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1. UVOD
1.1. DJELOVANJE | PRIMJENA FLUTIKAZONA

Flutikazon, poznati i potentni glukokortikoid danas se Siroko primjenjuje u stanjima
poprac¢enim nazalnim simptomima, poput alergijskog i nealergijskog rinitisa, nazalnih polipa,
te u astmi i kroni¢noj oprstruktivnoj bolesti plu¢a (KOPB). Spoj uzor iz kojeg nastaju dva
esterska oblika flutikazona, flutikazonpropionat i flutikazonfuroat (Slika 1.), je kortizol, ¢ijjom

su modifikacijom dobiveni lipofilniji i selektivniji navedeni spojevi (Crim i sur., 2001).

flutikazonpropionat flutikazonfuroat

Slika 1. Struktura flutikazonpropionata i flutikazonfuroata (prilagodeno prema Crim i sur.,

2001)

Flutikazon, kao lijek iz skupine glukokortikoida protuupalno djelovanje postize
stereospecifiénim vezanjem na tzv. steroidne receptore u citoplazmi stanice. Sto je snaZnije
vezanje na steroidne receptore, snaznije je i djelovanje glukokortikoida, pa se protuupalna
aktivnost pojedinih lijekova iz skupine glukokortikoida moZe objasniti njihovom sposobnoscéu
vezanja za receptore. Tako, primjerice, flutikazon ima 18 puta snaznije djelovanje od
deksametazona (Crim i sur., 2001; Pauwels, 1986). Opsirniji mehanizam djelovanja prikazan
je na Slici 2. (Katzung, 2011). Molekula steroida je u krvi vezana na CBG-globulin koji veze
kortikosteroide, ali u stanicu ulazi kao slobodna molekula. Unutarstani¢ni receptor je vezan na
stabiliziraju¢e proteine, proteine toplinskog Soka (Hsp 90) te ostale strukture oznacCene na
Slici 2. kao X. Kao takav, kompleks nije aktivan. Kada kompleks veze molekulu steroida, npr.

molekulu flutikazona, Hsp 90 i pridruzene molekule se oslobadaju, a kompleks steroid-
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receptor se dimerizira i translocira u jezgru. U jezgri se kompleks veze na GRE (element
odgovora glukokortikoida) i regulira transkripciju gena preko RNA polimeraze Il i
pridruzenih transkripcijskih faktora. To rezultira prevodenjem mRNA u specificne proteine
koji su ukljuceni u protuupalno djelovanje kortikosteroida. Osim sa GRE, kompleks moze u¢i
u interakciju i mijenjati funkciju nekih drugih transkripcijskih faktora, primjerice nuklearnog
faktora kappa B u jezgri (Katzung, 2011).
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Slika 2. Prikaz interakcije steroida S i njegovog receptora R te kasnijih dogadaja u ciljnoj

stanici (prilagodeno prema Katzung, 2011)

Lipokortin, protein sintetiziran u neutrofilima kao posljedica djelovanja glukokortikoida,
inhibira aktivnost enzima fosfolipaze A2 i tako sprjecava oslobadanje arahidonske kiseline iz
fosfolipida, a koja je supstrat za nastajanje prostaglandina, leukotriena i faktora aktivacije
trombocita (Pauwels, 1986). Takoder reducira ekspresiju enzima ciklooksigenaze 2, a s tim 1
sintezu proupalnih medijatora. Nadalje, glukokortikoidi utjecu na koncentraciju, distribuciju i

funkciju perifernih leukocita, suprimiraju proupalne citokine i kemokine te ostale medijatore
2



upale. Za kratko vrijeme smanjuju koncentraciju limfocita, monocita, eozinofila i bazofila te
inhibiraju aktivaciju tkivnih makrofaga i antigen prezentirajucih stanica. Analogno tome
onemogucena je fagocitoza, izlu¢ivanje TNF-a, IL-1 (Katzung, 2011). Glukokortikoidi mogu
ispoljavati svoje djelovanje i brzim putem koji je neovisan o jezgri i1 transkripciji gena, a
ukljucuje primjerice inhibiciju oslobadanja prostaglandina iz endotela, inhibiciju olobadanja
ACTH-a iz odredenih tumorskih stanica ili inhibiciju priljeva Ca’* iona interferiranjem s

fosforilacijom proteina (Pauwels, 1986).

Danas se kortikosteroidi najve¢im dijelom koriste topikalno, pulmonalno i nazalno kako bi
se izbjegla sistemska apsorpcija lijeka te neZeljene nuspojave poput adrenalne supresije,
hipoglikemije, osteoporoze, slabljenja imunosnog sustava te sklonosti infekcijama (Shaw,
1994). Prednost flutikazona je njegov ekstenzivan prvi prolaz kroz jetru i brzi metabolizam u

inaktivnu 17-karboksilnu kiselinu i njezine derivate.

Glukokortikoidi proizvode velik broj pozitivnih ucinaka u stanjima koje karakterizira
alergijska upala. Nazalna primjena kortikosteroida navodi se kao prva linija terapije
alergijskog rinitisa prema EPOS smjernicama iz 2012. godine (Fokkens i sur., 2012).
Alergijski rinitis je upala sluznice nosa koja nastaje nakon izlaganja alergenima. Statisticki
podaci pokazuju da je oboljelih 10-25% svjetske populacije, a vise od 40% su djeca.
Alergijski rinitis biljezi porast prevalencije u zadnjih 40 godina. Simptomi koji prate bolest su
zaCepljenost nosa, pojacana sekrecija, kihanje te svrbez nosa. Navedeni simptomi nisu opasni
ali smanjuju kvalitetu Zivota te povecavaju rizik razvoja astme. Nerijetka su 1 prateca
oboljenja poput rinosinusitisa-upale sluznice nosa koja zahvaca paranazalne sinuse koja Cesto
rezultira gubitkom osjeta mirisa te nosna polipoza koja se o€ituje peteljkastim izraslinama,
tzv. polipima. Nealergijski rinitis zahvaca 2-4% populacije ve¢inom srednje zivotne dobi
(Roje i sur., 2011). Kortikosteroidi smanjuju upalu i hiperreaktivnost nazalne sluznice te
stopu nastanka 1 vra¢anja nazalnih polipa (Baumann i sur., 2011). Oblici za nazalnu primjenu
osiguravaju precizno doziranje kortikosteroida u nosnu Supljinu. Lokalno se primjenjuje mala
doza lijeka, te je mala i moguénost nuspojava i predoziranja. Ovakav nacin lijeCenja je
neinvazivan, prakti¢an i prikladan za samolijecenje. U Tablici 1. prikazani su farmaceutski
oblici flutikazona za nazalnu primjenu indicirani u lije¢enju alergijskog rinitisa i nosne

polipoze, odobreni u Republici Hrvatskoj.



Tablica 1. Farmaceutski oblici flutikazona za nazalnu primjenu odobreni u Republici

Hrvatskoj (preuzeto sa http://new.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/)

NAZIV DJELATNA TVAR I FARMACEUTSKI TERAPIJSKA
LIJEKA INDIKACIJA
Dymista flutikazonpropionat  sprej za nos, “ublazavanje simptoma
50ug suspenzija umjerenog do teskog
azelastinklorid sezonskog i
137ug cjelogodisnjeg
alergijskog rinitisa
Flixonase flutikazonpropionat kapi za nos, redovita terapija kod
400pg suspenzija bolesnika s nosnim
polipima i povezanim
simptomima nosne
opstrukcije
Flixonase flutikazonpropionat sprej za nos, profilaksa i lijeCenje
50ug suspenzija sezonskog alergijskog
rinitisa (ukljuc¢ujuéi
peludnu hunjavicu) i
cjelogodisnjeg
alergijskog rinitisa
Rinoco flutikazonpropionat sprej za nos, profilaksa i lijeCenje
50ug suspenzija sezonskog alergijskog
rinitisa (ukljucujuéi
peludnu hunjavicu) i
cjelogodisnjeg
alergijskog rinitisa
Synaze flutikazonpropionat sprej za nos, ublazavanje simptoma
50ug suspenzija umjerenog do teskog
azelastinklorid sezonskog i
137ug cjelogodisnjeg
alergijskog rinitisa



http://new.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/

Kod astme i KOPB-a, flutikazon se primjenjuje u obliku aerosola inhalacijom. U Tablici 2.

prikazani su farmaceutski oblici flutikazona za pulmonalnu primjenu indicirani kod razli¢itih

stupnjeva astme te KOPB-a, odobreni u Republici Hrvatskoj.

Tablica 2. Farmaceutski oblici flutikazona za pulmonalnu primjenu odobreni u Republici

Hrvatskoj (preuzeto sa http://new.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/)

NAZIV
LIJEKA
Arquist

Airflusal

AirFluSal Forspiro

Dimenium

DJELATNA TVAR FARMACEUTSKI

I DOZA
flutikazonpropionat
250ug

salmeterol

25u9
flutikazonpropionat
125ug

salmeterol

S0ug
flutikazonpropionat
2509

salmeterol

S0ug
flutikazonpropionat
100/200/500 pg

OBLIK
stlaceni inhalat,

suspenzija

stlaCeni inhalat,

suspenzija

prasak inhalata,

dozirani

praSak inhalata,

dozirani

TERAPIJSKA
INDIKACIJA
lijecenje astme u
odraslih i adolescenata
starijih od 16 godina,
lijecenje teSkog KOPB-
a uz istodobnu
primjenu beta agonista
dugog djelovanja u
odraslih
redovito lijeenje astme
kada je potrebna
primjena kombiniranog
lijeka
lijecenje astme za koju
je indicirana primjena
kombiniranog lijeka,
simptomatsko lijecenje
bolesnika s KOPB- om
lijecenje astme za koju
je indicirana primjena
kombiniranog lijeka,
simptomatsko lijeenje

bolesnika s KOPB- om


http://new.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/

Flixotide Diskus flutikazonpropionat  prasak inhalata, preventivno lije¢enje
astme,
viSedozni inhalator  blaga, umjerena i teSka

sa suhim praSkom  astma

Flixotide flutikazonpropionat  stlaceni inhalat, profilakticko lijecenje
50/125/250 pg suspenzija astme (blage, umjerene,

teske)

Fusamix salmeterol prasak inhalata,u  redovito lijeCenje astme
4819 odmjernom kada je potrebna
flutikazonpropionat ~ inhalatoru primjena kombiniranog
238 ug (Easyhaler) lijeka

Salmeterol/flutikazon salmeterol stlaceni inhalat, redovito lijeCenje astme

Cipla 25ug suspenzija kada je potrebna
flutikazonpropionat primjena kombiniranog
125/250 ng lijeka

Seretide Diskus salmeterol Prasak inhalata, uobicajeno lijeenje
47ug dozirani astme kada je potrebna
flutikazonpropionat primjena kombiniranog
92/231/460 pg lijeka

1.2. PREDNOSTI I OGRANICENJA NAZALNE PRIMJENE LIJEKOVA

Nazalna primjena danas je vrlo interesantan put primjene lijekova ¢iji se potencijal nastoji
Sto viSe iskoristiti razvojem inovativnih terapijskih sustava (Mahdi i1 sur., 2005). Slika 3.
prikazuje gradu i anatomske strukture nosne Supljine koje su vazne pri nazalnoj primjeni

2 visoko

lijekova. Respiratorna sluznica nosne Supljine velike je povrSine, oko 150 cm
prokrvljena te slabije enzimske aktivnosti u odnosu na probavni sustav (Westin, 2007).
Respiratornu sluznicu prekriva epitel s mikrovilima koji stiti donje diSne putove od stranih
Cestica 1 mikroorganizama mukocilijarnim mehanizmom ¢iS¢enja (Merkus i sur., 1998).

Barijera je dobro permeabilna za tvari molekulske mase manje od 1000 Da, koje postizu brzu
6



apsorpciju i terapijski u¢inak 30 minuta nakon primjene. Dodatna prednost pri nazalnoj
primjeni lijeka s ciljem postizanja njegove sistemske raspolozivosti je izbjegavanje
intestinalnog i hepatickog metabolizma (Ghori i sur., 2005). Nazalno se primjenjuju i peptidni
lijekovi €ija je razgradnja u nosnoj Supljini znatno manja od intestinalne. Tako se, primjerice,

dezmopresin primjenjuje nazalno u terapiji dijabetesa (Chevrel i Dessus, 2009).

” =2 N
Olfaktorno
podrucdje

Atrij

Vestibul ( ﬂ

Respiratorno
podrutje

Slika 3.Grada nosne supljine (preuzeto iz Hafner i sur., 2014)

Malim dijelom povr§ine nosne Supljine, otprilike 10 cm?, prostire se olfaktorni epitel koji
je “produzena ruka” olfaktornog bulbusa mozga, Sto omogucuje izravnu povezanost nosne
Supljine sa sredi$njim zivéanim sustavom (Leinder-Zufall i Ma, 2009). To otvara mogucnost
nazalne primjene lijekova koji ostvaruju terapijski uéinak u mozgu, pa su tako, primjerice,
razvijeni mukoadhezivni in situ geliraju¢i sustavi antimigrenika sumatriptana za nazalnu
primjenu s ciljem povecanja bioraspolozivosti lijeka (Galgatte i sur., 2014). U danasnje
vrijeme istrazuju se 1 razvijaju inovativni terapijski sustavi kao i uredaji/medicinski proizvodi
za nazalnu primjenu kako bi se prosirila paleta nazalno primjenjivih lijekova. Lijekovi
kandidati koji su predmet novih istrazivanja su kalcitonin, analozi GnRH, anestetici,
antiemetici, sedativi i sl. koji mogu posti¢i transepitelnu apsorpciju iz nosne Supljine u

krvotok 1 ostvariti terapijski ucinak (Costantino i sur., 2007).

Veliko ograni¢enje nazalne primjene lijekova predstavlja mukocilijarni klirens koji u
vremenskom intervalu od 30 minuta potpuno ukloni primijenjeni lijek iz nosne Supljine

7



(Baumann i sur., 2011). Nadalje, ogranic¢en je volumen tekuceg farmaceutskog oblika koji se
moze primijeniti u nosnu Supljinu. Naime, pri velikom volumenu doziranja lijek moze iscuriti
izvan nosa ili u grlo pa terapijski ucinak lijeka moze izostati (Wolfe i sur., 2004). Da bi se
lijek mogao oblikovati u tekuéi nazalni pripravak, mora biti dostatno stabilan te dobro topljiv
ili potentan. Pri primjeni formulacije rasprsivanjem u nosnu Supljinu, vazno je da su rasprSene
Cestice prikladne veli¢ine buduci da se odgovaraju¢a depozicija u nosnoj Supljini postize pri

veli¢ini rasprSenih kapljica/Cestica od 10- 50 um (Westin, 2007).

Medicinski proizvod koji obuhvaca farmaceutski oblik i uredaj za njegovu primjenu u
nosnu Supljinu treba omoguciti dostavu djelatne tvari na ciljano mjesto te poduljiti vrijeme
zadrZavanja 1 oslobadanja djelatne tvari na nosnoj sluznici (Chowdary i Srinivasa Rao, 2004).
U slucaju ciljane sistemske dostave, moguce strategije za poboljSanje apsorpcije nazalno
primijenjenog lijeka ukljuuju koriStenje modulatora ili promotora apsorpcije,

mukoadhezivnih polimera, prolijekova te inhibitora enzima (Hafner i sur., 2014).

1.3. IN SITU GELIRAJUCI SUSTAVI ZA NAZALNU PRIMJENU

S ciljem produljenja vremena zadrZavanja lijeka u nosnoj Supljini 1 prilagodavanja profila
oslobadanja, istrazivanja u podrucju farmaceutske tehnologije usmjerena su na tekuce i
praskaste formulacije temeljene na mukoadhezivnim polimerima koji omogucuju nastanak
mukoadhezivnog gela na mjestu primjene (Chowdary i Srinivasa Rao, 2004). Gel je oblik koji
posjeduje obiljezja Cvrstog stanja (elastiCnost) 1 tekuceg stanja (viskoznost), a predstavlja
kontinuiranu mrezu medusobno povezanih polimernih lanaca dispergiranih u kontinuiranoj

tekucoj fazi (Banerjee i Bhattacharya, 2011).

1.3.1. Tekuéi in situ gelirajuéi sustavi

Geliranje polimernih disperzija u prikladnom otapalu moze biti potaknuto fizickim
promjenama poput promjene temperature ili tlaka te kemijskim mehanizmima (promjena pH,
aktivacija ionima ili prisutnost enzima). Polimerne molekule u gelu povezane su
nekovalentnim vezama poput vodikovih, van der Waalsovih, elektrostatskih ili hidrofobnih

veza (Banerjee i Bhattacharya, 2011).

Otopine ili suspenzije koji geliraju na mjestu primjene moraju imati prikladna reoloska
svojstva prije i nakon geliranja (Mahdi i sur., 2015). U trenutku primjene takvog oblika
pozeljna su svojstva niske viskoznosti i dobrog te¢enja, dok se prelaskom iz sol u gel stanje

pri kontaktu s nosnom sluznicom reoloska svojstva prilagodavaju duljem zadrzavanju u
8



nosnoj Supljini i/ili optimiranju profila oslobadanja uklopljenog lijeka (Mahdi i sur., 2015).
Modificiranjem koncentracije gelirajueg polimera te samim odabirom polimera moguce je
optimirati reoloska svojstva sustava prije 1 nakon geliranja te prilagoditi profil oslobadanja.
Stvaranjem mukoadhezivnog sloja gela s uklopljenim lijekom olakSan je kontakt nosne
sluznice 1 lijeka, omoguceno dulje zadrzavanje lijeka na mjestu primjene te povecana

apsorpcija i terapijski ucinak lijeka (Galgatte i sur., 2014).

1.3.2. Praskasti in situ gelirajuéi sustavi

PraSkasti oblici pokazali su se boljim izborom od teku¢ih budu¢i da omogucuju dulje
zadrzavanje lijeka na nosnoj sluznicii ve¢u koncentraciju djelatne tvari na mjestu depozicije.
Usto, prasci su stabilniji od tekuéih oblika, a manja je i potreba za dodatkom pomo¢nih tvari
pri njihovom oblikovanju (Filipovi¢-Gréi¢ i Hafner, 2008). Zahtjevi za prasSke ukljucuju
odredeni raspon veli¢ine Cestica (ne manja od 10 um zbog moguénosti depozicije u donjim
disnim putovima i ne veéa od 50 pum zbog izlaska Cestica iz nosne Supljine), prikladnu
morfologiju ¢estica, dobra svojstva teCenja i sigurnost primjene (neiritabilnost, kompatibilnost
sa sluznicom) (Behl i sur., 1998; Filipovi¢-Gr¢i¢ 1 Hafner, 2008).

Polimerne mikrocestice uvelike se razvijaju kao praskasti terapijski sustavi koji mogu
poboljsati stabilnost i prilagoditi profil oslobadanja i apsorpcije djelatne tvari terapijskim
potrebama (Chowdary i Srinivasa Rao, 2004). Mikrocestice se uglavnom pripravljaju od
prirodnih biorazgradljivih polimera, a razlikuju se mikrosfere —polimerni matriksni sustavi u
kojima je lijek otopljen ili dispergiran, te mikrokapsule- spremi$ni sustavi u kojima je lijek
smjesten u jezgi mikrocCestice, obavijenoj polimernom membranom (Slika 4.) (Paulo 1 Santos,

2017). Mehanizmi oslobadanja lijeka iz mikrocestica prikazani su na Slici 5.



MIKROKAPSULE MIKROSFERE

POLIMER POLIMER

DJELATNA
TVAR

DJELATNA
TVAR

Slika 4. Prikaz polimernih mikrokapsula i mikrosfera (prilagodeno prema Paulo i Santos,
2017)

Fragmentacija Bubrenije

O Lijek

Erozija
Slika 5. Mehanizmi oslobadanja lijeka iz mikrocestica (preuzeto iz Hafner i sur., 2013)

Mikrosfere su sustavi velikog omjera povrSine prema volumenu i djeluju kao ucinkoviti

nosaci lijeka. Mogu ostvariti ciljano djelovanje i kontrolirano oslobadanje lijeka. Kad im se
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pridodaju mukoadhezivna svojstva, postizu se nove prednosti: ostvaruje se dulje zadrzavanje
na mjestu primjene, bolja apsorpcija, a posljedi¢no i veca bioraspolozivost lijeka (Chowdary i
Srinivasa Rao, 2004). Polimeri koji grade mukoadhezivne mikrosfere za nazalnu primjenu
biorazgradljivi su i biokompatibilni, te osiguravaju bubrenje mikrosfera u doticaju s nosnim

fluidom pri ¢emu nastaje gel iz kojeg se lijek oslobada difuzijom (Slika 6.).
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Slika 6. Prikaz formiranja strukture gela bubrenjem iz suhog oblika (preuzeto i prilagodeno

sa stranice www.aip.nagoya)

Mikrosfere bi se trebale pripravljati na jednostavan i reproducibilan nacin, uz visok stupanj

uklapanja lijeka te visok prinos. Neke od metoda priprave mukoadhezivnih mikrosfera

prikazane su na Slici 7.

EKSTRUZLIA VODEMNE OTOFINE

SUSEMJE RASPREIVANEIM POLIMERA
PRIPREMA MIKROCESTICA

EMULGIRANJE OTOFINE FROMJENA FAZA-

POLIMERA I LUEKA L) FRECIFITACLA

DRGANSKOM OTAPALU LLEKA/POLIMERA

Slika 7. Metode priprave mikrocestica (izradeno u programu Online mind mapping

www.mindmeister.com) (prilagodeno prema Chowdary i Srinivasa Rao, 2004)
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1.4 SUSENJE RASPRSIVANJEM

SuSenje rasprSivanjem (engl. spray drying) Siroko je primjenjivana tehnika priprave suhih
produkata (prasaka) iz tekucih sustava (Paudel i sur., 2013). Osim u farmaceutskoj industriji,
koristi se u industriji hrane, detergenata, polimera i sl. U okviru farmaceutske industrije
koristi se u proizvodnji pomo¢nih tvari, za suSenje termolabilnih materijala, poboljSanje
svojstava tecenja farmaceutskih prasaka, kapsuliranje djelatne tvari te pripremu prasaka za
inhalaciju (Diez 1 sur., 2018). Teku¢i se uzorak (otopina, suspenzija, emulzija) rasprsuje u
zagrijanom mediju za suSenje pri ¢emu nakon uklanjanja otapala nastaje suhi ¢vrsti produkt u
obliku praska, a to su uglavnom cestice amorfne strukture i uskog raspona veli¢ina (Vehring,
2008). U najkra¢im crtama mozZe se re¢i da se proces sastoji od tri koraka: rasprSivanja
tekuceg uzorka, susenja rasprSenih kapljica i odvajanja suhog produkta iz struje medija za

susenje (Diirrigl, 2011).

Uredaj za suSenje rasprSivanjem prikazan je na Slici 8. Peristalticka pumpa usisava uzorak
i dovodi ga do sapnice. Sapnica rasprSuje uzorak u sitne kapljice koje ulaze u komoru za
susenje gdje dolaze u doticaj s medijem za suSenje. Medij za suSenje najcesce je zagrijani zrak
ili inertni plin (argon, dusik, ugljikov dioksid). Radom aspiratora koji kontrolira protok
medija za susenje nastaje podtlak. Formirane ¢estice odvajaju se od struje medija za suSenje u

ciklonu te se sakupljaju u posudi za suhi produkt (Biirki i sur., 2010).

RasprSivanjem tekuceg uzorka u sitne kapljice povecava se dodirna povrSina izmedu
otapala 1 medija za suSenje te osigurava brzo suSenje kapljice u dodiru s vru¢im zrakom.
Komora za suSenje najveci je dio uredaja i izduzena je, tako da se kapljice mogu dovoljno
dugo zadrzati u struji zagrijanog medija za suSenje, a vlaga efikasno ukloniti. Prilikom
isparavanja otapala dolazi do prijenosa topline s vru¢eg zraka na kapljicu, te prijenosa mase
otapala s kapljice u medij za suSenje (Masters, 1985). Prijenos topline i mase ovisi 0
temperaturi, vlaznosti medija za suSenje, relativnoj brzini gibanja kapljica i medija za suSenje
te promjeru kapljice. Zbog isparavanja otapala s povrSine Cestice stvara se koncentracijski
gradijent koji potice difuziju otopljenih tvari u unutrasnjost mikrocestice. Budu¢i da proces
suSenja, odnosno isparavanja, tro$i toplinu, izlazna temperatura medija za susSenje uvijek je
niza od ulazne, a ujedno je i maksimalna temperatura suhog produkta, pa je stoga ova metoda

pogodna i za susenje termolabilnih tvari (Diirrigl, 2011).
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Slika 8. Prikaz uredaja za susSenje rasprsivanjem (4 — tekuci uzorak, B — sapnica, C — medij
za suSenje, D — komora za susenje, E — ciklon, F — posuda za skupljanje produkta, G — ispusni

ventil) (prilagodeno prema Sosnik i Seremeta, 2015)

Metoda susSenja rasprSivanjem omogucuje pripravu Cestica zeljene veliine, oblika,
poroznosti/gustoce te profila oslobadanja uklopljenog lijeka. Za proizvodnju prasaka Zeljenih
ili prikladnih svojstava, potrebno je optimirati procesne i formulacijske parametre koji su

navedeni u Tablici 3. (Focaroli i sur., 2018).

Tablica 3. Procesni i formulacijski parametri suSenja rasprsivanjem (prilagodeno prema

Focaroli i sur.,2018)

PROCESNI PARAMETRI FORMULACISKI PARAMETRI

ulazna temperatura sastav uzorka

vlaznost medija za susenje koncentracija/zasi¢enost uzorka
protok medija za suSenje vrsta otapala

brzina protoka uzorka viskoznost tekuéeg uzorka
aspirator povrsinska napetost tekuc¢eg uzorka
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Dizajn eksperimenta (engl. Design of Experiments, DoE) cesto se koristi s ciljem
razjaSnjavanja kompleksne veze izmedu eksperimentalnih Cinitelja i odgovora koji se ocituju
kroz karakterizaciju produkta (Ziaee i sur., 2018). Karakterizacija dobivenog produkta
ukljuc¢uje odredivanje veliCine Cestica, morfoloskih osobina, kompatibilnosti sastavnica
praska, poroznosti, gustoce, sadrzaja vlage te samog iskoriStenja procesa susenja, odnosno

prinosa (Fontana i sur., 2013).

PARAMETAR ASPIRATOR VLAZNOST ULAZNA PROTOK BRZINA VISKOZNOSTTi ORGANSKO
MEDIJA TEMPERATURA K°MPZR';';*"(’;AN°G DOTOKA UZORKA | OTAPALO

ZA UZORKA UMJESTO

SUSENJE VODE

ovsyost | A | 11| 1| 1
me (il s {IS T =
T 1113

=R A AN |

VLAZNOST
KONACNOG
PRODUKTA

% PRINOS

=) |
- —

x'/‘\'\.
- —
VISOK - POVECANJE
UTJECAJ PARAMETRA
r‘”"‘\ c
1T POVECANJE
UMJEREN
UTJECAJ - VARIJABLE
LEGENDA
N NIZAK - SMANJENJE
UTJECAJ VARIJABLE
e BEZ
UTJECAJA

Slika 9. Utjecaj formulacijskih i procesnih parametara na proces susenja i svojstva produkta

(prilagodeno prema Behera i sur., 2010)

Slika 9. prikazuje utjecaj razliCitih formulacijskih i procesnih parametara suSenja
raspr§ivanjem na svojstva dobivenog produkta. Primjerice veca razlika izmedu ulazne i

izlazne temperature rezultirat ¢e ve¢om vlaznosc¢u produkta. Sto je ve¢a koncentracija tekuéeg
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uzorka bit ¢e veca i veli€ina dobivenih Cestica. Brzi dotok uzorka u sapnicu smanjit ¢e izlaznu
temperaturu jer ¢e se toplina troSiti na susenje veceg volumena uzorka u jedinici vremena.
Brzi protok medija za susSenje ostavlja manje vremena uzorku za suSenje u komori, stoga se
o¢ekuje veca vlaznost produkta, ali i vece iskoriStenje uslijed razvijanja veée centrifugalne

sile i efikasnijeg odvajanja produkta u ciklonu.

Bolje razumijevanje veze procesnih/formulacijskih parametara i svojstava suhog produkta
omogucava lakSu prilagodbu parametara za postizanje Zeljenih ishoda (Vicente i sur., 2013).
Danas su razvijeni razni matemati¢ki modeli koji nude predvidljive pristupe procesu susenja
rasprSivanjem ¢ime se Stedi vrijeme optimizacije procesa susenja, smanjuje broj ponavljanja

procesa i smanjuju materijalni troskovi (Fontana i sur., 2013).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nazalna primjena kortikosteroida Siroko je zastupljena u lijeCenju upalnih oboljenja
sluznice nosa poput alergijskog i nealergijskog rinitisa, kroni¢nog rinosinuitisa i nosne
polipoze. Kortikosteroidi smanjuju upalu i hiperreaktivnost nazalne sluznice te stopu nastanka
1 vra¢anja nazalnih polipa (Fokkens i sur., 2012). Farmaceutski oblici i uredaji za nazalnu
primjenu osiguravaju precizno doziranje kortikosteroida u nosnu Supljinu. Lokalnom
primjenom lijeka (na nosnu sluznicu) terapijski ucinak postize se pri manjoj dozi lijeka Cime
se smanjuje mogucnost nuspojava i predoziranja. Usto, nazalni put primjene lijeka je

neinvazivan, prakti¢an i prikladan za samolije¢enje (Hafner i sur., 2014).

Kao jedan od glavnih ograni¢avajuc¢ih ¢imbenika nazalne primjene lijekova prepoznat je
mukocilijarni klirens koji u vremenskom intervalu od 30 minuta potpuno ukloni primijenjeni
lijek iz nosne Supljine (Baumann i sur., 2011). Suvremena istraZivanja usmjerena su na razvoj
tekuc¢ih 1 praskastih farmaceutskih oblika temeljenih na mukoadhezivnim polimerima koji
omogucuju nastanak mukoadhezivnog gela na mjestu primjene, produljeno zadrzavanje lijeka
u nosnoj Supljini i prilagodeni profil oslobadanja (Buttini i sur., 2012; Tioso Fasiolo i sur.,
2018; Nizi¢ 1 sur., 2019). PraSkasti oblici karakterizirani su nizom prednosti u odnosu na
tekuce oblike budu¢i da omogucuju dulje zadrZavanje lijeka na nosnoj sluznici i vecu
koncentraciju djelatne tvari na mjestu depozicije. Usto, prasci su stabilniji od tekucih oblika, a
manja je 1 potreba za dodatkom pomoc¢nih tvari pri njthovom oblikovanju (Filipovi¢-Gr¢i€ 1

Hafner, 2008).

Polimerne mikrosfere predstavljaju praSkasti terapijski sustav velikog potencijala za
poboljsanje terapijske ucinkovitosti nazalno primijenjenog lijeka. Djeluju kao ucinkoviti
nosa¢ uklopljenog lijeka s obrzirom na njihov veliki omjer povrSine prema volumenu,
mukoadhezivnost i kontrolirani profil oslobadanja uklopljenog lijeka (Chowdary i Srinivasa
Rao, 2004). Polimeri koji grade mukoadhezivne mikrosfere za nazalnu primjenu
biorazgradljivi su i biokompatibilni, te osiguravaju bubrenje mikrosfera u doticaju s nosnim

fluidom pri ¢emu nastaje gel iz kojeg se lijek oslobada difuzijom (Hafner i sur., 2013).

Susenje rasprSivanjem predstavlja jednu od najceScée koristenih metoda u izradi polimernih
mikrosfera s obzirom na jednostavnost provedbe i uvecanja na industrijsko mjerilo. Metoda
suSenja rasprSivanjem omogucuje pripravu polimernih mikrosfera zeljene veli¢ine, oblika,

poroznosti/gustoce te profila oslobadanja uklopljenog lijeka (Focaroli i sur., 2018).
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Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati prikladnost primjene pektina i hipromeloze u
pripravi mikrosfera s flutikazonpropionatom namijenjenih za nazalnu primjenu, te ispitati
utjecaj masenog omjera pektina i hipromeloze u polimernom matriksu na fizicko-kemijska

svojstva mikrosfera.
Specificni ciljevi:

e Priprava mikrosfera temeljenin na pektinu i hipromelozi s uklopljenim
flutikazonpropionatom metodom susenja rasprSivanjem
e Ispitivanje utjecaja masenog omjera pektina i hipromeloze u polimernom matriksu
mikrosfera na:
o IskoriStenje procesa susSenja rasprsivanjem
o veli¢inu mikrosfera
o uspjesnost uklapanja/sadrzaj flutikazonpropionata

o svojstva bubrenja
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. MATERIJALI
U eksperimentalnom dijelu rada koriSteni su sljede¢i materijali:

o flutikazonpropionat (CarbosynthLtd., UK)
e pektin (PectinAmidCF 005, Herbstreith& Fox, Njemacka)
e hipromeloza (Metolose, Shin-Etsu Chemical Co., Ltd, Japan)

e umjetni nazalni fluid (engl. Simulated nasal fluid, SNF).

Za izradu mikrosfera koriSten je niskometoksilirani amidirani pektin CF 005 (stupanj

esterifikacije 35%; stupanj amidacije 15%; Herbstreith & Fox, Njemacka).

SNF je pripremljen otapanjem NaCl (Kemig, Hrvatska) u koncentraciji od 150 mM, KCI
(Kemig, Hrvatska) u koncentraciji od 40 mM i CaCl, x 2H,O (Sigma- Aldrich Chemie
GmbH, Njemacka) u koncentraciji od 5,3 mM, u procis¢enoj vodi. Koristen je kao medij pri

ispitivanju bubrenja mikrosfera.

3.2. METODE

3.2.1. ODREDIVANJE KRIVULJE VISKOZNOSTI POLIMERNIH OTOPINA

Odredene su krivulje viskoznosti otopina pektina te pektina i hipromeloze u procis¢enoj
vodi, te u smjesi procis¢ene vode i etanola u omjeru 1:1 (V/V), pri (ukupnoj) koncentraciji
polimera od 0,1% (m/V). Mjerenje je radeno na reometru MCR 102 (Anton Paar, Austrija) pri
sobnoj temperaturi (25°C). KoriSteno je mjerno tijelo mjerni stozac, nagiba 1° (CP50-1).
Udaljenost od donje ploce bila je 0,102 mm. Mjerena je ovisnost viskoznosti sustava (7, mPa

s) o gradijentu brzine smicanja (y) u podruju od 0,1 do 100 s™.

3.2.2. PRIPRAVA OTOPINA POLIMERA I LIJEKA ZA SUSENJE
RASPRSIVANJEM

Uzorci za suSenje rasprsivanjem ukupnog volumena 200 ml pripremljeni su mijeSanjem
vodenih otopina pektina i hipromeloze i etanolne otopine flutikazonpropionata. Omjer vodene
faze i etanola bio je 1:1 (V/V). Pektin je otopljen u proc¢is¢enoj vodi pri koncentraciji od 0,4%
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(m/V) uz 24-satno mijeSanje na magnetskoj mijeSalici. Otopina pektina prije upotrebe je
filtrirana. Otopina hipromeloze pri koncentraciji od 0,4% (m/V) priredena je otapanjem
krutine u vodi zagrijanoj na 80- 90°C i mijeSanjem na magnetskoj mijesalici 24 sata. Kako bi
se dobila potpuno bistra otopina, smjesa je ostavljena pri 4°C jo$ 24 sata. Flutikazonpropionat
otopljen je u maloj koli¢ini etanola te je potom podvrgnut soniciranju 3-5 minuta. Nakon toga
dodan je cijeli volumen etanola potreban za izradu uzorka. Pripravljena je smjesa polimernih
otopina s masenim omjerom pektina i hipromeloze od 1:0, 2:1, 1:1 i 1:2. Smjesa polimernih
otopina razrijedena je vodom prema potrebi 1 pomijeSana s etanolnom otopinom
flutikazonpropionata u volumnom omjeru 1:1. Flutikazonpropionat je u uzorcima
namijenjenim suSenju raspr$ivanjem bio u koncentraciji od 0,002% (m/V). Ukupna
koncentracija polimera u uzorcima iznosila je 0,1% (m/V). Mikrosfere bez
flutikazonpropionata pripravljene su suSenjem rasprSivanjem otopina izradenih po istom

protokolu, ali uz izostavljanje flutikazonpropionata.

3.2.3. PRIPRAVA MIKROSFERA SUSENJEM RASPRSIVANJEM

Tekucéi uzorak preveden je u praskasti produkt suSenjem rasprSivanjem koriStenjem uredaja
Biichi 190 Mini SprayDryer (Flawil, Svicarska) s bifluidnom sapnicom promjera 0,7 mm te
zrakom kao medijem za suSenje. Brzina dotoka tekuceg uzorka u sapnicu bila je1,33 ml/ min.
Protok komprimiranog zraka bio je 700NL/h. Aspirator je radio na 50% kapaciteta. Ulazna
temperatura bila je unutar intervala od 135 do 140°C, a izlazna temperatura, odnosno
temperatura produkta, iznosila je 85- 87°C. Parametri susenja rasprSivanjem prikazani su u
Tablici 4.

Tablica 4. Parametri pri kojima se odvijao postupak susenja rasprsivanjem

PARAMETAR IZNOS
ulazna temperatura 135-140°C
brzina dotoka uzorka 1,33 mL/min
protok medija za susenje 700 NL/h
kapacitet aspiratora 50%

izlazna temperatura 85-87°C
koncentracija polimera 0,1% (m/V)
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3.2.4. ODREPIVANJE ISKORISTENJA PROCESA SUSENJA RASPRSIVANJEM

IskoriStenje procesa susenja rasprSivanjem (I) odredeno je prema sljedecoj formuli:

masa dobivenog produkta (g)

" masa krute tvariu rasprsivanoj otopini (g)

% 100%

Za dobivanje iskoriStenja procesa uzeti su masa dobivenog suhog produkta nakon susenja

raspr§ivanjem i masa krute tvari u raspr§ivanoj otopini.

3.2.5. ODREPIVANJE VELICINE MIKROSFERA

Srednji promjer mikrosfera dobivenih susenjem rasprSivanjem odreden je koriStenjem
mikroskopa Olympus BH-2 spregnutog s kamerom (CCD kamera ICD-42-E, lkegami
Tsushinki Co., Japan). Obrada slike radena je raCunalnim programom Optomax V
(Cambridge, Velika Britanija). Za svaki uzorak izmjereno je najmanje 3000 Cestica. Svaki
uzorak mjeren je u triplikatu. Uzorci za analizu pripremljeni su nano$enjem male koli¢ine

praskastih produkata na predmetno stakalce u tankom sloju.

3.2.6. ODREPIVANJE USPJESNOSTI UKLAPANJA I SADRZAJA LIJEKA U
MIKROSFERAMA

Sadrzaj lijeka u uzorcima odreden je spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancije pri
valnoj duljini od 236 nm. Za potrebe mjerenja koristen je UV-Vis spektrofotometar (UV-
Visible Spectrophotometer Cary 50 Probe, Varian, SAD). Apsorbancija za svaki uzorak
mjerena je u triplikatu. Za ra¢unanje koncentracije uzeta je srednja vrijednost. Koncentracija
je izracunata prema jednadzbi pravca koja je prethodno dobivena iz bazdarnog dijagrama.
Uzorci za mjerenje pripremljeni su na nacin da je izvagano 10 mg praskastog produkta u
odmjernu tikvicu od 25 ml koja je potom nadopunjena smjesom vode i etanola u omjeru 9:1
(VIV). Tako pripremljeni uzorci stavljeni su na magnetsku mijesalicu 30 minuta, potom
sonicirani 3-5 minuta te nakon toga centrifugirani 5 minuta pritemperaturi od 25°C i pri 4400

okretaja po minuti. Apsorbancija supernatanta mjerena je na spektrofotometru.
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Odredivanje uspjesnosti uklapanja lijeka provedeno je prema sljedecoj formuli:

stvarni sadrzaj lijeka (mg)

EE (%) = x 100

terorijski sadrzaj lijeka (mg)

Sadrzaj lijeka (engl. drug loading, DL) u mikrosferama izracunat je kako slijedi:

masa lijeka u mikrosferama (m
DL (%) =T coferama o), 100
ispitivana masa mikrosfera (mg)

3.2.7. ISPITIVANJE BUBRENJA MIKROSFERA

Svojstva bubrenja mikrosfera ispitana su volumetrijskom metodom koriStenjem Franzove
difuzijske ¢elije. Franzova difuzijska celija sastoji se od donorskog i receptorskog odjeljka,
odijeljenih polupropusnom membranom (Sartolon poliamid, 0,45 um, Sartorius stedim
biotech, Njemacka; Slika 10.).

Uzorak suhog praska odvage 10 mg precizno je nanesen na membranu u donorski odjeljak.
Receptorski odjeljak napunjen je SNF-om ili pro¢is¢enom vodom. Sustav je termostatiran pri
temperaturi od 34°C pomoc¢u vodene kupelji. Bubrenje Cestica oCituje se se kao snizenje
razine medija za odredenu vrijednost volumena u postranicnoj cjevc€ici za uzorkovanje. U
vremenskim intervalima od 3 minute nadomijestan je medij do pocetne razine u ukupnom
vremenu od 15 minuta. Bubrenje mikrosfera izrazeno je volumenom SNF-a ili proc¢iséene
vode dodane kroz postrani¢nu cijev po miligramu mikrosfera tijekom 15-minutnog procesa

bubrenja.
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Slika 10. Franzova difuzijska celija (prilagodeno prema www.particlesciences.com)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

SuSenje rasprSivanjem je ucinkovita tehnika uklapanja malih molekula lijeka slabe
topljivosti u praskaste mikrocesti¢ne nosace (Poozesh i sur., 2017). Za pripravu polimernih
mikrosfera s uklopljenim lijekom, upravo je pogodno susenje rasprSivanjem kao jednostavna i
reproducibilna metoda kojom se moze posti¢i zadovoljavajuéi prinos. Proces ukljucuje
raspriivanje tekuceg uzorka i njegovo suSenje te na kraju odvajanje suhog produkta iz struje
medija za susenje (Diirrigl, 2011). Metoda je pogodna za dobivanje mikrocestica pozeljnih
svojstava prikladnih za odredeni put primjene i ostvarivanje zeljenog terapijskog ucinka. Na
svojstva konacnog produkta uvelike utjeCu formulacijski i procesni parametri (Tablica 3.;
Vicente i sur., 2013). Optimiranjem pojedinih parametara moze se posti¢i ciljana veli¢ina i

morfologija Cestica, te odgovarajuci sadrzaj vlage u produktu (Focaroli i sur., 2018).

4.1 REOLOSKA KARAKTERIZACIJA POLIMERNIH OTOPINA

Vaznu ulogu pri optimiranju procesa susSenja rasprSivanjem predstavljaju svojstva
rasprSivane otopine. Naime, koncentracija otopljenih tvari u otapalu znacajno utjece na proces
susenja te morfoloSka svojstva i strukturu suhe Cestice. Nadalje, koncentracija polimera u
otopini i odabir otapala utje¢u na viskoznost polimerne otopine. Viskoznije otopine sporije
doticu prema sapnici uredaja za suSenje rasprSivanjem i rasprSuju se u vece kapljice pri istim
postavkama procesa susenja raspr$ivanjem, odnosno pri istim postavkama peristalticke pumpe
i protoka komprimiranog zraka na sapnici (Cal i Sollohub, 2009; Anandharamakrishnan i
Ishwarya, 2015).

Cilj ovog rada ukljucuje pripravu mikrosfera temeljenih na pektinu i hipromelozi s
uklopljenim lipofilnim lijekom flutikazonpropionatom. U svrhu priprave jedinstvene otopine
svih navedenih komponenti potrebno je uvesti nevodeno otapalo u prikladnom omjeru prema
vodi. Time se osigurava otapanje lipofilnog lijeka te izbjegava talozenje vodotopljivih
polimera. Kao potencijalno odgovaraju¢a smjesa otapala za izradu otopine polimera i lijeka u
ovom radu odabrana je smjesa vode i etanola u omjeru 1:1 (V/V). Kako bi se promotrio utjecaj
etanola u otopinama za suSenje rasprSivanjem na njihova reoloSka svojstva, odredene su
krivulje viskoznosti polimernih otopina pri ukupnoj koncentraciji polimera od 0,1% (m/V) u
prociscenoj vodi, te u smjesi pro¢is¢ene vode i etanola u omjeru 1:1 (V/V). Slike (11.-14.)

prikazuju ovisnost viskoznosti otopina (7, mPa s) o brzini smicanja (y) u podrucju od 0,1 do
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100 s, Krivulje viskoznosti otopina pektina (0,1%, m/V) u pro&iséenoj vodi i smjesi vode i
etanola u omjeru 1:1 (V/V) pokazuju svojstva idealnih sustava kod kojih se viskoznost ne
mijenja s promjenom brzine smicanja. Pocetna viskoznost vodenih otopina pektina i
hipromeloze rasla je s porastom sadrzaja hipromeloze (Slike 12.-14.). Otopine pektina i
hipromeloze u procis¢enoj vodi ponasaju se kao pseudoplasticni sustavi S obzirom da im se
viskoznost smanjuje s porastom brzine smicanja. UocCeno ponasanje moze Se objasniti
otpetljavanjem isprepletenih polimernih molekula s porastom brzine smicanja te njihovim
orijentiranjem u smjeru teCenja fluida (Zecevi¢, 2018). Otopine pektina i hipromeloze u
smjesi vode i etanola u omjeru 1:1 (V/V) ponasale su se kao idealni sustavi. Viskoznosti svih
pripravljenih otopina pri brzini smicanja od 100 s™ nisu se znacajnije razlikovale. S obzirom
da su sustavi pri atomizaciji na sapnici u procesu susenja rasprSivanjem izloZeni znacajno
veéem smi¢nom naprezanju (brzina smicanja >10° s, ne o&ekuje se znacajni utjecaj sadrzaja

otapala na viskoznost rasprSivanih sustava.
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Slika 11. Ovisnost viskoznosti (1, mPa s) otopine pektina (0,1%, m/V) u prociséenoj vodi (®)

i smjesi prociséene vode i etanola (1:1, VIV; ®) o gradijentu brzine smicanja (y, S%).
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Slika 12. Ovisnost viskoznosti (7, mPa s) otopine pektina i hipromeloze (2:1, m/m; ukupna
koncentracija polimera 0,1%, m/V) u prociséenoj vodi (®) i smjesi procis¢ene vode i etanola

(1:1, VIV; @) o gradijentu brzine smicanja (y, s%).
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Slika 13. Ovisnost viskoznosti (7, mPa s) otopine pektina i hipromeloze (1:1, m/m; ukupna

koncentracija polimera 0,1%, m/V) u prociséenoj vodi (®) | smjesi prociséene vode i etanola

(1:1, VIV; @) o gradijentu brzine smicanja (y, s%).
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Slika 14. Ovisnost viskoznosti (7, mPa s) otopine pektina i hipromeloze (1:2, m/m; ukupna
koncentracija polimera 0,1%, m/V) u prociséenoj vodi (®) i smjesi prociséene vode i etanola

(1:1, VIV; ®) o gradijentu brzine smicanja (y, s).

4.2. PRIPREMA MIKROSFERA

U ovom radu mikrosfere su pripravljene suSenjem raspr§ivanjem otopina
flutikazonpropionata i polimera (pektina i/ili hipromeloze) u smjesi etanola i pro¢isé¢ene vode
u omjeru 1:1 (V/V). Rasprsivane otopine razlikovale su se u masenom omjeru otopljenih
polimera. Na taj nacin pripravljena su Cetiri uzorka mikrosfera s flutikazonpropionatom
masenih omjera pektina i hipromeloze redom od 1:0, 2:1, 1:1, 1:2 (Tablica 5.). Na isti na¢in
pripravljene su i odgovarajue prazne mikrosfere izostavljaju¢i flutikazonpropionat iz
postupka priprave. Cilj je bio ispitati utjecaj masenog omjera polimera u formulaciji na
iskoriStenje procesa susenja rasprSivanjem, veli¢inu mikrosfera, uspjesnost uklapanja/sadrzaj

lijeka u mikrosferama, te profil bubrenja.

Mikrosfere s flutikazonpropionatom pripravljene su pomocu uredaja Biichi 190 Mini Spray
Dryer (Flawil, Svicarska). Postavljeni procesni parametri rezultirali su temperaturom izlaznog
zraka 85 do 87°C (Tablica 3.) te osigurali odgovarajuce susenje rasprsenih kapljica odnosno

nastajanje suhog produkta.
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4.3. ISKORISTENJE PROCESA

Iskoristenje procesa susenja rasprSivanjem pripravljenih otopina lijeka i polimera u smjesi
etanola i vode pri omjeru 1:1 (V/V) kretalo se u intervalu od 30,1+£3,4% do 40,7+0,9%
(Tablica 5.). Jurisi¢ Dukovski i suradnici (2019) razvili su pektinske mikrosfere za nazalnu
primjenu deksametazona suSenjem rasprSivanjem pomocu uredaja Mini Spray Dryer Biichi
190 pri sljede¢im uvjetima: brzina dotoka uzorka 0,25L/h, protok komprimiranog zraka
700NL/h, kapacitet aspiratora 50%, ulazna i izlazna temperatura 135°C i 85°C, a
koncentracija pektina 0,5% (m/V). Iskoristenje procesa bilo je prili¢no veliko 45-70% i ovisilo
je o volumenu rasprsivanog uzorka (100-800 mL). Manja iskoriStenja u ovom radu mogu se
pripisati manjoj koncentraciji polimera (0,1%, m/V) u rasprSivanim otopinama i man;joj
teorijskoj masi produkta. Giunchedi i suradnici (1999) pripravili su pektinske mikrosfere s
piroksikamom s iskoriStenjem od 41-46%, a Mahajan i suradnici (2012) pripremili su
pektinske mikrosfere uz nize vrijednosti iskoriStenja. Opcenito iskoriStenja postupka rijetko
su veca od 50-60% (Walters 1 sur., 2014). To je prvenstveno posljedica zaostajanja Cestica na
aparaturi tijekom suSenja, najve¢im dijelom na ciklonu gdje su prisutne jake centrifugalne
sile, te neucinkovitog skupljanja praskastog produkta koji ostane zalijepljen na stijenkama
posude nakon postupka suSenja (Pavanetto 1 sur., 1992). Osim koriStenja ucinkovitijih
ciklona, povecanje iskoristenja moguce je posti¢i optimiranjem procesnih parametara. Amaro
1 suradnici (2011) primijetili su da je veéi prinos procesa postignut smanjenim protokom
komprimiranog zraka, te ostao nepromijenjen s obzirom na ulaznu i izlaznu temperaturu.
Takoder je uo¢eno da koncentracija uzorka ima veci utjecaj na iskoristenje procesa od protoka
komprimiranog zraka (Prinn i sur., 2002; Maltesen i sur., 2008). Veca koncentracija uzorka
rezultira ve¢im prinosom. PoviSenjem ulazne temperature smanjuje se vlaznost medija za
susenje, manje otapala zaostaje u ¢esticama te je i njihovo zaostajanje na opremi manje (Ziaee

i sur., 2018; Maury i sur., 2005).
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Tablica 5. Iskoristenje procesa suSenja rasprsivanjem i srednji promjer pripravljenih

mikrosfera
Uzorak Pektin/hipromeloza | Iskoristenje procesa | Srednji promjer
(m/m) (%) (Lm)
Ep 1:0 35,643,1 1,740,2

(37,7+2,7) (2,3+0,1)

FPH1 2:1 38,7+1,6 1,8+0,2
(39,2+0,9) (1,6+0,1)

FPH2 1:1 34,0£2,5 1,6+0,1
(40,7+0,9) (1,7+0,2)

FPH3 1:2 36,1%3,9 2,6+0,4
(30,1+3,4) (3,0+0,0)

Prikazane su srednje vrijednosti =SD (n=3)
Vrijednosti u zagradama odnose se na odgovarajuée prazne mikrosfere.

4.4. VELICINA CESTICA

Velic¢ina Cestica vazno je svojstvo terapijskih sustava za nazalnu primjenu budu¢i da
izravno utjece na profil depozicije 1 terapijski ucinak lijeka u nosnoj Supljini (Patel i sur.,
2015). Zahtjev s obzirom na navedeni parametar, a s ciljem osiguranja depozicije u nosnoj
Supljini podrazumijeva da je glavnina Cestica ve¢a od > 10 pm. Istodobno, za mukoadhezivne
Cestice za nazalnu primjenu preferira se §to ve¢a ukupna povrsina kako bi se ostvario bolji
kontakt s nosnom sluznicom (Hagesaether 1 sur., 2008). Mala veliCina Cestica 1 velika

povrsina osiguravaju i prikladni profil oslobadanja lijeka.

U ovom radu veli€ina mikrosfera odredena je nakon nanoSenja i1 rasporedivanja male
koli¢ine praSkastog produkta na predmetno stakalce, mikroskopskom analizom pomocu
mikroskopa spregnutog s kamerom. Obrada slike dobivena je racunalnim programom. Za
svaki uzorak mjereno je najmanje 3000 Cestica. Svi uzorci mjereni su u triplikatu. Srednji
promjeri mikrosfera s flutikazonpropionatom kretali su se u intervalu od 1,6+0,1 um do

2,6+£0,4 um. Velicina pripravljenih mikrosfera odgovarala je veli¢ini pektinskih mikrosfera za
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nazalnu primjenu (2,17 um, Juri$i¢ Dukovski i sur., 2019) odredenoj istim uredajem i pri

gotovo istim uvjetima.

Veli¢ina cestica produkta suSenja rasprSivanjem funkcija je brojnih procesnih i
formulacijskih parametara koje je potrebno optimirati s ciljem priprave produkta zeljenih
svojstava. Esposito i suradnici (2005) ustanovili su meduovisnost brzine dotoka uzorka i
veli¢ine osuSenih Cestica. Vrsta/u€inkovitost atomizatora takoder uvelike utje¢e na veliinu
Cestica suhog produkta (Patel i sur., 2015). Kod smanjenog protoka komprimiranog zraka,
smanjena je atomizacijska energija raspoloziva za rasprSivanje Cestica S§to rezultira
generiranjem vecih kapljica i posljedi¢no veéih Cestica suhog produkta (Stahl i sur., 2002).
Thybo i suradnici (2008) primijetili su da poveéani protok komprimiranog zraka i smanjena
brzina dotoka uzorka rezultiraju smanjenjem veliine Cestica suhog produkta. Velik broj
radova ukazuje da se sa smanjenjem protoka komprimiranog zraka i povecanjem
koncentracije rasprSivanog uzorka generiraju Cestice veceg promjera (Stahl i sur., 2002; Al-
Asheh i sur., 2003; Tajber i sur., 2009).

Iako su mikrosfere pripravljene u ovom radu manje od ciljnog promjera, takve Cestice
spontano aglomeriraju zbog velikog omjera povrSine prema volumenu te mogu osigurati

adekvatnu depoziciju nosnoj Supljini (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018).

4.5.USPJESNOSTUKLAPANJA I SADRZAJ LIJEKA U MIKROSFERAMA

Uspjesnost ukapanja i sadrzaj lijeka u mikrosferama prikazani su u Tablici 6. Metoda
suSenja rasprSivanjem pokazala se prikladnom za uklapanje flutikazonpropionata u mikrosfere
pripravljene iz pektina i hipromeloze. Naime, postignute su visoke uspjeSnosti uklapanja
lijeka (90,3-102,8%. Tablica 6.). Sadrzaj lijeka u mikrosferama iznosio je 1,8-2,1%. Jurisi¢
Dukovski i suradnici (2019) metodom suSenja rasprSivanjem pripravili su pektinske
mikrosfere s uklopljenim deksametazonom. Sadrzaj deksametazona u pektinskim
mikrosferama iznosio je 3,8+0,9% Sto je dovoljno za nazalnu primjenu deksametazona u
terapijskoj dozi u obliku suhog praska. S obzirom da je flutikazonpropionat potentniji od
deksametazona (Padrid i Church, 2008) i da se primjenjuje u manjoj dozi, sadrzaj
flutikazonpropionata u mikroseferama odgovara njegovoj potencijalnoj primjeni. Giunchedi i
suradnici (1999) razvili su pektinske mikrosfere s piroksikamom takoder dobivene susenjem
rasprsivanjem te je sadrzaj uklopljenog lijeka bio blizu teorijske vrijednosti (97-100%).
Mahajan i suradnici (2012) priredili su pektinske mikrosfere s ondasetronom za nazalnu

primjenu s dobivenim sadrzajem lijeka od 23 do 29%. Uspjesnost uklapanja za isti proces
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iznosio je iznad 80% te su prepostavili da je visi §to je veci sadrzaj polimera buduci da ga je

viSe dostupno za kapsuliranje lijeka.

Tablica 6. Postotak sadrzaja i uklapanja flutikazonpropionata u mikrosfere

Uzorak Pektin/hipromeloza EE DL
(m/m) (%) (%)
=) 1:0 98,0+6,0 2,0+£0,2
FPH1 2:1 102,8+6,2 2,120,2
FPH2 1:1 90,3+8,3 1,8+0,2
FPH3 1:2 100,3+1,7 2,0+0,0

Prikazane su srednje vrijednosti £SD (n=3)

4.6.SVOJSTVA BUBRENJA MIKROSFERA

Klju¢na karakteristika prasaka za nazalnu primjenu je kontrolirano bubrenje i formiranje
hidrogela budu¢i da svojstvo bubrenja definira oslobadanje lijeka iz mukoadhezivnog gela
(Jurisi¢ Dukovski i sur., 2019; Carbinatto i sur., 2013). Bubrenje se moze opisati kao hidracija
polimera, odnosno kapacitet apsorpcije vode (Filipovi¢ Gr¢i¢ i Hafner, 2008). Hidrogelovi
predstavljaju trodimenzionalnu mreZu hidrofilnih polimera koji se odlikuju sposobnoscu
vezanja velike koli¢ine vode, primjerice poput pektina i hipromeloze, pa tako i velikom
fleksibilnos¢u, sli¢noj onoj prirodnoj u tkivima (Carbinatto i sur., 2013; Banerjee i
Bhattacharya, 2011). Za postizanje kontrolirane brzine difuzije, tj. oslobadanja djelatne tvari
iz polimernog matriksa, kao i za dulje vrijeme zadrZavanja gela na mjestu primjene S ciljem
vecée apsorpcije lijeka, potrebno je umjereno bubrenje mikrosfera. Prejako umrezenje
polimera rezultirat ¢e smanjenim bubrenjem, odnosno slabijom apsorpcijom vode pa ¢e za
razliku od tekuceg gela, stvoriti rigidnu strukturu $to bi za posljedicu imalo ne samo slabiju
dostavu lijeka na mjesto djelovanja nego i potencijalno $tetno djelovanje na nosnu sluznicu
(Jurisi¢ Dukovski i sur., 2019; Galgatte i sur., 2013). Kako bi se predvidjelo mukoadhezivno
ponasanje mikrosfera in vivo, potrebno je procijeniti svojstva bubrenja in vitro, primjerice

pomocu Franzove difuzijske ¢elije gdje je bubrenje izrazeno kao volumen apsorbirane vode ili

30



umjetnog nosnog fluida ili prirast mase izbubrenih mikrosfera (Filipovi¢ Gr¢i¢ i Hafner,
2008).

U ovom radu mikrosfere su pripravljene koristenjem pektina visokog stupnja esterifikacije,
a niskog stupnja amidacije. Naime, takav pektin pokazuje selektivnu interakciju s mucinom
zbog visoke sposobnosti uspostavljanja vodikovih veza te smanjene osjetljivosti na Ca**ione
koji ograni¢avaju mobilnost polimernih lanaca i bubrenje mikrosfera (Hagesaether i sur.,
2007).

Ispitivanje bubrenja pripravljenih mikrosfera s melatoninom i odgovaraju¢ih praznih
mikrosfera mjereno je pomocéu Franzove difuzijske celije. Tijekom 15-minutnog procesa
bubrenja mikrosfera odredena je apsorbirana koli¢ina vode ili SNF-a §to je izrazeno
volumenom dodanog medija po miligramu mikrosfera. Dobiveni rezultati prikazani su na
Slici 15.

Mikrosfere su apsorbirale znacajno manji volumen SNF-a po jedini¢noj masi u usporedbi s
procis¢enom vodom. Razlog slabijem bubrenju mikrosfera u SNF-u je umrezavanje polimera
dvovalentnim kationom Ca?*.Obrnuta proporcionalnost umreZenosti polimera i stupnja
bubrenja veé je opisana u literaturi (Pereswetoff-Morath, 1998). Mahajan i suradnici (2012)
ispitivali su kapacitet bubrenja pektinskih mikrosfera za nazalnu primjenu u fosfatnom puferu
pH 6,6 i uocili da je kapacitet bubrenja mikrosfera rastao s porastom sadrzaja pektina u

uzorku.
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Slika 15. Bubrenje mikrosfera u prociséenoj vodi i SNF-u. Burenje je izrazeno volumenom
fluida apsorbiranom po miligramu mikrosfera u 15-minutnom bubrenju. Prikazane su srednje
vrijednosti + SD (n=3).
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Pri bubrenju mikrosfera u SNF-u nije uofen znacajan utjecaj polimernog sastava
mikrosfera na volumen apsorbiranog fluida. Istodobno, uo¢en je negativni utjecaj uklopljenog
lijeka na opseg bubrenja mikrosfera. Navedeno zapazanje moze se djelomi¢no objasniti
manjim sadrzajem polimera u mikrosferama s uklopljenim lijekom u odnosu na sadrzaj
polimera u praznim mikrosferama, no glavnim uzrokom smanjenog bubrenja mikrosfera s
flutikazonpropionatom smatra sepovecanje hidrofobnosti matriksa mikrosfera uslijed
uklapanja lipofilnog lijeka. Sli¢na zapaZanja objavljena su ve¢ u literaturi (Jurisi¢ Dukovski i

sur., 2019).

Bubrenje mikrosfera ¢imbenik je koji znacajno utjece na profil oslobadanja lijeka iz
polimernog matriksa te predstavlja polaznu tocku u daljnjoj karakterizaciji mikrosfera s

flutikazonpropionatom i procjeni njihovog terapijskog potencijala.
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5. ZAKLJUCCI

e Reoloskom karakterizacijom utvrdeno je da su se otopine pektina te pektina i
hipromeloze (pri ukupnoj koncentraciji polimera od 0,1%, m/V) u smjesi vode i
etanola u omjeru 1:1 (V/V) ponasale kao idealni sustavi. Navedena smjesa otapala
pokazala se prikladnom za izradu sustava suSenih rasprsivanjem.

e Mikrosfere s flutikazonpropionatom masenog omjera pektina i hipromeloze od 1:0,
2:1, 1:1 i 1:2 uspjesno su pripravljene SuSenjem rasprSivanjem Smjese otopina
flutikazonpropionata (pri  koncentraciji 0,002%, m/V) i polimera (pri ukupnoj
koncentraciji od 0,1%, m/V).

e Iskoristenje procesa susenja raspr§ivanjem kretalo se izmedu 30,1+3,4% i 40,7+0,9%.

e Srednji promjeri mikrosfera s flutikazonpropionatom kretali su se u intervalu od
1,6£0,1 pm do 2,6+0,4 um. Najveéi srednji promjer zabiljeZzen je kod mikrosfera s
najve¢im sadrzajem hipromeloze.

e Postignuta je vrlo visoka uspjeSnost uklapanja lijeka rezultiraju¢i sadrzajem lijeka
blizu teorijske vrijednosti (2,0%, m/m).

e U procesu burenja mikrosfere su apsorbirale znacajno manji volumen SNF-a po
jedini¢noj masi u usporedbi s proc¢is¢enom vodom.

e Pri bubrenju mikrosfera u SNF-u nije uocen znacajan utjecaj polimernog sastava
mikrosfera na volumen apsorbiranog fluida, dok je uklapanje lijeka negativno utjecalo
na opseg bubrenja.

e Daljnja procjena terapijskog potencijala razvijenih mikrosfera ukljucivat ¢e ispitivanje

profila oslobadanja flutikazonpropionata in vitro.
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7. SAZETAK/ SUMMARY

Nazalna primjena kortikosteroida Siroko je zastupljena u lije¢enju upalnih oboljenja sluznice
nosa. Farmaceutski oblici 1 uredaji za nazalnu primjenu osiguravaju precizno doziranje
kortikosteroida u nosnu Supljinu. Lokalnom primjenom lijeka smanjuje se terapijska doza te
mogucnost razvoja nuspojava i predoziranja. Uz navedene prednosti prepoznati su i
ograni¢avajuc¢i ¢imbenici nazalne primjene lijekova poput mukocilijarnog klirensa Koji u
vremenskom intervalu od 30 minuta potpuno ukloni primijenjeni lijek iz nosne Supljine. Stoga
su suvremena istrazivanja dijelom usmjerena na razvoj praskastih farmaceutskih oblika poput
mikrosfera temeljenih na mukoadhezivnim polimerima koji bubre i omoguéuju nastanak
mukoadhezivnog gela na mjestu primjene, produljeno zadrzavanje lijeka u nosnoj Supljini i

prilagodeni profil oslobadanja.

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati prikladnost primjene pektina i hipromeloze u
pripravi mikrosfera s flutikazonpropionatom metodom susenja rasprSivanjem, te ispitati
utjecaj masenog omjera pektina i hipromeloze u polimernom matriksu na fizi¢ko-kemijska

svojstva mikrosfera vazna za nazalnu primjenu.

Pri razvoju mikrosfera susenjem otopine lijeka i polimera razlicite topljivosti kljuc¢an je odabir
prikladne smjese otapala. Reoloskom karakterizacijom utvrdeno je da su se otopine pektina te
pektina i hipromeloze u smjesi vode i etanola u omjeru 1:1 (V/V) pri ukupnoj koncentraciji
polimera od 0,1% (m/V) ponasale kao idealni sustavi. Navedena smjesa otapala pokazala se
prikladnom za izradu sustava susSenih rasprSivanjem. Mikrosfere s flutikazonpropionatom
masenog omjera pektina i hipromeloze od 1:0, 2:1, 1:1 i 1:2 uspje$no su pripravljene
susenjem rasprSivanjem otopina flutikazonpropionata (pri koncentraciji 0,002%, m/V) i
polimera (pri ukupnoj koncentraciji od 0,1%, m/V). IskoriStenje procesa susenja
rasprSivanjem kretalo se izmedu 30,1£3,4% i 40,7+0,9%. Srednji promjeri mikrosfera s
flutikazonpropionatom kretali su se u intervalu od 1,6+0,1 pm do 2,6+0,4 um. Najveci sredn;ji
promjer zabiljezen je kod mikrosfera s najve¢im sadrzajem hipromeloze. Postignuta je vrlo
visoka uspjeSnost uklapanja lijeka rezultiraju¢i sadrzajem lijeka blizu teorijske vrijednosti
(2,0%, m/m). U procesu bubrenja mikrosfere su apsorbirale znacajno manji volumen SNF-a
po jedini¢noj masi u usporedbi s pro¢is¢enom vodom. Pri bubrenju mikrosfera u SNF-u nije
uocen znacajan utjecaj polimernog sastava mikrosfera na volumen apsorbiranog fluida, dok je
uklapanje lijeka negativno utjecalo na opseg bubrenja. Daljnja procjena terapijskog
potencijala razvijenih  mikrosfera  ukljucivat ¢e ispitivanje profila oslobadanja

flutikazonpropionata in vitro.
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Nasal administration of corticosteroids is widely represented in the treatment of inflammatory
diseases of nasal mucosa. Nasal pharmaceutical formulations and delivery devices enable
precise dosing of corticosteroids into the nasal cavity. Local drug administration ensures
reduction of therapeutic dose and risk for side-effects and overdosing. In addition to described
advantages, some limiting factors related to nasal drug delivery have been recognized as well,
such as mucocilliary clearance that in time interval of 30 minutes completely removes the
applied drug from the nasal cavity. Therefore, current studies are in part focused on the
development of powder drug delivery systems such as microspheres based on mucoadhesive
and swellable polymers that enable formation of mucoadhesive gel on the application site,
prolonged retention within the nasal cavity and appropriate drug release profile.

The aim of this study was to investigate the applicability of pectin and hypromellose in the
preparation of fluticasone propionate loaded microspheres by spray-drying method and to
evaluate the influence of pectin to hypromellose weight ratio in the polymeric matrix on
physic-chemical properties of microspheres that are important for nasal delivery.

The selection of the appropriate mixture of solvents is crucial in the development of
microspheres prepared by spray-drying of solution of drug and polymer(s) differing in
solubility. Rheological characterization revealed that solutions of pectin as well as pectin and
hypromellose at total polymer concentration of 0.1% (w/v) in water/ethanol mixture (1:1, v/v)
showed ideal fluid behavior. The developed solvent mixture was shown to be suitable for the
preparation of the spray-drying feeds. Fluticasone propionate loaded microspheres with pectin
to hypromellose weight ratio of 1:0, 2:1, 1:1 and 1:2 were successfully prepared by spray
drying of solutions of fluticasone propionate (at concentration of 0.002%, w/v) and polymer(s)
(at total concentration of 0.1%, w/v). Process vyield ranged between 30.1+3.4% and
40.7+0.9%. Mean diameters of fluticasone propionate loaded microspheres were in the range
from 1.640.1 pm to 2.6+0.4 pum. The highest mean diameter was observed for the
microspheres prepared with the highest content of hypromellose. All microspheres were
characterized by high entrapment efficiency resulting in drug loading close to theoretical
value (2.0%, w/w). In the swelling process microspheres absorbed significantly lower volume
of SNF in comparison to purified water. Polymeric composition of the microspheres showed
no significant influence on the volume of absorbed SNF while drug entrapment significantly
reduced swelling extent of the microspheres. Further assessment of therapeutic potential of
developed microspheres will include in vitro evaluation of fluticasone propionate release

profile.
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