje viskoznosti i grani¢nog smi¢nog naprezanja

Kako bi se dobile vrijednosti grani¢nog smicnog naprezanja (engl. Yield point), proveden
je rotacijski test odredivanja krivulje viskoznosti. Taj test pokazuje kako se uzorak ponasa pri
razli¢itim brzinama smicanja (y). Iz tih je vrijednosti prema Binghamovoj jednadzbi

izraCunata vrijednost grani¢énog smi¢nog naprezanja.

Za provodenje testa temperatura je postavljena na 34°C, a koriSteno je mjerno tijelo
CP50-1 (engl. cone plate, promjera 50 mm 1 nagiba 1°) na udaljenosti od donje ploce od
0,102 mm, Sto je fiksni razmak za koriSteno mjerno tijelo. Test je proveden u rasponu brzina
smicanja od 1 do 100 s'. Ovisnost viskoznosti (7, mPa s) o brzini smicanja (y, s™') prikazuje

jednadzba:
n=1y,
gdje je 7 smi¢no naprezanje.
3.2.5 Test promjene frekvencije

Test promjene frekvencije (engl. Frequency sweep test) oscilacijski je test ovisnosti
modula pohrane (G') i modula gubitka (G") ispitivanog sustava o kutnoj frekvenciji (w). Test
je proveden pri smicnoj deformaciji od 0,5% (iz linearnog viskoelasticnog podrucja) te
temperaturi od 34°C. KoriSteno je mjerno tijelo PP50 (engl. parallel plate, promjera 50 mm)
pri udaljenosti izmedu ploc¢a od 0,500 mm. Prethodno mjerenju, in sifu gelirajuéi sustavi
mijeSani su sa SNF-om u volumnom omjeru 1:1. Vrijeme ekvilibracije uzorka bilo je

15 minuta.
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4 Rezultati i rasprava

4.1 Priprava in situ gelirajucih sustava s flutikazonpropionatom

In situ gelirajue suspenzije flutikazonpropionata uspjesno su pripravljene koriStenjem
polisorbata 80 kao suspendirajuce tvari, pektina, gelan gume i1 natrijevog hijaluronata kao
polimernih sastavnica te manitola kao sredstva za izotonizaciju. Flutikazonpropionat djelatna
je tvar netopljiva u vodi (topljivost u vodi iznosti 0,0114 mg/ml; prema www.drugbank.ca),
stoga suspenzija predstavlja prikladan farmaceutski oblik  flutikazonpropionata.
Konvencionalne suspenzije flutikazonpropionata primjenjuju se kao kapi 1 sprej za nos, a
oblikovane su uz (SMPC Flixonase, HALMED, 2018) ili bez (SMPC Rinoco, HALMED,
2018) dodatka pufera. Osmolalnost konvencionalnih suspenzija prilagodena je dodatkom
osmotski aktivnih tvari poput glukoze (SMPC Flixonase, HALMED, 2018) ili natrijevog
klorida (SMPC Rinoco, HALMED, 2018).

In situ gelirajuée suspenzije predmet su suvremenih istrazivanja s obzirom da mogu
osigurati bolji terapijski uc¢inak nazalno primijenjenog lijeka u odnosu na konvencionalne
suspenzije. Naime, pripravljene kao tekuéi oblici, in situ gelirajue suspenzije lako se
primjenjuju rasprsivanjem u nosnu Supljinu, pri ¢emu u kontaktu s nosnom sluznicom prelaze
u gel osiguravajuéi tako dulje zadrzavanje i kontrolirani profil oslobadanja lijeka na mjestu
primjene. Medu koriStenim konstitutivnim polimerima, pektin i gelan guma predstavljaju
polimere ¢ije vodene disperzije geliraju u kontaktu s nosnom sluznicom. Mehanizam njihovog
geliranja zasniva se na umrezavanju polimernih lanaca (dvovalentnim) kationima pristunim u
nosnom fluidu (Karavasili 1 sur., 2016). Natrijev hijaluronat koriSten je zahvaljujuéi
njegovom pozitivnom utjecaju na svojstva gela te pozitivnom ucinku na nosnu sluznicu.
Literaturni podaci pokazuju sinergijski u€inak kortikosteroida i natrijevog hijaluronata u
suzbijanju simptoma oboljenja nosne sluznice poput alergijskog i nealergijskog rinitisa te

kroni¢nog rinosinuitisa (Nizi€ 1 sur., 2019; Gelardi 1 sur., 2013; Cantone 1 Iengo, 2016).

In situ gelirajuce suspenzije flutikazonpropionata razli¢itog polimernog sastava i razli¢itog
masenog omjera lijeka 1 povrSinski aktivne tvari (polisorbata 80) pripravljene su prema
Tablici 1. U prethodnom istrazivanju su se in situ gelirajue suspenzije flutikazonpropionata
istog sastava pokazale prikladnima za primjenu na nosnu sluznicu u obliku spreja, s obzirom
na utvrdenu osmolalnost i moguénost/svojstva rasprsivanja (Curt, 2019). Odabir polimera i

optimiranje koncentracija polimera u in situ geliraju¢im sustavima takoder su 1 klju¢ni
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elementi osiguravanja Zeljenih svojstava gela koji nastaje u kontaktu s kationima na nosnoj
sluznici. Svojstva gela definirat ¢e vrijeme zadrzavanja i profil oslobadanja lijeka na mjestu
primjene, parametre o kojima ovisi bioraspolozivost lijeka na mjestu djelovanja, ali i

vjerojatnost javljanja nuspojava (Nizi¢ i sur., 2019).

S ciljem osiguranja Sto duljeg zadrzavanja lijeka na nosnoj sluznici, za izradu in situ
geliraju¢ih suspenzija flutikazonpropionata odabrani su polimeri izrazitih mukoadhezivnih
svojstava (Mahdi i sur., 2015; Thirawong, 2007; Horvat i sur., 2009). Svi pripravljeni sustavi
nakon geliranja reoloski su karakterizirani 1 to s obzirom na vrijeme geliranja, grani¢no

smicno naprezanje, krivulju viskoznosti te cvrstocu/stabilnost.

4.2 Reoloska svojstva in situ gelova s flutikazonpropionatom

Simuliranje ocekivanog geliranja suspenzija flutikazonpropionata u kontaktu s nosnom
sluznicom provedeno je mijeSanjem in sifu geliraju¢ih suspenzija flutikazonpropionata s
umjetnim nosnim fluidom. Umjetni nosni fluid pripravljen je otapanjem CaCl,, NaCl 1 KCl u
procis¢enoj vodi osiguravaju¢i biorelevantne koncentracije kationa koji sudjeluju u
umrezavanju pektina i gelan gume. Volumni omjer in situ gelirajuée suspenzije i umjetnog
nosnog fluida iznosio je 1:1. Takav omjer proizasao je iz prosjecnog volumena doziranja
tekucih farmaceutskih oblika u nosnu Supljinu (25-200 pl; najéesée 100 pl) i procijenjenog
volumena nosnog fluida koji prekriva nosnu sluznicu (priblizno 100 pl) (Dukovski Jurisi¢ 1

sur., 2017).

Gel koji nastaje u kontaktu s nosnom sluznicom trebao bi biti umjerene ¢vrstoce kako ne bi
doSlo do nelagode nakon primjene kod pacijenta i posljedicno smanjene adherencije ukoliko
bi se gel predugo zadrzavao na nosnoj sluznici (Chatterjee 1 sur., 2017). S druge strane,
nedovoljno Cvrst gel brzo se uklanja s nosne sluznice mukocilijarnim mehanizmom c¢iS¢enja.
Kod sporo geliraju¢ih oblika moZe do¢i do curenja u Zdrijelo zbog nedovoljne brzine
geliranja, Sto kod pacijenta izaziva 1 neugodan okus u Zdrijelu i ponovno smanjenu
adherenciju, a dovodi 1 do sistemske apsorpcije lijeka te je posljedicno mogu¢ razvoj i

sustavi koji geliraju u trenutku kontakta sa sluznicom, na mjestu primjene (in situ).

U svrhu detaljne reoloSke karakterizacije gelova, radeni su rotacijski i oscilacijski testovi.
Za odredivanje vremena geliranja proveden je oscilacijski test vremena geliranja, a s ciljem

ispitivanja ¢vrstoce i stabilnosti in situ gelova raden je oscilacijski test promjene frekvencije
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te rotacijski test preko kojeg je odredeno grani¢no smicno naprezanje. Rotacijskim testom
odredena je i krivulja viskoznosti formiranih gelova. Kombiniranje rotacijskih 1 oscilacijskih
testova omogucéava sveobuhvatnu reolosku karakterizaciju gelova. Rotacijski testovi
omogucavaju evaluaciju ponasanja sustava pri djelovanju neke vanjske sile koja narusava
strukturu gela. Oscilacijski testovi omogucavaju ispitivanje svojstava gelova uz ocuvanje

njihove strukture (Mezger, 2014).
4.2.1 Vrijeme geliranja

Vrijeme geliranja in situ geliraju¢ih suspenzija s flutikazonpropionatom odredeno je pri
temperaturi nosne sluznice (34°C) nakon mijesanja uzorka s umjetnim nosnim fluidom (SNF-
om) u omjeru 1:1 kako bi se simulirali stvarni uvjeti na mjestu primjene. Naime, ioni iz SNF-
a, Ca’", K" i Na", prirodno su prisutni na nosnoj sluznici. Upravo ti ioni (posebice dvovalentni
Ca’") odgovorni su za mehanizam geliranja pektina i gelan gume u ispitivanim in situ
geliraju¢im sustavima (Chan i sur., 2017). Trenutak u vremenu kada se modul pohrane (G') i
modul gubitka (G") sijeku uzet je kao trenutak geliranja sustava (G'=G"). Preciznije
definiranje vremena geliranja sustava je pomocu faktora gubitka (tan J) koji predstavlja omjer
modula gubitka 1 modula pohrane. Prema Winteru i Chambonu, to¢ka geliranja je trenutak u

vremenu kada tan 0 prestaje ovisiti o kutnoj frekvenciji (Winter i Chambon, 1986).
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Slika 12. Ovisnost modula pohrane (G';®) i modula gubitka (G*;0) in situ gela s
flutikazonpropionatom pri koncentraciji polisorbata 80 od 0,01% (m/m) i pektina od 0,7%

(m/m), o vremenu (uzorak T1P7).

Pregledom rezultata, uoceno je da su sve in situ gelirajuce suspenzije gelirale trenutno, to jest

u vremenu =0, jer je ve¢ u tom trenutku modul pohrane (G') bio ve¢i od modula gubitka (G").
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Reprezentativni profil ovisnosti viskoelasticnih modula in situ geliraju¢ih suspenzija nakon

mijesanja s SNF-om o vremenu prikazan je na Slici 12.

Dobiveni podaci slazu se s literaturnim podacima koji se odnose na geliranje pektina (Joshi
i sur., 2016), natrijevog hijaluronata (Mousavi Nejad i sur., 2019), te pektina u kombinaciji s
polimerom slicnim gelan gumi (Slavutsky i Bertuzzi, 2019). S obzirom da je tan J jednak
omjeru G"/G", u trenutku ¢ > 0, vrijednost tan J je manja od 1 (Slika 13.), Sto znaci da je sustav
u stanju gela (Mezger, 2014). Pretpostavka je da se takvo ponasanje in situ gelirajucih sustava

moze ocekivati 1 u kontaktu s nosnom sluznicom in vivo.
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Slika 13. Ovisnost faktora gubitka (tan J) in situ gela s flutikazonpropionatom pri
koncentraciji polisorbata 80 od 0,01% (m/m) 1 pektina od 0,7% (m/m), o vremenu (uzorak

T1P7).

4.2.2 Cvrstoca i stabilnost in situ gelova

Kako bi se usporedila ¢vrstoca i stabilnost in situ gelova, raden je oscilacijski test
promjene frekvencije. Testom se prati promjena modula pohrane (G') i modula gubitka (G")
formiranog gela u ovisnosti o kutnoj frekvenciji (®). Ovisnost viskoelastiénih modula o
kutnoj frekvenciji za gelirane sustave flutikazonpropionata razli¢itog polimernog sastava i

razli¢itog omjera djelatne tvari 1 povrSinski aktivne tvari prikazana je na Slikama 14.-17.
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Na Slici 14. usporedena je ¢vrsto¢a i stabilnost gelova uzoraka T1P5G2, TIP6G2 1
T1P7G2 koji se razlikuju isklju¢ivo po koncentraciji pektina. Navedeni uzorci redom su
sadrzavali 0,5% (m/m), 0,6%, (m/m), 1 0,7%, (m/m) pektina u kombinaciji s gelan gumom u

koncentraciji od 0,2% (m/m).
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Slika 14. Ovisnost modula pohrane (G'; puni znak) i modula gubitka (G*; prazni znak) in situ
gelova s flutikazonpropionatom pri koncentraciji pektina od 0,5% (m/m; T1P5G2, krug), 0,6%
(m/m; T1IP6G2, trokut) 1 0,7% (m/m; TI1P7G2, kvadrat), o kutnoj frekvenciji (o). Mjerenja su

provedena pri temperaturi od 34°C.

Vrijednosti tan & pri kutnoj frekvenciji od 1 rad s” za uzorke T1P5G2, TIP6G2 i TIP7G2
redom su iznosile 0,216, 0,239 1 0,093, iz Cega je razvidna znacajno veca Cvrstoca gela s
najveéim udjelom pektina (0,7%, m/m). Nije uoCena znacajnija razlika izmedu gelova
pripravljenih pri koncentraciji pektina od 0,5 1 0,6% (m/m). Joshi i sur., 2016 u svom radu
nisu uocili veliki utjecaj pektina na cvrstocu in situ gela, a gelove s pektinom nazivaju
,»krhkim* gelovima. Vrijednosti modula pohrane (G') koje su prikazali u literaturi dosezu do

70 Pa za koncentracije pektina od 0,5 mM.

Na Slici 15. usporedeni su profili ovisnosti viskoelasticnih modula geliranih uzoraka
pripremljenih pri razli¢itoj koncentraciji gelan gume (0, 0,1 1 0,2%, m/m; uzorci redom
T1P7G0, T1P7G1 i T1P7G2), o kutnoj frekvenciji, a s ciljem definiranja utjecaja gelan gume

na stabilnost i ¢vrstocu gela.
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Slika 15. Ovisnost modula pohrane (G'; puni znak) i modula gubitka (G*; prazni znak) in situ
gelova s flutikazonpropionatom pri koncentraciji gelan gume od 0% (m/m; T1P7GO0, krug),
0,1% (m/m; T1P7G1, trokut) 1 0,2% (m/m; T1P7G2, kvadrat), o kutnoj frekvenciji ().

Mjerenja su provedena pri temperaturi od 34°C.

Za uzorke TIP7G0, TIP7G1 i TIP7G2 vrijednosti tan & pri kutnoj frekvenciji od 1 rad s™
iznosile su redom 0,053, 0,130 1 0,093. Uvodenje gelan gume u formulaciju rezultiralo je
povecanjem vrijednosti modula pohrane i modula gubitka ispitivanih gelova. Dodatak gelan
gume u formulaciju pokazao se opravdanim, s obzirom da veca elasticnost sustava moze
rezultirati duljim zadrZavanjem i produljenim oslobadanjem lijeka na mjestu primjene (NiZi€ i

sur., 2019).

Utjecaj pektina 1 gelan gume nije u svim slucajevima moguce jednostavno protumaciti, ali
slican fenomen objaSnjavaju Gupta i sur., 2014 koji u svom radu primjecuju da se ¢vrstoca
gela jedno vrijeme povecava kako se povecavaju koncentracije polimera, a zatim dolazi do
platoa. Objasnjenje za takvo ponaSanje autori pronalaze u medusobnim interakcijama
polimernih lanaca. Te interakcije mogu biti inter- 1 intramolekularne, hidrofobne, vodikove,

van der Walsove i druge slicne slabe sile.

Utjecaj koncentracije polisorbata 80 i natrijevog hijaluronata na stabilnost 1 ¢vrstocu gela
prikazan je na Slikama 16. 1 17. Pri koncentraciji pektina od 0,5 % (Slika 16.) nije uocena
znaajnija razlika u viskoelasticnim modulima gelova u ovisnosti o koncentraciji

polisorbata 80 i natrijevog hijaluronata. Iznimka je gel s 0,01% polisorbata 80 za kojeg su
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zabiljezene znacCajno manje vrijednosti modula pohrane i gubitka u odnosu na sve ostale

gelove.

Za gelove s 0,7% pektina svi uzorci bez iznimke bili su karakterizirani sliénim
vrijednostima viskoelasticnih modula (Slika 17.), upuéujué¢i na zakljuCak da sadrzaj
polisorbata 80 i natrijevog hijaluronata u formiranim gelovima nije utjecao na njihovu
stabilnost 1 ¢vrstocu (Nizi¢ 1 sur., 2019). Mousavi Nejad 1 suradnici govore o utjecaju
natrijevog hijaluronata na ¢vrstocu gelova te zakljucuju kako on tvori slabe gelove te ima mali

utjecaj na cvrstocu gela (Mousavi Nejad i sur., 2019).
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Slika 16. Ovisnost modula pohrane (G'; puni znak) i modula gubitka (G*; prazni znak)
ispitivanih sustava o kutnoj frekvenciji (). Ispitivani su in situ gelovi s
flutikazonpropionatom pri koncentraciji pektina od 0,5% (m/m), polisorbata 80 od 0,01%
(m/m; krug 1 kvadrat) ili 0,05% (m/m; trokut i romb), te koncentraciji natrijevog hijaluronata
od 0% (m/m; krug 1 trokut) ili 0,05% (m/m; kvadrat i romb), Mjerenja su provedena pri
temperaturi od 34°C.
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Slika 17. Ovisnost modula pohrane (G'; puni znak) i modula gubitka (G*; prazni znak)
ispitivanih sustava o kutnoj frekvenciji (®). Ispitivani su in situ gelovi s
flutikazonpropionatom pri koncentraciji pektina od 0,7% (m/m), polisorbata 80 od 0,01%
(m/m; krug 1 kvadrat) ili 0,05% (m/m; trokut i romb), te koncentraciji natrijevog hijaluronata
od 0% (m/m; krug i trokut) ili 0,05% (m/m; kvadrat i romb), Mjerenja su provedena pri
temperaturi od 34°C.

4.2.3 Kirivulja viskoznosti gelova

Krivulje viskoznosti gelova pripravljenth mijeSanjem in situ geliraju¢ih suspenzija
flutikazonpropionata 1 umjetnog nosnog fluida prikazane su na Slici 18. Viskoznosti gelova
znacajno su vece od viskoznosti odgovarajucih in sifu geliraju¢ih suspenzija (kontrolni uzorci,
Slika 18.; umetak) ¢ime je potvrden njihov potencijal osiguravanja duljeg zadrZavanja
formulacije na mjestu primjene te smanjenog curenja iz nosa 1 u grlo. Utjecaj na viskoznost
gelova zabiljezen je za gelan gumu 1 natrijev hijaluronat. Gelovi pokazuju 1 pseudoplasti¢no
ponasanje, razvidno iz smanjenja prividne viskoznosti uslijed povecanja brzine smicanja.
Navedeno opazanje moze biti klju¢no za sudbinu formiranog gela u nosnoj Supljini, s obzirom
da je gel na nosnoj sluznici izloZzen odredenim naprezanjima vezanim uz protok udahnutog

zraka 1 treperenje cilija (Nizi¢ 1 sur., 2019).
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Slika 18. Ovisnost viskoznosti in situ gelova s flutikazonpropionatom o brzini smicanja ().
Ispitani gelovi sadrzavali su sam pektin (0,7%, m/m; T1P7, krug), pektin i natrijev hijaluronat
(redom 0,7% 1 0,05%, m/m; T1P7H, kvadrat) te pektin i gelan gumu (redom 0,7% 1 0,2%,
m/m; T1P7G2, trokut), Mjerenja su provedena pri temperaturi od 34°C.

Umetak: usporedba krivulje viskoznosti in situ geliraju¢eg sustava s polisorbatom 80 (0,05%,
m/m), pektinom (0,7%, m/m) 1 natrijevim hijaluronatom (0,05%, m/m; uzorak TSP7H) prije
(krug) i nakon mijeSanja (kvadrat) sa SNF-om.

4.2.4 Grani¢no smi¢no naprezanje

Vrijednost granicnog smicnog naprezanja (engl. yield point) dobivena je rotacijskim
testom pri temperaturi od 34°C, uz CP50-1, praenjem ponaSanja geliranog uzorka (nakon
mijeSanja s SNF-om u omjeru 1:1), pri razli¢itim brzinama smicanja (y). Vrijednosti
graniénog smicnog naprezanja (Tablica 2.) dobivene su regresijskom metodom prema
Binghamovoj jednadZbi, a oznaCavaju naprezanje pri kojem se naruSava struktura formiranih
gelova. Ti podaci su vrlo vazni jer pokazuju u kojem trenutku sustav po€inje teci, tocnije, pri

kojem naprezanju dolazi do naruSavanja strukture gela.
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Tablica 2. Grani¢no smi¢no naprezanje formiranih gelova flutikazonpropionata u ovisnosti o

sastavu in situ geliraju¢ih suspenzija flutikazonpropionata

Uzorak | Flutikazon | Polisorbat80 Pektin Gelan Na- Grani¢no
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) | (%, m/m) | hijaluronat smi¢no
(%, m/m) | naprezanje 7y
(Pa)
T1P5H 0,10 0,01 0,5 0,0 0,05 0,26 + 0,02
T1P5 0,10 0,01 0,5 0,0 0,00 0,41+0,15
T1P7H 0,10 0,01 0,7 0,0 0,05 0,54 + 0,02
T1P7 0,10 0,01 0,7 0,0 0,00 0,89 +0,11
T5P5H 0,10 0,05 0,5 0,0 0,05 0,30 +0,03
T5P5 0,10 0,05 0,5 0,0 0,00 0,38 +£ 0,04
T5P7H 0,10 0,05 0,7 0,0 0,05 0,64 + 0,03
T5P7 0,10 0,05 0,7 0,0 0,00 1,83 +£0,29
T1P5G2 0,10 0,01 0,5 0,2 0,00 6,84 +£0,11
T1P6G2 0,10 0,01 0,6 0,2 0,00 8,29 + 0,83
T1P7G2 0,10 0,01 0,7 0,2 0,00 3,83 +0,43
T1P7Gl1 0,10 0,01 0,7 0,1 0,00 2,14 +£0,09

Prikazane su srednje vrijednosti + SD (n=3).

Vrijednosti grani¢nog smicnog naprezanja kretale su se izmedu 0,26 + 0,02 i
8,29 £ 0,83 Pa. Ako se pogleda sastav uzoraka, uocava se da znacajno vece vrijednosti
grani¢nog smi¢nog naprezanja imaju uzorci koji u svom sastavu imaju gelan gumu dok utjecaj
ostalih polimera nije toliko izraZen. Primjerice, u nizu uzoraka pripravljenih pri koncentraciji
pektina od 0,5%, m/m, vrijednosti granicnog smi¢nog naprezanja kre¢u se u rasponu od
0,26 £ 0,02 do 0,64 + 0,03 Pa. U nizu uzoraka pripravljenih pri koncentraciji pektina od 0,7%,
m/m, vrijednosti su vece 1 kre¢u se izmedu 0,64 + 0,03 1 1,83 £+ 0,29 Pa. ZapaZeni blagi utjecaj
koncentracije pektina na vrijednost grani¢nog smi¢nog naprezanja potvrduje i rad Chan i
suradnika u kojem je provedena reoloska karakterizacija visokometiliranog pektina (Chan i
sur., 2017). Vrijednosti granicnog smicnog naprezanja u tom radu krecu se izmedu
0,50 £ 0,02 1 2,00 = 0,05 Pa u ovisnosti o koncentraciji pektina u uzorku (0,3-0,8%).
Vrijednosti iz Tablice 2. prate i literaturne podatke koji se odnose na grani¢no smic¢no
naprezanje sustava koji sadrze gelan gumu. Primjerice, sustavi s gelan gumom u koncentraciji

0,1% 1 0,375% u radu Mahdi i1 suradnika (Mahdi 1 sur., 2015) imaju vrijednosti granicnog
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smi¢nog naprezanja od 1,8 + 0,02 do 10,2 = 0,1 Pa pri temperaturi od 25°C. Ipak, pri
usporedbi literaturnih i eksperimentalno dobivenih rezultata treba imati na umu ovisnost
grani¢nog smi¢nog naprezanja o temperaturi kao Sto je prikazano u radu Orodu i suradnika

(Orodu i sur., 2018).

Usporedujuci gelove jednakog polimernog sastava a razliitog sadrzaja polisorbata 80,
moze se zakljuCiti da sadrzaj polisorbata 80 u in situ gelirajuoj suspenziji
flutikazonpropionata (0,01 ili 0,05%, m/m) nije znaCajnije utjecao na vrijednosti granicnog

smi¢nog naprezanja sustava nakon geliranja.
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5 ZAKLJUCCI

e Uspjesno su pripravljene in situ gelirajuce suspenzije flutikazonpropionata (0,1%,
m/m) koristenjem pektina (0,5-0,7%, m/m), gelan gume (0-0,2%, m/m) 1 natrijevog
hijaluronata (0 ili 0,05%, m/m) kao polimernih sastavnica, polisorbata 80 (0,01 ili
0,05%, m/m) kao suspendirajuée tvari i manitola (4,0%, m/m) kao sredstva za

izotonizaciju.

e Sol-gel fazni prijelaz pripravljenih suspenzija flutikazonpropionata dogada se
neposredno nakon mijesanja s umjetnim nosnim fluidom koji osigurava biorelevantne

koncentracije kationa koji sudjeluju u umrezavanju pektina i gelan gume.

e Za sve formirane gelove vrijednosti modula pohrane bile su veée od vrijednosti

modula gubitka u ispitivanom rasponu kutnih frekvencija (0,1-100 rad s).

e Vrijednosti viskoelasticnih modula 1 grani¢no smi¢no naprezanje kao pokazatelji
¢vrstoe gela rasli su s porastom sadrzaja pektina te posebice gelan gume u

formulaciji.

e Nije zabiljeZzen znacajniji utjecaj natrijevog hijaluronata i polisorbata 80 na ¢vrstocu

gela.

e Formirani gelovi karakterizirani su vecom viskoznoS¢u u odnosu na sol fazu.
Viskoznost gelova smanjivala se je s porastom brzine smicanja, upucujué¢i na

pseudoplasti¢no ponasanje gelova.
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7 Sazetak/Summary

In situ gelirajuéi sustavi uvelike se istrazuju u okviru nazalne primjene lijekova. Odabir
sastavnica (prvenstveno polimera) i njihova koncentracija u in situ gelirajuéim sustavima
parametri su o kojima ovise svojstva gela koji nastaje u kontaktu s nosnom sluznicom.
Reoloska svojstva gela definiraju vrijeme zadrzavanja i profil oslobadanja lijeka na mjestu

primjene, a time i bioraspolozivost lijeka na mjestu djelovanja.

Cilj ovog rada je pripraviti in situ gelirajuce suspenzije flutikazonpropionata (0,1%, m/m)
razli¢itog polimernog sastava 1 razli¢itog omjera djelatne i suspendirajuée tvari, te utvrditi
utjecaj navedenih formulacijskih parametara na reoloska svojstva gela koji nastaje na mjestu
primjene. Kao konstitutivni polimeri koristeni su pektin (0,5-0,7%, m/m) i gelan guma (0-
0,2%, m/m) koji geliraju u kontaktu s kationima u nosnom fluidu, te natrijev hijaluronat (0 ili
0,05%, m/m). Polisorbat 80 (0,01 ili 0,05%, m/m) koriSten je kao suspendirajuca tvar, a

manitol (4,0%, m/m) kao sredstvo za izotonizaciju.

In situ geliranje pripravljenih in situ geliraju¢ih suspenzija flutikazonpropionata simulirano je
mijesajuci ih s umjetnim nosnim fluidom u volumnom omjeru 1:1, pri ¢emu je uocen trenutni
sol-gel fazni prijelaz pripravljenih sustava. Za sve formirane gelove vrijednosti modula
pohrane bile su vece od vrijednosti modula gubitka u ispitivanom rasponu kutnih frekvencija
(0,1-100 rad s™). Vrijednosti viskoelasticnih modula 1 granicno smicno naprezanje kao
pokazatelji ¢vrstoce gela rasli su s porastom sadrzaja pektina te posebice gelan gume u
formulaciji. Nije zabiljeZen znacajniji utjecaj natrijevog hijaluronata i polisorbata 80 na
¢vrstocu gela. Formirani gelovi karakterizirani su veCom viskoznos$¢u u odnosu na sol fazu.
Viskoznost gelova smanjivala se je s porastom brzine smicanja, upucujuci na pseudoplasti¢no
ponaSanje gelova. Rezultati ovog diplomskog rada doprinos su usmjerenom razvoju in situ

gelirajuce suspenzije flutikazonpropionata za nazalnu primjenu.
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In situ gelling systems are extensively investigated for nasal administration of drugs. The
selection of constituents (primarily polymers) and their concentration in in situ gelling
systems affect properties of gel formed in contact with the nasal mucosa. The rheological
properties of the gel define the retention time and the release profile of the drug at the site of

administration, and thus the bioavailability of the drug at the site of action.

The aim of this work is to prepare in situ gelling suspensions of fluticasone propionate
(0.1%, w/w) differing in polymer composition and drug to suspending agent ratio, and to
determine the influence of these formulation parameters on the rheological properties of the
gels that are formed at the application site. Pectin (0.5-0.7%, w/w) and gellan gum (0 or 0.2%,
w/w) were used as constitutive polymers as they gel in contact with cations in the nasal fluid.
Sodium hyaluronate (0 or 0.05%, w/w) was also used as constitutive polymer. Polysorbate 80
(0.01 or 0.05%, w/w) was used as the suspending agent, while mannitol (4.0%, w/w) was used

as isotonizing agent.

In situ gelation of prepared fluticasone propionate suspensions was simulated by mixing
them with an artificial nasal fluid in a volume ratio 1:1. Sol-gel phase transition of the
prepared systems was observed instantly. For all gels formed, values of storage modulus were
greater than the values of the loss modulus, in range of angular frequencies employed (0.1-
100 rad s™). Viscoelastic moduli values and shear stress, as indicators of gel strength,
increased with increasing pectin content and especially with increasing gellan gum content in
the formulation. No significant effect of sodium hyaluronate and polysorbate 80 on gel
strength was observed. Formed gels are characterized by higher viscosity than the sol phase.
The viscosity of the gels decreased with increasing the shear rate, suggesting a pseudoplastic
behaviour of the gels. The results of this thesis contribute to the directed development of in

situ gelling fluticasone propionate suspension for nasal administration.
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