Mikrosfere temeljene na pektinu i hipromelozi za
nazalnu primjenu natrijevog deksametazon fosfata

Pacari¢, Matea

Master's thesis / Diplomski rad
2020

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://ur.nsk.hr/um:nbn:hr:163:525452

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-26

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:525452
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:1985
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:1985
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:1985

Matea Pacarié

Mikrosfere temeljene na pektinu i hipromelozi za
nazalnu primjenu natrijevog deksametazon
fosfata

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2020.



Ovaj diplomski rad prijavljen je na kolegiju Farmaceutika SveucilisSta u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden u Zavodu za farmaceutsku tehnologiju pod
stru¢nim vodstvom izv. prof. dr. sc. Anite Hafner. Ovaj rad je sufinancirala Hrvatska zaklada
za znanost projektom UIP-2017-05-4592.

Zahvaljujem mentorici, izv. prof. dr. sc. Aniti Hafner na prenesenom znanju, strucnim
savjetima i strpljenju prilikom izrade diplomskog rada.

Zahvaljujem asistentici Lauri NiZi¢, mag.pharm. na uloZenom vremenu, svim savjetima i
pomoci oko izrade prakticnog dijela diplomskog rada te svim djelatnicima Zavoda za
farmaceutsku tehnologiju.

Zahvaljujem svojoj obitelji i prijateljima na neizmjernoj podrsci za vrijeme studiranja, a

posebno mami i tati — bez vas nista ne bi bilo moguce.



SADRZAJ

L0 AV @ 1 SRR 1
1.1. Djelovanje i primjena natrijevog deksametazon fosfata............cccoovveriiiiieniinnieiinenn, 1
1.2. PraSkasti sustavi za nazalnu Primjent............cccuveiirieiiiiennieeeiee e 5

1.2. 0. IMHKIOSTEIE ...ttt 5
1.3. Polimeri za pripravu MIKIrOSTEra .........ccooiiiiiiieii e 6
1.3 PEKEIN. .ttt 7
1.3.2. Hipromeloza (hidroksipropilmetilceluloza) ...........c.coeviiiiiiiniiiiee 11
1.4, SUSENJ TaSPISIVANJEIIL....eeeeiiirreeeeiirreeeeaineeee e st e e e st e e e s e e e s s e e e s e e e e s nnnreeeesnnnes 12

2. OBRAZLOZENJE TEME ........coiiiiiiiiiiiniinsinsinsiss st 14

3. MATERIJALI F METODE .....ciiiecte ettt e e nntae e 16
B L MIAEEITJAIT ... 16
Bi2. IMIBLOOE. ... 16

3.2.1. Priprava otopina polimera i lijeka za suSenje rasprSivanjem............ccccocovvvrerrnnnnn. 16
3.2.2. Priprava mikrosfera suSenjem raspriSivanjem ............cceveerrrrereesnrnnneesnsnneeesnnnees 17
3.2.3. Odredivanje iskoriStenja procesa susenja rasprsivanjeim ...........cccevvvereeeeeessnnnnnne 18
3.2.4. Odredivanje veliCine mikrosfera............oocvvviiiiiiiiiiiiiii e 18
3.2.5. Odredivanje uspjesnosti uklapanja lijeka u mikrosfere..............coccvvvvviiiiiniiinnnnen, 19
3.2.6. Ispitivanje bubrenja MiKrosSfera .........ccocovveiiie i 19
3.2.7. Ispitivanje oslobadanja lijeka IN VItFO ..........cccovveiiiieiiiec e 20
3.2.8. Odredivanje sadrzaja natrijevog deksametazon fosfata ..............ccccvvvviiiieniiiinnnn, 21

4. REZULTATI I RASPRAVA ...ttt 22
4.1, Priprema MIKIOSTEIA. ... ..ccciiiiiiii e e e 22
4.2, VEIICINGA COSLICA . ...uvvieiiuiiiiee ettt e e ettt e e ettt e e et e e et e e e et e e e s b e e e s anb e e e s annn e e e e e nnnes 23
4.3. Svojstva bubrenja MIKrOSTEra...........ccocviiiiiii i 25
4.4. Uspjesnost uklapanja i sadrzaj lijeka u mikrosferama............ccccoooviveiiiiiiinecne, 26
4.5. 1N VItro os1obadanje THEKa ........c.coiuiiiiieiiiiiie et 27

5. ZAKLIUCCT ...t 29

6. LITERATURA Lottt ettt e bb e e b e e aneeas 30

7. SAZETAK / SUMMARY .....ocomiiiiiiniiiiieisiiesissasi s 38

Temeljna dokumentacijska kartica / Basic documentation card



1. UvOD

1.1. DJELOVANJE | PRIMJENA NATRIJEVOG DEKSAMETAZON FOSFATA

Glukokortikoidi su medu vode¢im lijekovima u terapiji brojnih upalnih, imunoloskih,
hematoloskih i drugih poremecaja, §to je potaknulo razvoj brojnih sintetskih steroida s
protuupalnom i imunosupresivnom aktivno$¢u. Vecinu ucinaka ostvaruju djelovanjem na
Siroko rasprostranjene glukokortikoidne receptore iz superporodice nuklearnih receptora u
koje ubrajamo receptore za steroide, vitamin D, tiroidne hormone i retinoi¢nu kiselinu te
brojne druge receptore s nepoznatim ligandima. U odsutnosti hormona, glukokortikoidni
receptori (Slika 1.) se nalaze u citoplazmatskom kompleksu s proteinima toplinskog Soka
(Katzung, 2011). Glukokortikoidi su lipofilne molekule koje lako prolaze stani¢énu membranu
i vezu se na glukokortikoidni receptor, pri ¢emu dolazi do njegove alostericke promjene i
disocijacije proteina toplinskog Soka. Novonastali kompleks hormona 1 receptora premjesta se
u jezgru i veze na dio molekule DNA koji odgovara na glukokortikoide (engl. glucocorticoid
response element) te posljedi¢no regulira transkripciju mRNA, odnosno dovodi do inhibicije
ili aktivacije ekspresije ciljnih gena. Protupalni u¢inak glukokortikoida uglavnom se zasniva

na inhibiciji ekspresije proinflamatornih gena (Van der Laan, 2008).
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Slika 1. Shematski prikaz interakcije steroidnog hormona S i receptora R te
posljedicnih dogadaja u stanici (preuzeto i prilagodeno prema Katzung, 2011)




Upalu karakterizira ekstravazacija leukocita i infiltracija u zahvaceno tkivo koja se odvija
nizom slozenih interakcija izmedu adhezijskih molekula na leukocitima i onih na endotelnim
stanicama. Glukokortikoidi inhibiraju te interakcije i tako smanjuju koncentraciju, distribuciju
i aktivnost perifernih leukocita te suprimiraju ucinak citokina, kemokina i drugih upalnih
medijatora. Osim djelovanja na leukocite, glukokortikoidi utjeCu na imunosni odgovor
inhibicijom fosfolipaze A: i posljedi¢nim smanjenjem sinteze prostaglandina, leukotriena i
faktora aktivacije trombocita (Katzung, 2011).

Deksametazon (Slika 2.) je sintetski glukokortikoid s 25 do 30 puta vefom
glukokortikoidnom aktivnoS¢u u odnosu na kortizol (www.halmed.hr). Natrijev
deksametazon fosfat (NDP) je njegov vodotopljivi esterski prolijek 1 opcenito jedan od
najlakSe topljivih steroida, $to ga ¢ini pogodnim za parenteralne pripravke, inhalate i
topikalne pripravke (Gagné i Lodge, 1980). Fosfatni ester ima dvije ionizacijske skupine
(pKa1=2,0 i pKa>=6,0) pa je pri fizioloskim uvjetima dianion (Céazares-Delgadillo i sur.,

2010). Prolijek se djelovanjem fosfataza brzo aktivira u deksametazon (Zhang i sur., 2011).

deksametazon natrijev deksametazon fosfat

Slika 2. Struktura deksametazona i natrijevog deksametazon fosfata (preuzeto i
prilagodeno prema Zhang i sur., 2011)

Glukokortikoidi su Siroko primjenjivani, a neke od indikacija su: endokrine i reumatske
bolesti, kozne i alergijske bolesti koje ne reagiraju na konvencionalno lije¢enje, ocne bolesti
kod kojih je ugrozen vid, ulcerozni kolitis, Chronova bolest, upalne bolesti bubrega i disnih

organa, palijativno lijeCenje pacijenata s malignim bolestima (www.halmed.hr).



Kroni¢na oralna primjena moze rezultirati razvojem ozbiljnih sistemskih nuspojava kao $to su

osteoporoza, usporenje rasta i dugotrajno zatajenje nadbubreznih zlijezda, pretilost, dijabetes,

Cushingov sindrom, misi¢na atrofija i dr. (Katzung, 2011). Zbog toga je u interesu zamijeniti

oralnu primjenu lokalnom primjenom terapijskih sustava s kontroliranim i kontinuiranim

oslobadanjem lijeka na mjestu primjene, a s ciljem smanjenja rizika za razvoj nuspojava. Do

danas je poznato vise razliitih terapijskih sustava s uklopljenim natrijevim deksametazon

fosfatom (NDP), a neki od istrazivanih prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Primjeri

istrazivanih  terapijskih sustava s uklopljenim natrijevim
deksametazon fosfatom (NDP)
TERAPIJSKI PUT PRIMJENE CILJ KOMENTAR | LITERATURA
SUSTAV ISTRAZIVANJA
nanodestice subkonjunktivalna kontroliranim povecana Luo i sur.,
injekcija oslobadanjem ucinkovitost 2019
lijeka iz terapije i
formulacije adherencija
produljiti ué¢inak pacijenata s
na mjestu primjene | autoimunim
uveitisom
mikrosfere oftalmicka primjena | odgoditi hidrolizu | omoguéena Bucatariu i
prolijeka i opetovana sur., 2016
produljiti njegovo primjena
oslobadanje terapijske
doze lijeka s
manjim
rizikom od
nuspojava
in situ intraperitonealna razviti formulaciju | potrebno je Arbealez-
termoreverzibilni primjena termoreverzibilnog ispitati Camargo i sur.,
gel bioadhezivnog sposobnost 2016
dugodjelujuceg adhezije
gela za formulacija u

intraperitonealnu
primjenu tijekom
abdominalnih
operacija

peritoneumu i
profil
oslobadanja
lijeka




supramolekularni intraokularna razvoj dobivena Wu i sur., 2017
hidrogel primjena biokompatibilnog i terapijska
sigurnog alternativa za
terapijskog sustava | neinfektivni
s ciljem uveitis s
poboljsanja ishoda | minimalnim
lijecenja upalne rizikom
bolesti oka zamuéenja
le¢e 1 pojave
zavojitosti
zila oCne
pozadine
film oftalmicka primjena povecati mjerenjem Calles i sur.,
bioraspolozivost bioloskog 2016
lijeka primjenom odgovora
biopolimernog moze se
filma koji adherira pratiti
na povrsinu oka uspjesnost
dostave lijeka
uklopljenog u
hijaluronski
film
EryDex System parenteralna postici eritrocitne Coker i sur.,
— crvene krvne primjena kontrolirano fosforilaze 2018
stanice s oslobadanje lijeka postupno
uklopljenim I sSmanjiti defosforiliraju
NDP-om nezeljene NDP u
nuspojave deksametazon
koji sporo
difundira iz
eritrocita

U Republici Hrvatskoj na trZi$tu se nalaze Cetiri registrirana pripravka koji kao djelatnu tvar

sadrze deksametazon u obliku natrijevog deksametazon fosfata. Medu njima su zastupljeni

sljede¢i farmaceutski oblici: otopina za injekciju/infuziju, kapi za oko (otopina) i gel za oko

(www.halmed.hr).



1.2. PRASKASTI SUSTAVI ZA NAZALNU PRIMJENU

Nazalna primjena lijekova s lokalnim ucinkom prvi je izbor u prevenciji i lijecenju
bolesti nosne sluznice kao $to su alergijski rinitis i kongestija nosa jer se brzo otklanjaju
simptomi bolesti, a smanjen je rizik za razvoj sistemskih nuspojava u usporedbi s oralnom ili
parenteralnom primjenom lijekova. Za lokalno djelovanje potrebne su znacajno manje doze
lijeka, no ograni¢en volumen tekuceg pripravka koji se moze primijeniti u nosnicu (25-200
ML) i uklanjanje lijeka iz nosne Supljine mukocilijarnim klirensom predstavljaju ograni¢enja
za nazalnu primjenu tekuéih pripravaka (Hafner i sur., 2014). Praskasti sustavi bubrenjem
polimernog matriksa omogucuju nastanak mukoadhezivnog gela u nosnoj Supljini. Na taj
nacin produljuje se vrijeme zadrzavanja lijeka na mjestu primjene i smanjuje uklanjanje lijeka
mukocilijarnim klirensom. Difuzijom lijeka iz polimernog matriksa modificira se njegov
profil oslobadanja (Chowdary i Srinivasa Rao, 2004). Praskasti sustavi osiguravaju vecu
stabilnost u usporedbi s teku¢im formulacijama, a budu¢i da je smanjena 1 potreba za
dodatkom pomo¢nih tvari kao S§to su konzervansi, povecana je sigurnost primjene lijeka.
Balansiranim bubrenjem, mukoadhezijom 1 oslobadanjem lijeka u kontaktu s nosnim fluidom,
produljuje se kontakt s nosnom sluznicom i povecéava terapijski uc¢inak na mjestu primjene

(JuriSi¢ Dukovski 1 sur., 2019).

1.2.1. MIKROSFERE

Mikrosfere su polimerni terapijski sustavi koji omogucuju stabilizaciju djelatne tvari,
ciljanu dostavu lijeka, kontrolirano oslobadanje, smanjenje nuspojava i toksi¢nosti (Vehring i
sur., 2007). Morfoloski ih mozemo opisati prema obliku, promjeru, unutarnjoj strukturi i
povrSinskim svojstvima. Mogu biti promjera od 1 do 1000 pm, a za nazalnu primjenu obic¢no
se koriste promjera 45 pm u izbubrenom stanju (Chowdary i Srinivasa Rao, 2004). Prema
smjernicama Europske agencije za lijekove za farmaceutsku kvalitetu inhalacijskih proizvoda
1 proizvoda za nazalnu primjernu, promjer Cestica za nazalnu primjenu treba biti ve¢i od 10
MM (www.ema.europa.eu). Ovisno o tome je li djelatna tvar sadrzana u jezgri Cestice koja je
oblozena polimernom ovojnicom ili je djelatna tvar dispergirana u polimernom matriksu,

razlikujemo redom mikrokapsule i mikrosfere (Slika 3).
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Slika 3. Polimerni sustavi — mikrokapsula i mikrosfera (preuzeto i prilagodena prema
Tamilvanan, 2008)

Svi tipovi mikrosfera koji se primjenjuju nazalno su netopljivi u malom volumenu nosne
tekucine, ali apsorbiraju vodu, $to rezultira bubrenjem i stvaranjem gela (Pereswetoff-Morath,
1998). Zahvaljuju¢i mukoadheziji produljen je kontakt s nosnom sluznicom te povecana
apsorpcija i bioraspolozivost uklopljenog lijeka na mjestu djelovanja (Chowdary i Srinivasa
Rao, 2004). Za hidrofilne lijekove, osim zbog adhezije, apsorpcija se povecava i otvaranjem
¢vrstih spojeva izmedu epitelnih stanica sluznice. Kada mikrosfere vezu vodu i bubre,
epitelne stanice dehidriraju 1 razmiCu se, osiguravaju¢i tako lakSu penetraciju lijeka
(Pereswetoff-Morath, 1998).

Najcesce korisStene metode za pripremu mikrosfera su odjeljivanje faza iz vodenih i nevodenih
medija (koacervacija), suSenje rasprSivanjem, odjeljivanje faza emulzije isparavanjem ili

ekstrakcijom otapala te odjeljivanje nastalih krutih ¢estica (JalSenjak i sur., 1998).

1.3. POLIMERI ZA PRIPRAVU MIKROSFERA

Za pripravu mikrosfera koriste se visokomolekularni polimeri koji mogu formirati
vodikove, ionske, hidrofobne i Van der Waalsove veze (Smart, 2005). Stupanj umrezenosti
polimera i sposobnost bubrenja obrnuto su proporcionalni, tj. §to je veca umrezenost, to je
manja mogucénost vezanja vode i bubrenje je manje. Osim funkcionalnih skupina, na
sposobnost adhezije utje¢e i molekulska masa polimera, zatim koncentracija, fleksibilnost
polimernog lanca, vrijeme kontakta s mukozom, pH te fizioloski faktori kao $to su izmjena

mucina i trenutno stanje bolesti (Filipovi¢-Gréi¢ 1 Hafner, 2008).



Polimeri za pripravu mukoadhezivnih mikrosfera su biorazgradljivi i biokompatibilni te u
kontaktu s nosnim fluidom osiguravaju bubrenje mikrosfera, formiranje gela i oslobadanje
lijeka difuzijom (Slika 4.) (Chowdary i Srinivasa Rao, 2004).

Slika 4. Shematski prikaz nastanka strukutre gela bubrenjem polimera i oslobadanje
lijeka difuzijom ( prilagodeno prema Vijayakumar i Subramanian, 2016)

1.3.1. PEKTIN

Pektini su raznolika skupina biopolimera s polisaharidnom okosnicom koju ¢ine
molekule D-galakturonske kiseline povezane a-1,4-glikozidnom vezom, a moze sadrzavati i
ramnozu, galaktozu i1 arabinozu. Toc¢na kemijska struktura pektina nije definirana, a najbolje
je prihvac¢en model koji uklju¢uje nekoliko strukturnih domena — homogalakturonan (HGA) ,
ramnogalakturonan | (RG-I) i ramnogalakturonan Il (RG-II) (Slika 5.). Prirodni izvor pektina
su biljke u kojima pektin ¢ini jednu trecinu stani¢ne stijenke (Chan i sur., 2017). Najcesce se
dobiva ekstrakcijom iz kore citrusa i1 suhog ostatka dobivenog nakon mljevenja i preSanja
jabuka (Sriamornsak, 2003). Nakon sinteze i oslobadanja iz Golgijevog aparata, biljni pektin
je visoko metoksiliran, Sto se kasnije moZze modificirati kemijski ili djelovanjem metil-

esteraza (Gawkowska i sur., 2018).
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Slika 5. Pojednostavljen shematski prikaz fragmenta pektina koji se sastoji od 3 domene —
ramnogalakturonan | (RG-I), homogalakturonan (HGA) i ramnogalakturonan Il (RG-II).

(Preuzeto i prilagodeno prema Willats i sur., 2001)

Obzirom na stupanj esterifikacije, razlikujemo visokometoksilirani pektin (engl. high metoxyl
pectin — HMP) sa stupnjem esterifikacije >50% i niskometoksilirani pektin (engl. low
metoxyl pectin — LMP) sa stupnjem esterifikacije <50% (Watts i Smith, 2009). Budu¢i da
sposobnost pektina za geliranje ovisi 0 molekulskoj masi i stupnju esterifikacije, pektini iz
razli¢itih izvora nemaju jednaka gelirajuc¢a svojstva. Pektini dobiveni ekstrakcijom su oko
70% esterificirani i da bi se proizveo niskometoksilirani pektin neke esterske skupine moraju
biti hidrolizirane ili se uz amonijak prevode u amidne skupine, dajuci tako amidirani
niskometoksilirani pektin (May, 1990).

Stupanj esterifikacije je vazan parametar koji utjeCe na sposobnost formiranja gela.
Visokometoksilirani pektin (HMP) gelira uz prisutnost saharoze ili Skroba u visokoj
koncentraciji i pri niskom pH. U kiselim uvjetima smanjuje se elektrostatska repulzija jer su
karboksilne skupine protonirane, a otopljeni Sefer smanjuje hidrataciju pektina i tako
povecava interakciju pektinskih lanaca. HMP gel stabiliziran je intermolekularnim vodikovim
vezama izmedu slobodnih karboksilnih i hidroksilnih skupina te hidrofobnim interakcijama
izmedu esterificiranih skupina (Slika 6.) (Chan i sur., 2017). Sto je ve¢i stupanj esterifikacije,

veci je broj hidrofobnih interakcija te raste brzina formiranja gela (Sriamornsak, 2003).
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Slika 6. Shematski prikaz interakcija pektinskih lanaca kod visokometoksiliranog pektina

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

Niskometoksilirani pektin (LMP) gelira u prisustvu dvovalentnih kationa, najc¢escée kalcijevih,
zahvaljujuéi elektrostatskim interakcijama izmedu negativno nabijenih poligalakturonskih
jedinica i pozitivno nabijenih kalcijevih iona (Slika 7.). Na taj na¢in nastaje struktura poznata
pod nazivom "egg-box" (Pérez Espitia, 2013). Prisustvo Secera nije nuzno za formiranje gela,
ali u malim koncetracijama moze povecati ¢vrstocu gela i smanjiti koli¢inu kalcijevih iona

potrebnih za geliranje (Sriamornsak, 2003).
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Slika 7. Shematski prikaz umrezavanja lanaca niskometoksiliranog pektina ionima kalcija

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

Topljivost pektina i viskoznost otopine ovise 0 njegovoj molekulskoj masi, koncentraciji,
stupnju esterifikacije, pH vrijednosti i prisustvu iona suprotnog naboja. Otopljeni pektin

spontano se deesterificira i depolimerizira ovisno o pH i temperaturi.



Povecanje temperature i kiseli uvjeti pogoduju depolimerizaciji, a nizi pH pogoduje i
deesterifikaciji. U alkalnim uvjetima deesterifikacija i depolimerizacija odvijaju se ve¢ i pri
sobnoj temperaturi (Sriamornsak, 2003).

Pektini se koriste kao emulgatori, stabilizatori, ugusciva¢i i sredstva za geliranje u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Chan i sur., 2017). Pokazalo se da je pektin siguran i
prikladan ekscipijens u proizvodnji razli¢itih terapijskih sustava (Mahajan i sur., 2012). U
literaturi se najviSe spominje priprava formulacija za oralnu primjenu kao S§to su
zelucanootporne tablete, tablete s kontroliranim oslobadanjem ili za ciljanu dostavu lijeka u
kolon (Watts i Smith, 2009). Osim toga, poznati su primjeri pektinskih mikrocestica
pripravljenih metodom suSenja rasprSivanjem za razli¢ite putove primjene, a neki od njih

prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Primjeri pektinskih mikrocestica kao terapijskih sustava pripremljenih susenjem

rasprisivanjem
Uklopljeni o )
~ Put primjene Komentar Literatura
lijek
o okularna ' _ Sensoy i sur.,
piroksikam o povecana bioraspolozivost
primjena 2009
o o - By Bigucci i sur.,
vankomicin | oralna primjena ciljana dostava lijeka u kolon
2009
) nazalna produljeno zadrZzavanje na mjestu Nizi¢ i sur.,
melatonin o o ' '
primjena primjene, povecana bioraspoloZivost 2019
) pulmonalna povecan antitumorski potencijal Gaikwad,
kukurmin o _
primjena kukurmina 2017
nazalna povecana bioraspolozivost, maskiranje Mabhajan i
ondansetron o o ' -
primjena organoleptickih svojstava lijeka sur., 2012
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1.3.2. HIPROMELOZA (HIDROKSIPROPILMETILCELULOZA)

Hidroksipropilmetilceluloza ili hipromeloza je topljivi eterski derivat celuloze dobiven
supstitucijom hidroksilnih skupina metoksilnim i/ili hidroksipropilnim skupinama (Slika 8).
Dobiveni eteri celuloze su kemijski stabilni, biorazgradljivi, biokompatibilni te nalaze brojne
primjene u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji (Almeida i sur., 2014; Jiang
i sur., 2016). U kontaktu s vodom ili bioloskim teku¢inama, polimerni lanci hipromeloze se
relaksiraju i hidratiziraju, $to rezultira nastankom gela (Cahyadi i sur., 2011). Ovisno o
stupnju metilacije 1 koncentraciji, temperatura geliranja hipromeloze varira izmedu 50 1 90 °C
(Arbealez-Camargo i sur., 2016).

Zbog svojstva geliranja, hipromeloza se ¢esto koristi kao nosa¢ u pripravi hidrofilnih matriksa
za oblike s produljenim oslobadanjem (Mourdo i sur., 2010). U kontaktu s vodom ili
hidrofilnim otapalima na povrsini takvih matriksnih sustava stvara se sloj gela koji kontrolira
oslobadanje djelatne tvari iz matriksa. Sto je veéi stupanj viskoznosti hipromeloze, jaéi je

intenzitet geliranja i sporije oslobadanje lijeka (Muzikova i sur., 2014).

o
= o OR

H ROH,C

R= H, CH3, CH,CH(CH3)OH

Slika 8. Kemijska struktura hidroksipropilmetilceluloze (preuzeto i prilagodeno prema Ueda i
sur., 2019)

Pokazano je da hipromeloza moze utjecati na veli¢inu 1 oblik mikrocestica dobivenih
procesom susenja rasprSivanjem, dajuci relativno sferi¢ne Cestice (Sacchetti i sur., 2002; Oh i
sur., 2015). Osim toga, hipromeloza znacajno utjece na sposobnost bubrenja i mukoadhezivna

svojstva mikrosfera (Nizi¢ i sur., 2019).
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1.4. SUSENJE RASPRSIVANJEM

Susenje rasprSivanjem je tehnoloski proces za prevodenje tekuéeg uzorka u suhi
praskasti produkt. Primjenjuje se u razli¢itim granama proizvodnje — prehrambenoj industriji,
proizvodnji boja, gnojiva i deterdZenata, te farmaceutskoj industriji (Paudel i sur., 2013).
Proces se moze prilagoditi za proizvodnju Sirokog spektra veli¢ina cCestica, ukljucujuci
mikroCestice koje se mogu koristiti u biomedicinske i farmaceutske svrhe. U tipicnom
procesu dobivanja Cestica suSenjem rasprSivanjem, u odgovaraju¢em otapalu priprema Se
otopina/disperzija/emulzija suhe tvari koja ¢ini veéinu Cestice (npr. polimera) uz dodatak
drugih sastavnica kao $to su djelatna tvar, dijagnosticki agens ili sredstvo za formiranje pora
(Chickering i sur., 2001). Pripravljeni uzorak se peristaltickom pumpom dovodi do ulaza u
komoru za suSenje, prolazi kroz sapnicu i1 atomizira (rasprSuje) u fine sitne kapljice koje
stupaju u kontakt s medijem za susSenje. Kao medij za susenje najcesce se koriste vruci zrak,
dusik, argon, ugljikov dioksid. Zbog rasprSivanja tekucine u sitne kapljice dolazi do
povecéanja dodirne povrsine izmedu otapala i medija za suSenje. OlakSan je prijenos topline pa
otapalo isparava i nastaju suhe &estice (Diirrigl, 2011). Cestice se potom odvajaju iz medija za
susenje pomocu ciklona i sakupljaju u posudu za produkt (Singh i Van den Mooter, 2015).

Komponente uredaja za suSenje rasprsivanjem prikazane su na Slici 9.

peristalticka
pupma

uzorak — ‘

sapnica

ispusni ventil
komora ﬂ
za susenje

ciklon

prihvatna posuda
za produkt

Slika 9. Shematski prikaz komponenti uredaja za suSenje rasprsivanjem (preuzeto i
prilagodeno prema Singh i Van den Mooter, 2015).
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Mozemo re¢i da se proces suSenja rasprSivanjem sastoji od cetiri osnovna koraka —
rasprSivanje tekuceg uzorka, mijeSanje uzorka i medija za suSenje, isparavanje otapala i
odvajanje Cestica produkta od medija za suSenje (Paudel i sur., 2013). Unato¢ visokim
temperaturama medija za suSenje, proces je primjenjiv i za termolabilne tvari. Zbog
isparavanja otapala i uc¢inka hladenja, temperatura kapljica ostaje relativno niska (Biirki 1 sur.
2011). U procesne parametre ubrajamo ulaznu i izlaznu temperaturu, postavke aspiratora,
vlaznost i protok medija za suSenje, brzinu dotoka uzorka. Formulacijski parametri ukljucuju
svojstva pripremljenog tekuceg uzorka za suSenje, a medu njima su sastav uzorka i
koncentracija, vrsta otapala i viskoznost (Focaroli i sur., 2019; Singh i Van den Mooter,
2015). Variranjem navedenih parametara tijekom procesa proizvodnje, moZe se utjecati na
zeljena svojstva Cestica suhog produkta (Davis i Walker, 2018). Primjerice, povecanje brzine
dotoka uzorka moze uzrokovati povecanje veliCine Cestica i vlaznosti kona¢nog produkta.
Veca ulazna temperatura nema utjecaja na veli¢inu Cestica, ali obi¢no osigurava i vecu izlaznu
temperaturu te manju vlaznost produkta. Takoder, svojstva tekuceg uzorka za susSenje utjecu
na svojstva osuSenog produkta — povecanje koncentracije i viskoznosti uzorka dovodi do
povecanja veli¢ine osuSenih Cestica (Patel 1 sur., 2015). Moze se zakljuciti da su parametri
procesa susenja rasprSivanjem i svojstva ¢estica dobivenog produkta kompleksno povezani te
da ispravnom prilagodbom i variranjem parametara mozemo posti¢i Zeljena svojstva osusenog

produkta.

Proizvodnja biorazgradljivih mikroCestica suSenjem rasprSivanjem pokazala se dobrom
alternativom konvencionalnim metodama mikrokapsuliranja i prikladnom metodom za
pripremu praskastih sustava za nova podru¢ja primjene. Radi se o jednostavnoj, brzoj i
reproducibilnoj metodi koja omogucuje primjenu blagih temperaturnih uvjeta bez velike
ovisnosti o topljivosti lijeka ili polimera. Iskoristenje procesa je relativno nisko zbog gubitka

Cestica kroz ispuh uredaja ili adherencije na stijenke komore za susenje (Uyen i sur., 2019).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Kortikosteroidi su zahvaljuju¢i svom protuupalnom djelovanju vrlo ucinkoviti u
lije¢enju bolesti nosne sluznice kao $to su akutni rinosinusitis, kroni¢ni rinosinusitis sa ili bez
polipa te nosna kongestija (Martino i sur., 2015; Mullol i sur., 2009). Prednost nazalne
primjene Kortikosteroida je brzo otklanjanje simptoma bolesti i smanjen rizik za pojavu
sistemskih nuspojava u usporedbi s oralnom ili parenteralnom primjenom. Registrirani
pripravci za nazalnu primjenu kortikosteroida su suspenzije u obliku kapi ili sprejeva za nos
Cija je ucinkovitost ograniCena zbog kratkog zadrZzavanja na mjestu primjene (Hafner i sur.,
2014).

Kako bi se povecala njihova ucinkovitost i sigurnost, razvijaju se novi terapijski sustavi s
duljim zadrzavanjem i kontroliranim oslobadanjem lijeka na mjestu primjene. Brojna
istrazivanja ukljuCuju razvoj praskastih sustava temeljenih na mukoadhezivnim polimerima
koji bubrenjem stvaraju mukoadhezivni gel, odgadaju mukocilijarni klirens te omogucuju
produljeno zadrzavanje lijeka na mjestu primjene. Praskasti sustavi za nazalnu primjenu
pokazuju vecu stabilnost u usporedbi s teku¢im pripravcima bez potrebe za dodatkom
konzervansa te osiguravaju viSu dozu lijeka na mjestu depozicije u nosnoj Supljini (Jurisi¢
Dukovski i sur., 2019).

Polimerne mikrosfere su terapijski sustavi koji omogucuju stabilizaciju djelatne tvari, ciljanu
dostavu lijeka, kontrolirano oslobadanje, smanjenje nuspojava i toksi¢nosti (Vehring i sur.,
2007). Polimeri za pripravu mukoadhezivnih mikrosfera su biorazgradljivi i biokompatibilni
te u kontaktu s nosnim fluidom bubre i1 stvaraju gel iz kojeg se lijek oslobada difuzijom
(Chowdary i Srinivasa Rao, 2004). Pektin je siguran i prikladan ekscipijens u proizvodniji
razli¢itih terapijskih sustava, a poznati su 1 brojni primjeri pektinskih mikrosfera
pripremljenih suSenjem rasprSivanjem za razliite putove primjene (Mahajan 1 sur., 2012).
Hipromeloza se ¢esto koristi kao nosa¢ u pripravi hidrofilnih matriksa za oblike s produljenim
oslobadanjem te je pokazano da moze utjecati na svojstva bubrenja i mukoadhezivnost
mikrosfera (Mouréo i sur., 2010; Nizi¢ i sur., 2019).

Brza i relativno jednostavna metoda koja omogucuje proizvodnju vecih koli¢ina polimernih
mikrosfera je susenje rasprSivanjem (Uyen i sur., 2019). Variranjem parametara u procesu
proizvodnje mikrosfera suSenjem rasprSivanjem, moguce je utjecati na zeljene karakteristike

dobivenih mikrosfera (Poozesh i Bilgili, 2019).
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U ovom radu suSenjem rasprSivanjem pripremljene su mikrosfere temeljene na pektinu i
hipromelozi s uklopljenim natrijevim deksametazon fosfatom (NDP) za nazalnu primjenu.
NDP je vodotopljivi esterski prolijek deksametazona. Cilj je bio ispitati utjecaj masenog
omjera pektina i hipromeloze u polimernom matriksu na iskoristenje tehnoloskog procesa,

svojstva dobivenih mikrosfera te uspjesnost uklapanja i profil oslobadanja uklopljenog lijeka.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

U eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada koriSteni su:

natrijev deksametazon fosfat (Carbosynth Limited, Ujedinjeno Kraljevstvo)

- niskometoksilirani amidirani pektin (Pectin Amid CF 005, Herbstreith & Fox KG,
Njemacka)

- hipromeloza (Metolose, Shin-Etsu Chemical Co.,LTD, Japan)

- umjetni nazalni fluid (engl. simulated nasal fluid - SNF)

SNF je pripremljen otapanjem 8,77 g NaCl (Kemig, Hrvatska), 2,98 g KCI (Kemig, Hrvatska)
i 0,59 g CaCl; (Sigma — Aldrich Chemie GmbH, Njemacka) u 1000 mL proc¢is¢ene vode.

3.2. METODE

3.2.1. PRIPRAVA OTOPINA POLIMERA I LIJEKA ZA SUSENJE
RASPRSIVANJEM

Otopina pektina u 1% (m/V) koncentraciji pripremljena je otapanjem pektina u
procis¢enoj vodi. Pripravljena otopina je mijeSana na magnetskoj mijesalici tijekom 24 h i
potom filtrirana. Otopina hipromeloze u 0,5% (m/V) koncentraciji pripremljena je otapanjem
u vodi zagrijanoj na 80-90 °C i mijeSanjem na magnetskoj mijesalici tijekom 24 h, nakon ¢ega
je jo§ 24 h pohranjena pri 4 °C. Pripremljene su smjese polimernih otopina s masenim
omjerima pektina i hipromeloze od 1:0, 1:1, 1:2 i 2:1. Uzorci za suSenje rasprSivanjem
ukupnog volumena 100 mL pripremljeni su mijeSanjem vodenih otopina pektina, hipromeloze
i natrijevog deksametazon fosfata tako da je ukupna koncentracija polimera bila 0,5% (m/V), a
natrijevog deksametazon fosfata 0,01% (m/V). Vodena otopina natrijevog deksametazon
fosfata pripremljena je otapanjem natrijevog deksametazon fosfata u maloj koli¢ini vode,
nakon ¢ega je dodan preostali volumen vode do ukupnog volumena uzorka za susenje od 100
mL. Po istom postupku, uz izostavljanje lijeka, pripremljeni su uzorci za suSenje

rasprSivanjem za pripravu mikrosfera bez natrijevog deksametazon fosfata.
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3.2.2. PRIPRAVA MIKROSFERA SUSENJEM RASPRSIVANJEM

Praskasti produkti pripremljeni su iz tekucih uzoraka procesom susSenja rasprsivanjem.

Koristen je uredaj Biichi 190 Mini Spray Dryer (Flawil, Svicarska) prikazan na Slici 10.

Slika 10. Uredaj za susenje rasprsivanjem Biichi 190 Mini SprayDryer

Kao medij za suSenje koriSten je zrak, a protok komprimiranog zraka iznosio je 700 NL/h.
Aspirator je radio na 50% kapaciteta. Promjer sapnice je 0,7 mm, a brzina dotoka tekuceg
uzorka u sapnicu iznosila je 0,77 mL/min. Ulazna temperatura bila je unutar intervala 131-
140 °C, a izlazna temperatura 87-95 °C. Navedeni parametri suSenja rasprSivanjem prikazani

su u Tablici 3.
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Tablica 3. Parametri procesa susenja rasprsivanjem

PARAMETAR IZNOS
protok medija za susenje 700 NL/h
kapacitet aspiratora 50%

brzina dotoka uzorka 0,77 mL/min
ulazna temperatura 131-140°C
izlazna temperatura 85-87 °C
koncentracija polimera 0,5% (m/V)

3.2.3. ODREPIVANJE ISKORISTENJA PROCESA SUSENJA RASPRSIVANJEM

Iskoristenje procesa susenja rasprsivanjem (I) odredeno je prema formuli:

masa produkta (g)
[(%) = . — —— X 100
masa krute tvari u uzorku za susenje rasprsivanjem (g)

Za izracun iskoriStenja procesa uzeta je masa dobivenog suhog produkta nakon susenja

rasprSivanjem i masa krute tvari u teku¢em uzorku za suSenje rasprsivanjem.

3.2.4. ODREPIVANJE VELICINE MIKROSFERA

Za odredivanje srednjeg promjera mikrosfera pripremljenim suSenjem rasprsivanjem
koristen je Olympus BH-2 mikroskop spregnutog s kamerom (CCD kamera 1CD-42-E,
Ikegami Tsushinki Co., Japan). Pomoc¢u racunalnog programa Optomax V (Cambridge,
Velika Britanija) provedena je obrada slike. Uzorci za analizu pripremljeni su nano$enjem
tankog sloja praskastog produkta na predmetno stakalce. Za svaki uzorak je izmjereno

najmanje 3000 Cestica 1 svaki uzorak je mjeren u triplikatu.
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3.2.5. ODREPIVANJE USPJESNOSTI UKLAPANJA LIJEKA U MIKROSFERE

Uklapanje lijeka u mikrosfere odredeno je spektrofotometrijskom metodom. Za
pripremu uzoraka u odmjernu tikvicu od 25 mL odvagano je 20 mg praskastog produkta I
nadopunjeno vodom do oznake. Uzorci su mijesani na magnetskoj mijesalici, a potom 5 min
sonicirani. Uzorci su zatim filtrirani pomocu polietersulfonskih membrana veli¢ine pora od
0,45 um (Chromafil® Xtra PES-45/25, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Njemacka) i
izmjerena je apsorbancija. Koristen je UV-Vis spektrofotometar (UV-Visible
Spectrophotometer Cary 50 Probe, Varian, SAD), a apsorbancija uzoraka mjerena je pri
valnoj duljini od 241 nm. Za svaki uzorak apsorbancija je mjerena u triplikatu, a za izracun
koncentracije uzeta je srednja vrijednost. Koncentracija je izraCunata prema jednadzbi pravca

izvedenoj iz prethodno dobivenog bazdarnog dijagrama.

Odredivanje uspjesnosti uklapanja lijeka provedeno je prema formuli:

stvarni sadrzaj lijeka (mg)
uu (%) = —— e X 100
teorijski sadrzaj lijeka (mg)

Sadrzaj lijeka u mikrosferama odreden je prema formuli:

masa lijeka u mikrosferama (mg)
DL(%) = —— . X 100
ispitivana masa mikrosfera (mg)

3.2.6. ISPITIVANJE BUBRENJA MIKROSFERA

Bubrenje mikrosfera ispitano je koristenjem Franzove difuzijske ¢elije koja je pomocu
vodene kupelji termostatirana pri 34 °C. Franzova difuzijska ¢elija ima donorski i receptorski
odjeljak koji su odijeljeni poliamidnom membranom s porama veli¢ine 0,45 pm
(Sartolon®,Sartorius Stedim Biotech, Njemacka). Na membranu u donorskom odjeljku
naneseno je 10 mg uzorka mikrosfera. Receptorski odjeljak napunjen je receptorskim
medijem (SNF ili proc¢iséena voda), a bubrenje mikrosfera uzrokovalo je smanjenje njegove

razine u postrani¢noj cjevcici.
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Tijekom 15 min u vremenskim razmacima od 3 min receptorski medij je nadomjestan do
pocetne razine. Stupanj bubrenja mikrosfera izrazen je kao ukupni volumen kroz cjevéicu

dodanog SNF-a ili pro¢is¢ene vode po miligramu mikrosfera.

3.2.7. ISPITIVANJE OSLOBADANJA LIJEKA IN VITRO

Ispitivanje oslobadanja lijeka iz mikrosfera provedeno je koristenjem Franzove
difuzijske celije (Slika 11.) uz SNF termostatiran pri temperaturi od 34 °C kao receptorski
medij. Na membranu u donorskom odjeljku stavljeno je 10 mg uzorka mikrosfera, a otvor je
prekriven parafilmom kako bi se sprijecilo isparavanje medija. U receptorskom odjeljku medij
je mijeSan pomocu magnetskog mjeSaca (600 okretaja/min). Oslobadanje lijeka praceno je
tijekom 3 sata pri ¢emu su u odredenim vremenskim intervalima (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80,
100, 120, 150 i 180 min) kroz postrani¢nu cjev¢icu uzimani alikvoti receptorskog medija (0,5
mL). Prilikom svakog uzorkovanja, receptorski medij nadomjesten je jednakim volumenom
(0,5 mL) svjezeg SNF-a. Nakon 3 sata, preostali lijek u izbubrenim mikrosferama iz
donorskog odjeljka je kvantitativnho sakupljen te je u svim sakupljenim uzorcima odreden

sadrzaj lijeka kako je opisano u odjeljku 3.2.8.

donorski odjeljak
\E _‘ membrana

razina
> ¥

K] nadopunjavanija

I |
U U ¥ cjevéica za

vzorkovanije

<—

receptorski odjeljak
o ’
. magnet

.M

r'y

magnetska mijesalica

Slika 11. Shematski prikaz Franzove difuzijske celije (preuzeto i prilagodeno prema Watts i
Smith, 2009)
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3.2.8. ODREPIVANJE SADRZAJA NATRIJEVOG DEKSAMETAZON FOSFATA

Kvantitativno odredivanje natrijevog deksametazon fosfata u uzorcima receptorskog
medija prikupljenima tijekom in vitro ispitivanja oslobadanja lijeka iz praskastih sustava
provedeno je metodom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC). Kromatografski sustav sastojao se od
kontrolera SCL-10Avp, pumpe 10Advp, degazera DGU-14A, pe¢nice CTO-10Avp i UV-VIS
detektora SDP-10Avp. Analiza je provedena izokratnim eluiranjem, a mobilna faza sastojala
se od 5 mM acetatnog pufera (pH 4,5) i acetonitrila u volumnom omjeru 68:32. Za analizu je
koristena kolona Kinetex C18, promjera pora 2,6 um, 100 x 4,6 mm, 100 A (Phenomenex,
SAD), koja je tijekom analize termostatirana na 55 °C. Brzina protoka bila je 0,7 mL/min,
volumen injektiranog uzorka 20 pL, a detekcija natrijevog deksametazon fosfata provedena je
pri valnoj duljini od 241 nm.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. PRIPREMA MIKROSFERA

U ovom radu pripremljene su mikrosfere temeljene na pektinu i hipromelozi s
uklopljenim natrijevim deksametazon fosfatom (NDP). Mikrosfere su pripremljene susenjem
raspr§ivanjem otopina NDP-a i polimera (pektina i hipromeloze) u proc¢is¢enoj vodi bez
dodatka organskih otapala. Pripravljene su otopine za rasprSivanje s razli¢itim masenim
omjerima polimera te su tako dobivena Cetiri uzorka mikrosfera s NDP-om s masenim
omjerima pektina i hipromeloze od 1:0, 1:1, 1:2 i 2:1 (uzorci redom DP, DPH1, DPH2 i
DPH3). lzostavljanjem NDP-a iz postupka priprave, pripremljene su i prazne mikrosfere s
istim omjerima polimera (uzorci P, PH1, PH2 i PH3). Cilj je bio ispitati utjecaj masenog
omjera koriStenih polimera na svojstva Cestica dobivenog produkta (veli¢ina mikrosfera,
profil bubrenja, uspjeSnost uklapanja i sadrzaj lijeka u mikrosferama).

Za susenje raspriivanjem koristen je uredaj Biichi 190 Mini SprayDryer (Flawil, Svicarska).
Procesni parametri medu kojima su karakteristike medija za suSenje, postavke aspiratora i
brzina dotoka uzorka utjeCu na svojstva pripremljenih mikrosfera. Takoder, svojstva
dobivenih mikrosfera ovise 0 sastavu uzorka za susenje, koncentraciji otopljenih tvari i vrsti
otapala (Focaroli i sur., 2019; Singh i Van den Mooter, 2015). U ovom radu, postavljeni
procesni i formulacijski parametri rezultirali su temperaturom izlaznog zraka od 85 do 87 °C.
Omoguceno je uspjesno suSenje rasprSivanjem pripremljenih tekucih uzoraka i dobiven je
suhi praskasti produkt.

Iskoristenje procesa kretalo se izmedu 45 i 64%, Sto je relativno visoko za ovu metodu.
Gavini i suradnici (2008) pripravili su mikrosfere s metoklopramidom za nazalnu primjenu s
iskoristenjem procesa od 30 do 50%. Kulkarni i suradnici (2016) pripravili su mikrosfere s
uklopljenim diltiazem hidrokloridom uz iskoristenje izmedu 22,8 i 34,5%. Do snizenja
vrijednosti iskoriStenja procesa dolazi zbog gubitka najmanjih ¢estica kroz ispuh ili adhezije

Cestica na stijenke uredaja za suSenje rasprsivanjem (Uyen i sur, 2019).

22



4.2. VELICINA CESTICA

Velicina Cestica praskastih sustava za nazalnu primjenu znatno utjeCe na pravilnu

depoziciju Cestica u nosnoj Supljini. Ako je veli¢ina Cestica ispod 10 pm, postoji rizik da ¢e

dio Cestica prilikom primjene pacijent udahnuti u nize dijelove diSnog sustava, §to smanjuje

dozu lijeka u nosnoj Supljini (Tiozzo Fasiolo, 2018).

U ovom radu veli¢ina mikrosfera, izrazena kao srednji promjer, odredena je pomocu

mikroskopa spregnutog s kamerom. Za svaki uzorak uzeta je mala koliina praSkastog

produkta 1 rasporedena na predmetno stakalce, a obrada slike provedena je koriStenjem

racunalnog programa. Srednji promjer Cestica dobivenih u ovom radu varirao je izmedu 3,13

+ 0,46 i 3,82 £ 0,32 um (Tablica 4.). Jurisi¢ Dukovski i suradnici (2019) su za pripravljene

pektinske mikrosfere s deksametazonom za nazalnu primjenu odredili srednji promjer od 2,17

+ 0,01 um.

Tablica 4. Srednji promjer pripremljenih mikrosfera

UZORAK

PEKTIN/HIPROMELOZA

SREDNJI PROMJER CESTICA UZORKA (pm)

(m/m)

......................... b 10 3,13 0,46
P ' 3,69 + 0,40

................. DPH1 11 3,38 + 0,09
PH1 ' 3,18 £ 0,28

................. DPH2 1 3,40 = 0,38
PH2 ' 3,46 + 0,26

................. DPH3 ”1 321 +0,12
PH3 ' 3,82 + 0,32

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

Na Slici 12. prikazana je raspodjela veli¢ina Cestica za sve uzorke mikrocestica dobivene

procesom suSenja rasprSivanjem. Kod svih uzoraka prisutna je slicna raspodjela veli¢ina

Cestica, a najveci udio Cestica (0ko 80%) ima promjer manji od 5 um.
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Slika 12. Raspodjela velic¢ina cestica svih uzoraka mikrocestica dobivenih procesom suSenja

rasprsivanjem

lako je vecina mikrocestica pripravljenih u ovom radu manja od 10 um, Cestice suhih prasaka
veli¢ine ispod 100 pum sklone su stvaranju aglomerata ¢ime se moze posti¢i adekvatna
depozicija u nosnoj Supljini. Aglomeracija se javlja spontano zbog velikog omjera povrsine i
volumena te kohezivnih sila medu Cesticama, a nastali aglomerati su promjera od nekoliko
desetaka do 100 um (Tiozzo Fasiolo, 2018).

Optimiranjem procesnih parametara u pripremi mikrosfera susenjem rasprsivanjem moguce je
utjecati na svojstva Cestica dobivenog suhog produkta pa tako i na njihovu veli¢inu.
Povecanje brzine dotoka uzorka uzrokuje povecanje rasprsenih kapljica 1 posljedi¢no nastaju
vece suhe Cestice (Patel i1 sur., 2014). Vece Cestice mogu se dobiti smanjenjem protoka
komprimiranog zraka ili povecanjem koncentracije i viskoznosti uzorka za rasprsivanje (Kaye
i sur., 2009; Stahl i sur., 2002). Smanjen protok komprimiranog zraka dovodi do smanjenja
atomizacijske energije za rasprSivanje uzorka pa tijekom suSenja nastaju vece kapljice i u

konacnici vece Cestice suhog produkta (Stdhl i sur., 2002).
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4.3. SVOJSTVA BUBRENJA MIKROSFERA

PraSkasti sustavi za nazalnu primjenu temeljeni na hidrofilnim polimerima kao $to su
pektin i hipromeloza vezanjem vode stvaraju mukoadhezivni gel na mjestu primjene te
produljuju vrijeme zadrzavanja lijeka u nosnoj Supljini (Chowdary i Srinivasa Rao, 2004).
Takoder, mikrosfere apsorpcijom vode na mjestu primjene uzrokuju dehidraciju epitelnih
stanica i njihovo razmicanje, $to moze povecati bioraspolozivost nekih lijekova (Pereswetoff-
Morath, 1998). Optimiranjem bubrenja mikrocestica, mukoadhezije i oslobadanja lijeka iz
polimernog matriksa, produljuje se kontakt lijeka s nosnom sluznicom 1 povecava terapijski
ucinak na mjestu primjene (Jurisi¢ Dukovski 1 sur., 2019).

Hidratacija polimera, odnosno bubrenje, moze se procijeniti koriStenjem Franzove difuzijske
¢elije, a stupanj bubrenja izrazava se kao volumen apsorbirane vode ili SNF-a po miligramu
mikrosfera (Martinac i sur., 2005). Stupanj bubrenja odreden je tijekom 15-minutnog procesa
bubrenja mikrosfera, a dobiveni rezultati prikazani su na Slici 13.

Za prazne mikrosfere i mikrosfere s uklopljenim NDP-om s istim omjerom polimera nema
znaCajne razlike u volumenu prociS¢ene vode ili SNF-a po jedinicnoj masi, odnosno

uklopljeni lijek nije imao znacajan utjecaj na profil bubrenja mikrosfera.

PROCISCENA VODA
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Slika 13. Bubrenje mikrosfera izrazeno kao volumen apsorbirane prociséene vode i SNF-a po
miligramu mikrosfera u 15-minutnom procesu bubrenja. Prikazane su srednje vrijednost + SD
(n=3).
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Moze se primijetiti da uzorci s veéim sadrzajem pektina u odnosu na hipromelozu pokazuju
veéi kapacitet bubrenja u proc¢iséenoj vodi. Nizi¢ i suradnici (2019) opisali su da uvodenje
hipromeloze u matriks pektinskih mikrosfera s uklopljenim melatoninom smanjuje volumen
apsorbirane vode. Do slicnog zapazanja dosli su Mahajan i suradnici (2012) ispitujuci
bubrenje pektinskih mikrosfera s ondansetronom u fosfatnom puferu (pH 6,6), pri ¢emu je
uoceno da je kapacitet bubrenja veé¢i kod mikrosfera s ve¢im sadrzajem pektina u matriksu.
Svi uzorci mikrosfera apsorbirali su znac¢ajno manji volumen SNF-a po jedini¢noj masi u
usporedbi s procis¢éenom vodom. Juri$i¢ Dukovski i suradnici (2019) opisali su umjereno
bubrenje u SNF-u kao posljedicu umrezavanja niskometoksiliranog pektina kakav je koristen
u ovom radu u prisustvu iona kalcija u SNF-u. U literaturi je ve¢ opisan obrnuto
proporcionalni odnos razine umrezenja i bubrenja polimera (Jurisi¢ Dukovski i sur., 2019;
Pereswetoff-Morath, 1998).

Kod mikrosfera za nazalnu primjenu pozeljno je umjereno bubrenje jer se prekomjernim
bubrenjem mogu smanjiti adhezivna svojstva. Takoder, prekomjerno bubrenje moze
uzrokovati oStec¢enje sluznice ili izazvati osje¢aj nelagode nakon primjene terapijskog sustava
u nosnu Supljinu (Jurisi¢ Dukovski i sur, 2019). PaZljivo optimiranje svojstava bubrenja bitan
je korak u razvoju novih formulacija za nazalnu primjenu jer stupanj bubrenja utjecCe na
zadrZavanje lijeka u nosnoj Supljini, oslobadanje lijeka iz polimernog matriksa i apsorpciju

kroz nosnu sluznicu (Nizi¢ i sur., 2019).

4.4. USPJESNOST UKLAPANJA I SADRZAJ LIJEKA U MIKROSFERAMA

Uspjesnost uklapanja lijeka u mikrosfere odredena je spektrofotometrijskim
mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 241 nm, a dobiveni rezultati prikazani su u
Tablici 5. UspjeSnost uklapanja (UU) je masa lijeka uklopljena u mikrocestice izraZzena u
postotku prema teorijskoj masi lijeka. Sadrzaj lijeka (DL) izraZzen je kao maseni udio
uklopljenog lijeka u ispitivanim mikrocesticama.

Metoda susSenja raspr$ivanjem pokazala se prikladnom za uklapanje NDP-a u mikrosfere
temeljene na pektinu i hipromelozi. Postignuto je visoko uklapanje lijeka za sve uzorke
mikrosfera (91,46-112,18%), a sadrzaj lijeka u mikrosferama iznosio je izmedu 1,83 i 2,24%.
S obzirom na to da je u svaku nosnicu moguce dostaviti 10 - 25 mg mikrosfera, izmjereni
sadrzaj lijeka odgovara dozi od oko 200 do 500 pg lijeka, Sto je prikladno za nazalnu

primjenu deksametazona (Martino i sur., 2015; Tiozzo Fasiolo i sur., 2018). Martino i
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suradnici (2015) ispitali su uc¢inkovitost primjene deksametazona u dnevnoj dozi od 800 pg na
lijecenje simptoma kroni¢nog rinosinusitisa s nosnim polipima te dobili obecavajuée rezultate
(Martino i sur., 2015). Juris§i¢ Dukovski i suradnici (2019) za pektinske mikrosfere s
uklopljenim deksametazonom za nazalnu primjenu odredili su sadrzaj lijeka od 3,8 + 0,9%.
Nizi¢ i suradnici (2019) pripravili su mikrosfere temeljene na pektinu i hipromelozi s
uklopljenim melatoninom za nazalnu primjenu s visokom uspjesnosti uklapanja lijeka (96,7 —

103,2%) i sadrzajem uklopljenog lijeka od 24,2 do 33,7%.

Tablica 5. Uspjesnost uklapanja i sadrzaj natrijevog deksametazon fosfata u mikrosferama

PEKTIN/HIPROMELOZA
UZORAK EE (%) DL (%)
(m/m)

DP 1:0 91,72 £ 3,54 1,83 £ 0,07
DPH1 1:1 95,61 +5,31 191+0,11
DPH2 1:2 112,18 + 2,19 2,24 £0,04
DPH3 2:1 91,46 + 0,30 1,83 +£0,01

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

4.5. IN VITRO OSLOBADANJE LIJEKA

Praskasti sustavi za nazalnu primjenu temeljeni na mikrosferama u kontaktu s nosnom
sluznicom bubre i stvaraju gel iz kojeg se lijek oslobada difuzijom. In vitro oslobadanje
natrijeva deksametazon fosfata ispitano je pomoc¢u Franzove difuzijske celije u kojoj donorski
i receptorski odjeljak odjeljuje poliamidna membrana. Lijek difuzijom prelazi iz gela preko
membrane u receptorski medij. Kao receptorski medij koristen je SNF s koncentracijom
kalcija od 5,3 mM termostatiran pri 34 °C. Prisustvo iona kalcija u SNF-u uzrokuje
umreZavanje pektinskih lanaca i omogucuje umjereno bubrenje mikrosfera. Na Slici 14.
prikazana je usporedba in vitro profila oslobadanja NDP-a iz svih uzoraka polimernih

mikrosfera u vremenskom intervalu od 180 min.
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Slika 14. Profili oslobadanja natrijevog deksametazon fosfata iz polimernih mikrosfera
temeljenih na pektinu i hipromelozi u omjeru redom 1:0 (DP; krug), 1:1 (DPH1; kvadrat),
1:2 (DPH2; trokut) i 2:1 (DPH3; romb). Q = kumulativni postotni udio oslobodenog lijeka.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD (n=3).

Utvrdeno je brzo inicijalno oslobadanje lijeka tijekom prvih 60 min (77,0 £ 2,6 — 89,4 £ 5,9
%), nakon cega slijedi sporija faza oslobadanja. Usporedbom razli¢itih uzoraka mikrosfera
nije uoCena znaajna razlika u brzini oslobadanja lijeka. Sli¢ni rezultati prikazani su i u
istrazivanju JuriSi¢ Dukovski 1 suradnika (2019), gdje je ispitan profil oslobadanja
deksametazona iz pektinskih mikrosfera kroz dva sata. Nakon sat vremena, oslobodeno je oko
60% lijeka, Sto je neSto manje nego iz sustava prikazanih u ovom radu. Moguc¢i razlozi tome
su razlika u topljivosti deksametazona i natrijevog deksametazon fosfata u mediju za
oslobadanje (SNF-u), te Ccinjenica da je deksametazon uklopljen u lipidno-alginatne
nanocestice unutar polimernog matriksa mikrosfera.

Ovakav profil oslobadanja odgovara nazalnoj primjeni, S obzirom na to da bi preveliko
usporavanje oslobadanja lijeka moglo rezultirati smanjenim terapijskim u¢inkom (Jurisi¢

Dukovski i suradnici, 2017).
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5. ZAKLJUCCI

Mikrosfere s uklopljenim natrijevim deksametazon fosfatom i masenim omjerom
pektina i hipromeloze od 1:0, 1:1, 1:2 i 2:1 uspjeSno su pripremljene suSenjem
rasprSivanjem otopine natrijeva deksametazon fosfata (0,01%, m/V) i polimera (0,5%,
m/V).

Iskoristenje procesa susenja rasprsivanjem Kretalo se od 46 do 64%.

Srednji promjer dobivenih Cestica varirao je izmedu 3,13 £ 0,46 1 3,82 = 0,32 um. Kod
svih uzoraka mikrosfera prisutna je sli¢na raspodjela velicina Cestica pri ¢emu oko
80% cestica ima promjer manji od 5 pm.

Postignuta je visoka uspjesnost uklapanja lijeka (91,46 - 112,18%), a sadrzaj natrijeva
deksametazon fosfata u pripravljenim mikrosferama iznosio je izmedu 1,83 i 2,24%,
Sto odgovara terapijskoj dozi.

Tijekom procesa bubrenja mikrosfere su apsorbirale znaajno manji volumen SNF-a
po jedini¢noj masi u usporedbi s procis¢enom vodom.

Pri bubrenju mikrosfera u proc¢is¢enoj vodi uoceno je da mikrosfere s ve¢im sadrzajem
pektina u odnosu na hipromelozu pokazuju veci stupanj bubrenja, dok uklopljeni lijek
nije imao znacajan utjecaj na svojstva bubrenja mikrosfera u proc¢is¢enoj vodi i
SNF-u.

Profili oslobadanja lijeka in vitro pokazuju brzo inicijalno oslobadanje lijeka te
usporavanje nakon 60 minuta, §to odgovara nazalnoj primjeni. Nije uocena znacajna

razlika u brzini oslobadanja lijeka ovisno o polimernom sastavu mikrosfera.
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7. SAZETAK / SUMMARY

Nazalna primjena kortikosteroida indicirana je u lije¢enju akutnih i kroni¢nih upalnih
bolesti sluznice nosa. Nedostatak registriranih pripravaka u obliku kapi ili spreja za nos je
kratko zadrzavanje na mjestu primjene. Zbog toga se razvijaju novi terapijski sustavi koji
osiguravaju dulji kontakt s nosnom sluznicom i kontrolirano oslobadanje lijeka, a jedan od
takvih sustava su polimerne mikrosfere s uklopljenim lijekom za nazalnu primjenu.

U ovom diplomskom radu metodom suSenja rasprSivanjem pripremljene su mikrosfere
temeljene na pektinu i hipromelozi s uklopljenim natrijevim deksametazon fosfatom (NDP).
Cilj rada bio je ispitati utjecaj masenog omjera pektina i hipromeloze u polimernom matriksu
na svojstva dobivenih mikrosfera koja su vazna kod nazalne primjene prasSkastih sustava.

Mikrosfere s uklopljenim NDP-om masenog omjera pektina i hipromeloze od 1:0, 1:1, 1:2 i
2:1 uspjes$no su pripremljene suSenjem rasprsivanjem otopine NDP-a koncentracije 0,01%
(m/V) i otopina polimera ukupne koncentracije 0,5% (m/V). Iskori$tenje procesa suSenja
rasprSivanjem kretalo se od 46 do 64%. Dobivene mikrosfere karakterizirane su srednjim
promjerom od 3,13 £+ 0,46 i 3,82 = 0,32 pum. Kod svih uzoraka mikrosfera uocena je sli¢na
raspodjela veli¢ina Cestica pri ¢emu oko 80% ima promjer manji od 5 pum. Sadrzaj NDP-a
iznosio je izmedu 1,83 i 2,24%. U procesu bubrenja uoceno je da mikrosfere s vecim
sadrzajem pektina u odnosu na hipromelozu pokazuju veci stupanj bubrenja u procisc¢enoj
vodi, dok uklopljeni lijek nema zna¢ajan utjecaj na svojstva bubrenja. Svi uzorci mikrosfera
apsorbirali su zna¢ajno manji volumen SNF-a po jedini¢noj masi u usporedbi s pro¢is¢enom
vodom. Utvrdeno je brzo inicijalno oslobadanje lijeka tijekom prvih 60 min (77,0 + 2,6 - 89,4
+ 5,9 %), nakon cega slijedi sporija faza oslobadanja. Nije uocena znacajna razlika u brzini

oslobadanja lijeka izmedu razli¢itih uzoraka mikrosfera.
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Nasal administration of corticosteroids is indicated in the treatment of acute and
chronic inflammatory diseases of nasal mucosa. A disadvantage of registered drugs in the
form of drops or nasal spray is short retention time on the application site. Therefore, new
drug delivery systems with prolonged contact with nasal mucosa and controlled release of the
drug at the site of administration are being developed, such as polymeric drug loaded
microspheres.

In this diploma thesis, sodium dexamethasone phosphate (SDP) loaded microspheres based on
pectin and hypromellose for nasal administration were prepared by spray-drying method. The
aim of this study was to investigate the influence of pectin to hypromellose weight ratio in the
polymeric matrix on the obtained microspheres' properties which are important for nasal
powder systems.

SDP loaded microspheres with pectin to hypromellose weight ratio of 1:0, 1:1, 1:2 and 2:1
were successfully prepared by spray-drying of SDP solution at concentration of 0.01% (w/v)
and polymer(s) solution at total concentration of 0.5% (w/v). Process yield ranged between 46
and 64%. Obtained microspheres are characterized by mean diameter from 3.13 + 0.46 to 3.82
+ 0.32 um. A similar particle sizes distribution is observed in all microspheres samples with
about 80% of particles having diameter smaller than 5 um. Microspheres were characterized
by drug loading from 1.83 to 2.24%. In the swelling process, microspheres with higher pectin
content in comparison to hypromellose showed a higher swelling degree, while the
incorporated drug had no significant effect on the swelling properties. All microsphere
samples absorbed significantly less SNF volume per mass unit in comparison to the purified
water. Rapid initial drug release during the first 60 min (77.0 £ 2.6 - 89.4 + 5.9%) was
observed, followed by a slower release phase. No significant difference was observed in the in

vitro release rate between different microsphere samples.

39



Temeljna dokumentacijska kartica
Sveuciliste u Zagrebu Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet
Studij: Farmacija
Zavod za farmaceutsku tehnologiju
Domagojeva 2, 10000 Zagreb, Hrvatska

MIKROSFERE TEMELJENE NA PEKTINU | HIPROMELOZI ZA NAZALNU
PRIMJENU NATRIJEVOG DEKSAMETAZON FOSFATA

Matea Pacarié

SAZETAK

Nazalna primjena kortikosteroida indicirana je u lijeCenju akutnih i kroni¢nih upalnih bolesti sluznice nosa.
Nedostatak registriranih pripravaka u obliku kapi ili spreja za nos je kratko zadrzavanje na mjestu primjene. Zbog toga
se razvijaju novi terapijski sustavi koji osiguravaju dulji kontakt s nosnom sluznicom i kontrolirano oslobadanje lijeka,
a jedan od takvih sustava su polimerne mikrosfere s uklopljenim lijekom za nazalnu primjenu. U ovom diplomskom
radu metodom susenja rasprSivanjem pripremljene su mikrosfere temeljene na pektinu i hipromelozi s uklopljenim
natrijevim deksametazon fosfatom (NDP). Cilj rada bio je ispitati utjecaj masenog omjera pektina i hipromeloze u
polimernom matriksu na svojstva dobivenih mikrosfera koja su vazna kod nazalne primjene praskastih sustava.
Mikrosfere s uklopljenim NDP-om masenog omjera pektina i hipromeloze od 1:0, 1:1, 1:2 i 2:1 uspje$no su
pripremljene suSenjem rasprSivanjem otopine NDP-a koncentracije 0,01% (m/V) i otopina polimera ukupne
koncentracije 0,5% (m/V). IskoriStenje procesa suSenja raspriivanjem kretalo se od 46 do 64%. Dobivene mikrosfere
karakterizirane su srednjim promjerom od 3,13 + 0,46 1 3,82 £ 0,32 um. Kod svih uzoraka mikrosfera uocena je sli¢na
raspodjela velicina Cestica pri cemu oko 80% ima promjer manji od 5 um. Sadrzaj NDP-a iznosio je izmedu 1,83 i
2,24%. U procesu bubrenja uoceno je da mikrosfere s ve¢im sadrzajem pektina u odnosu na hipromelozu pokazuju
vedi stupanj bubrenja u pro¢is¢enoj vodi, dok uklopljeni lijek nema znac¢ajan utjecaj na svojstva bubrenja. Svi uzorci
mikrosfera apsorbirali su znacajno manji volumen SNF-a po jedini¢noj masi u usporedbi s proc¢is¢enom vodom.
Utvrdeno je brzo inicijalno oslobadanje lijeka tijekom prvih 60 min (77,0 £ 2,6 - 89,4 + 5,9 %), nakon cega slijedi
sporija faza oslobadanja. Nije uoCena znacajna razlika u brzini oslobadanja lijeka izmedu razli¢itih uzoraka
mikrosfera.

Rad je pohranjen u Sredi$njoj knjiznici Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Rad sadrzi: 39 stranica, 14 grafickih prikaza, 5 tablica i 64 literaturna navoda. Izvornik je na hrvatskom jeziku.

Kljucne rijeci: Natrijev deksametazon fosfat; Pektin; Hipromeloza; SuSenje rasprSivanjem; Mikrosfere; Nazalna
primjena

Mentor: Dr. sc. Anita Hafner, izvanredna profesorica Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.

Ocjenjivaci: Dr. sc. Anita Hafner, izvanredna profesorica Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.
Dr. sc. Mario Jug, izvanredni profesor Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.

Dr. sc. Dubravka Vitali Cepo, izvanredna profesorica Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta.

Rad prihvacen: veljaca 2020.



Basic documentation card
University of Zagreb Diploma thesis
Faculty of Pharmacy and Biochemistry
Study: Pharmacy
Department of Pharmaceutical Technology
Domagojeva 2, 10000 Zagreb, Croatia

PECTIN AND HYPROMELLOSE BASED MICROSPHERES FOR NASAL DELIVERY
OF DEXAMETHASONE SODIUM PHOSPHATE

Matea Pacari¢

SUMMARY

Nasal administration of corticosteroids is indicated in the treatment of acute and chronic inflammatory diseases of
nasal mucosa. A disadvantage of registered drugs in the form of drops or nasal spray is short retention time on the
application site. Therefore, new drug delivery systems with prolonged contact with nasal mucosa and controlled
release of the drug at the site of administration are being developed, such as polymeric drug loaded microspheres.

In this diploma thesis, sodium dexamethasone phosphate (SDP) loaded microspheres based on pectin and
hypromellose for nasal administration were prepared by spray-drying method. The aim of this study was to investigate
the influence of pectin to hypromellose weight ratio in the polymeric matrix on the obtained microspheres' properties
which are important for nasal powder systems. SDP loaded microspheres with pectin to hypromellose weight ratio of
1.0, 1:1, 1:2 and 2:1 were successfully prepared by spray-drying of SDP solution at concentration of 0.01% (w/v) and
polymer(s) solution at total concentration of 0.5% (w/v). Process yield ranged between 46 and 64%. Obtained
microspheres are characterized by mean diameter from 3.13 + 0.46 to 3.82 £ 0.32 um. A similar particle sizes
distribution is observed in all microspheres samples with about 80% of particles having a diameter smaller than 5 pum.
Microspheres were characterized by drug loading from 1.83 to 2.24%. In the swelling process, microspheres with
higher pectin content in comparison to hypromellose showed a higher swelling degree, while the incorporated drug
had no significant effect on the swelling properties. All microsphere samples absorbed significantly less SNF volume
per mass unit in comparison to the purified water. Rapid initial drug release during the first 60 min (77.0 £ 2.6 - 89.4 +
5.9%) was observed, followed by a slower release phase. No significant difference was observed in the in vitro release
rate between different microsphere samples.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry.

Thesis includes: 39 pages, 14 figures, 5 tables and 64 references. Original is in Croatian language.

Keywords: Sodium dexamethasone phosphate; Pectin; Hypromellose; Spray drying; Microspheres; Nasal
delivery

Mentor: Anita Hafner, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

Reviewers: Anita Hafner, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Mario Jug, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Dubravka Vitali Cepo, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry

The thesis was accepted: February 2020.



