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1. UVOD

1.1. NAZALNA PRIMJENA KORTIKOSTEROIDA

Nazalna primjena predstavlja neinvazivni i u¢inkovit nacin lokalne i sistemske dostave
lijeka te je predmet brojnih suvremenih istrazivanja. Posebno se istrazuju moguc¢nosti primjene
cjepiva putem nazalne sluznice te dostave nazalno primijenjenog lijeka izravno u sredisnji
ziv€ani sustav. Trenutno najrasireniji oblik nazalne primjene ukljucuje lokalnu dostavu lijekova
antihistaminici 1 kortikosteroidi. Lokalna primjena navedenih lijekova osigurava terapijski
ucinak pri relativno maloj dozi te umanjuje mogucénost razvoja nuspojava u odnosu na

sistemsku primjenu (Bitter i sur., 2011).

Nazalni kortikosteroidi indicirani su u lijeCenju alergijskog i nealergijskog rinitisa te
akutnog rinosinusitisa, prevenciji akutnog rekurentnog rinosinusitisa i kroni¢nog rinosinusitisa
sa ili bez polipa te postoperativnom lije¢enju kroni¢nog rinosinusitisa sa ili bez polipa (Tablica
1.). Postoperativno lijeCenje nazalnim kortikosteroidima smanjuje potrebu za oralnom

primjenom istih i smanjuje ponovni rast nosnih polipa (Cox, 2020; Mullol i sur., 2009).

Tablica 1. Kortikosteroidi za nazalnu primjenu odobreni u Republici Hrvatskoj i EU (preuzeto

sa www.halmed.hr)

NAZIV LIJEKA DJELATNA FARMACEUTSKI TERAPIJSKE
TVAR/DOZA OBLIK INDIKACIJE
Tafen nasal budezonid / 50 pg | sprej za nos, sprjecavanje i lijeCenje
suspenzija sezonskog i cjelogodiSnjeg

alergijskog rinitisa,
nealergijskog rinitisa te

nosnih polipa

Rinoco flutikazonpropionat | sprej za nos, profilaksa i lijeenje
/50 pg suspenzija sezonskog i cjelogodiSnjeg

alergijskog rinitisa




Dymista azelastin sprej za nos, ublazavanje simptoma
hidroklorid / 137 | suspenzija umjerenog do teskog
ug sezonskog i cjelogodiSnjeg
Synaze | Felle T
flutikazonpropionat A RS
/50 ng
Flixonase flutikazonpropionat | kapi za nos, profilaksa i lijeenje
/ 50 pg suspenzija sezonskog i cjelogodisSnjeg
lereiiskoe riniti
sprej za nos, alergijskog rinitisa
suspenzija
Momanose mometazonfuroat / | sprej za nos, lijecenje simptoma
50 ug suspenzija sezonskog alergijskog
rinitisa
Bloctimo mometazonfuroat / | sprej za nos, lijecenje simptoma
50 ug suspenzija sezonskog ili cjelogodi$njeg
alergijskog rinitisa u osoba
Mometazonfuroat starijih od 3 god.
Cipla
lijecenje nosnih polipa u
osoba starijih od 18 god.
Nasonex
Avamys flutikazon furoat / | sprej za nos, lijecenje simptoma

27,5 ug

suspenzija

alergijskog rinitisa kod

osoba starijih od 6 godina

1.1.1. Mehanizam djelovanja kortikosteroida

Mehanizam djelovanja kortikosteroida moze se opisati kao smanjenje transkripcije gena

za proupalne medijatore i povecanje transkripcije gena za protuupalne medijatore (Slika 1.).

Nadalje, kortikosteroidi smanjuju infiltraciju razli€itih proupalnih stanica, uklju¢uju¢i T

limfocite, eozinofile, bazofile, mastocite i dendriticke stanice, u diSne putove te smanjuju

izlu¢ivanje sluzi iz submukoznih Zljezdanih stanica (Mullol i sur., 2009; Zitt i sur., 2007). U
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ljudi su dosad identificirane dvije izoforme glukokortikoidnog receptora (GR), a to su GRa i
GRp. GRa je dominantan i on je taj koji reagira na vezanje kortikosteroida. Nalazi se u vecini
tkiva 1 stanica covjeka u razli¢itim koli¢inama. U svom inaktivnom stanju, GR se nalazi u
citosolu kao kompleks s dva HSP (engl. heat-shock protein) 90 proteina Saperona.
Kortikosteroidni ligand (hormon ili lijek) prolazi stanicnu membranu pasivhom difuzijom i
njegovim vezanjem za GR dolazi do fosforilacije, promjene konformacije i odvajanja GR-a iz
proteinskog kompleksa. Homodimer GR-ligand odlazi u jezgru gdje se veze za DNA (engl.
deoxyribonucleic acid) na promotorske regije gena koje reagiraju na kortikosteroide, tj. GRE
(engl. glucocorticoid response elements). Homodimer moze djelovati i direktnom inhibicijom
transkripcijskih faktora kao Sto su aktivator proteina 1 (engl. activator protein 1, AP-1) i
nuklearni faktor kapa B (engl. nuclear factor kappa B, NF-kB) koji svojim djelovanjem
povecavaju transkripciju proupalnih proteina kao Sto su ciklooksigenaza-2 (COX-2) i tumorski
faktor nekroze-o (TNF-a) (Mullol 1 sur., 2009; Pujols i sur., 2001). Takav nacin inhibicije
genske transkripcije bez vezanja dimera za DNA naziva se neizravna transrepresija i to je
ujedno najvazniji put dobivanja protuupalnih ucinaka. Osim genomskih mehanizama,
kortikosteroidi imaju i negenomske ucinke koji su vidljivi nakon samo nekoliko sekundi ili
minuta. Brzi ucinci se dogadaju preko GR-a smjesStenog u stanicnoj membrani, a rjede u
citoplazmi. Usto, negenomski ucinci mogu se posti¢i i bez posredovanja receptora. Tako
glukokortikoid aktivira sekundarne glasnike, ukljuc¢ujuéi kalcijeve ione, inozitol trifosfat (IP3),
diacilglicerol (DAG) te cAMP (ciklicki adenozin monofosfat) i cGMP (ciklicki gvanozin
monofosfat). Povecana aktivacija sekundarnih glasnika potice rad kinaza ovisnih o njima S§to
dovodi do promjene stani¢nih procesa. Uz to, negenomski uc¢inak ocituje se u regulaciji
membranskih ionskih kanala i T stani¢nih receptora (TCR) te u promjeni signalizacije G

proteinom (Grzanka i sur., 2010).
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Slika 1. Mehanizam djelovanja kortikosteroida; kratice: GR (glukokortikoidni receptor), hsp
(protein toplinskog Soka, engl. heat shock protein), GRE (elementi koji odgovaraju na
glukokortikoide, engl. glucocorticoid response elements), nGRE (elementi na koje
glukokortikoidi djeluju negativno, engl. negative glucocorticoid response elements), TF-RE
(elementi koji odgovaraju na aktivaciju transkipcijskih faktora, engl. transcription factor
responsive elements), IL (interleukin), COX (ciklooksigenaza), TNF (faktor nekroze tumora,

engl. tumor necrosis factor) (preuzeto i prilagodeno prema Mullol, 2009)

1.1.2. Sigurnost nazalne primjene kortikosteroida

Kortikosteroidi koji se danas uglavnom koriste (Tablica 1.) izrazito su lipofilni/tesko
topljivi u vodi, pa je samim time i sistemska apsorpcija vrlo mala (Campbell, 2018). S
povecanjem lipofilnosti povecava se koli¢ina lijeka koja ostaje na mjestu primjene, kao i afinitet
kortikosteroida prema receptoru te postotak lijeka vezanog za proteine plazme $to pridonosi
manjem dijelu slobodnog lijeka koji moze djelovati sistemski. Dok je za novije kortikosteroide
(mometazon 1 flutikazon) sistemska bioraspolozivost manja od 1%, za stariju generaciju
(budezonid i triamcinolon) moze dose¢i i do 50%, Sto ujedno povecava i rizik od sistemskih
nuspojava kortikosteroida (Mullol i sur., 2009; Zitt 1 sur., 2007). Unato¢ tome §to velika

koliCina lijeka ostaje na mjestu primjene, uvijek jedan dio mukocilijarnim ¢is¢enjem dode do



probavnog sustava gdje se apsorbira u sistemsku cirkulaciju i inaktivira prvim prolazom kroz
jetru (Allen, 2000). Nakon dugotrajne nazalne primjene kortikosteroida nije zamijeceno lokalno
oSte¢enje nosne sluznice, osim u iznimnim sluc¢ajevima u kojima je nastupila perforacija
septuma. Perforacija septuma i devaskularizacija takoder mogu biti posljedica operacije
septuma, ozljede ili konzumacije kokaina (Bensch, 2016). Nadalje, uobi¢ajeni rezim doziranja
lijeka je jednom dnevno, a u toj dozi nije dokazan klini¢ki znacajan poremecaj osi hipotalamus-
hipofiza-nadbubrezna Zlijezda, kao ni usporavanje rasta djece. Budu¢i da se u djece konstantno
mijenjaju faktori koji utjecu na rast, tesko je procijeniti koliki tocno utjecaj na rast ima primjena
kortikosteroida (Zitt i sur., 2007; Allen, 2000; Cave 1 sur., 1999). Nizom studija istrazivan je
ucinak nazalnih kortikosteroida na bolesti oka, kao $to su glaukom i katarakta te ni u jednoj
povisen rizik od tih bolesti nije doveden u vezu s nazalnom uporabom lijeka (Valenzuela i sur.,

2018; Bensch, 2016; Garbe i sur., 1997; Opatowsky 1 sur., 1995).

1.1.3. Farmaceutski prasci za nazalnu primjenu Kortikosteroida

Otopine i1 suspenzije najces¢i su farmaceutski oblici za nazalnu primjenu, a njihov glavni
nedostatak je kratko zadrzavanje na nosnoj sluznici uslijed curenja i mukocilijarnog klirensa
(Filipovi¢-Grei¢ 1 Hafner, 2008). U usporedbi s konvencionalnim otopinama i suspenzijama,
tekuci in situ geliraju¢i sustavi osiguravaju dulje vrijeme zadrzavanja na mjestu primjene,
zahvaljuju¢i nastajanju hidrogela u kontaktu s nosnom sluznicom, a uslijed povecéanja
temperature, promjene pH ili ionskog umrezavanja (Jurisi¢ Dukovski i sur., 2019). Polimerni
praSkasti sustavi predstavljaju joS jedan farmaceutski oblik sa sposobnoscu geliranja na mjestu
primjene, jer bubre u kontaktu s nosnim fluidom stvaraju¢i hidrogel. Usto, praskasti sustavi
odlikuju se ve¢om stabilnos¢u i manjom potrebom za koristenjem konzervansa u odnosu na
tekuce oblike za nazalnu primjenu. U svrhu priprave mukoadhezivnih praSaka koriste se
razli¢iti mukoadhezivni polimeri poput: natrijevog alginata, hipromeloze, kitozana,

hidroksipropilceluloze i pektina (Chaturvedi i sur., 2011; Filipovi¢-Gréi¢ 1 Hafner, 2008).

Unato¢ prednostima praskastih sustava, oni i dalje nisu Siroko primjenjivani. U Europi
je jedini registrirani kortikosteroid u obliku praska Rhinocort® Turbuhaler® (budezonid,
AstraZeneca, London, UK), indiciran za lijeCenje rinitisa i nazalnih polipa. U tom pripravku
prisutan je samo mikronizirani budezonid bez dodatnih pomo¢nih tvari. U Japanu su registrirani

praskasti pripravci Teijin Rhinocort® (beklometazon dipropionat, Teijin, Tokio, Japan) i



Erizas® (deksametazon cipecilat, Nippon Shnyaku, Kyoto, Japan; Tiozzo Fasiolo i sur., 2018)

za nazalnu primjenu kortikosteroida.

Suvremena istrazivanja u podruc¢ju nazalne primjene lijekova dijelom su usmjerena na
razvoj praSkastih terapijskih sustava kortikosteroida (JuriSi¢ Dukovski i sur., 2019; Pozzoli i
sur., 2017; Kim 1 sur., 2014). Pozzoli i suradnici (2017) su procesom susenja rasprSivanjem
pripravili ¢vrstu disperziju budezonida 1 polimera Soluplus® (polivinil kaprolaktam — polivinil
acetat — polietilen glikol kopolimer), s ciljem poboljsanja topljivosti lijeka. Istom djelatnom
tvari bavili su se 1 Kim 1 suradnici (2014) koji su budezonid uklopili u mikrocestice
hidroksipropil-p-ciklodekstrina pripravljene liofilizacijom. Navedene mikrocestice takoder su
poboljsale topljivost budezonida. Jurisi¢ Dukovski i1 suradnici (2019) pripravili su metodom
suSenja rasprSivanjem pektinske mikrosfere s uklopljenim lipidno-alginatnim nanocesticama s
deksametazonom, kao i konvencionalne pektinske mikrosfere s deksametazonom. Mikrosfere
s uklopljenim lipidno-alginatnim nanocesticama s deksametazonom rezultirale su duljim
zadrZavanjem na mjestu primjene u odnosu na konvencionalne mikrosfere osiguravajuci dulje

djelovanje lijeka, a time 1 manji broj doziranja te bolje prihvacanje od strane pacijenata.

1.2. SUSENJE RASPRSIVANJEM KAO METODA PRIPRAVE NAZALNIH
PRASAKA

SuSenje rasprSivanjem je Siroko koriStena metoda priprave praska iz tekuc¢eg uzorka. U
pocetku se najvise koristila za pripravu mlijeka u prahu, dok se danas sve vise koristi i u
farmaceutskoj, kemijskoj, medicinskoj, biotehnoloSkoj industriji te u industriji polimera

(Santos 1 sur., 2017).

PraSkasti produkt pripravljen susenjem rasprSivanjem boljeg je profila stabilnosti u
odnosu na tekuce oblike, a istodobno je i1 jednostavniji za rukovanje i skladiStenje (Li 1 sur.,
2010). Usto, prilagodbom parametara suSenja rasprsivanjem, moguce je pripraviti praskasti
produkt zeljene veliine Cestica (Paudel i sur., 2013). O samom procesu susenja, osim
morfologije Cestica, ovisi i vlaznost produkta, poroznost te ponasanje u teku¢em mediju (Diez
1 sur., 2018). Nadalje, suSenje rasprSivanjem metoda je kojom se mogu poboljSati svojstva
teCenja 1 disperzibilnost praSaka, te prilagoditi aerodinamicka svojstva bitna pri nazalnoj i

pulmonalnoj primjeni praSaka (Vehring i sur., 2007).



Proces susSenja rasprSivanjem moze se podijeliti u Cetiri faze, a to su: atomizacija
tekucine, kontakt rasprSenih kapljica s plinom za suSenje, isparavanje otapala i odvajanje
osusenog praskastog produkta od plina (Paudel i sur., 2013). Atomizacijom se tekucina
rasprSuje u sitne kapljice ¢ime se povecava ukupna povrsina koja je u kontaktu s medijem za
suSenje pa se postize brzi prijenos topline od medija za susenje do kapljica tekucine. To sve
rezultira brzim isparavanjem otapala i generiranjem suhih Cestica Zeljenih svojstava. Te Cestice
uslijed isparavanja otapala nikada ne postizu temperaturu jednaku ulaznoj temperaturi medija
za suSenje (Cal 1 Sollohub, 2010), i upravo je to razlog zasto se i termolabilne tvari mogu susiti

navedenom metodom (Paudel i sur., 2013).

Shema uredaja za suSenje rasprSivanjem prikazana je na Slici 2. Proces zapocCinje
dovodenjem uzorka (otopine/suspenzije/emulzije) do sapnice peristaltickom pumpom. Sapnica
moze biti multifluidna, hidrauli¢na, pneumatska i ultrazvucna, dok se za farmaceutske
pripravke najcesc¢e koristi bifluidna. Sapnica rasprSuje uzorak pri ulasku u komoru za susenje
gdje rasprsene kapljice dolaze u kontakt s medijem za susenje. Medij za susSenje uglavnom je
vruéi zrak, a moze biti 1 dusik, argon 1 ugljikov dioksid. Budu¢i da razli¢iti plinovi daju razlicite
produkte atomizacije, svojstva plina (npr. gustoca 1 specificni toplinski kapacitet) bitna su za
taj proces. Atomizirane ¢estice mogu se razlikovati u veli¢ini, brzini i morfologiji, zbog Cega je
bitno izabrati odgovarajuci plin s obzirom na zeljena svojstva produkta. Vrijeme zadrzavanja
kapljica/Cestica u komori za susenje moze varirati ovisno o uvjetima susenja, a uglavnom se
radi o milisekundama. U komori za suSenje odvija se prijenos energije i mase na povrsini
kapljice te se na kraju, pomocu ciklona, suhe ¢estice odvajaju od medija za suSenje i odlaze u

posudu za skupljanje produkta (Singh i Van den Mooter, 2015).
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Slika 2. Prikaz uredaja za susSenje rasprSivanjem (A — uzorak, B — sapnica, C — medij za susSenje
(plin), D — komora za susenje, E — ciklon, F — posuda za skupljanje produkta, G —ispusni ventil)

(prilagodeno prema Sosnik 1 Seremeta, 2015)

1.3. SADRZAJ VLAGE U SUHOM PRODUKTU

1.3.1. Metode odredivanja sadrzaja vlage

Voda prisutna u farmaceutskom obliku pridonosi fizi¢koj i kemijskoj nestabilnosti
lijeka, razvoju mikroorganizama i skracenju roka trajanja proizvoda. Iz tih razloga razvijen je
niz metoda kojima se moze izmjeriti vlaznost produkta, odnosno koli¢ina vode u obliku
(Armstrong i sur., 2013).
= Gubitak suSenjem prikazuje se kao postotak, a dobiva se dijeljenjem mase produkta nakon
1 prije suSenja. SuSenje se provodi u suSioniku, pecnici ili vakuumu pri povisenoj
temperaturi kroz odredeno vrijeme ili do konstantne mase uzorka. Postupak je primjeren za
oblike koji sadrze tvari koje se nece razgraditi ili rastaliti pri temperaturi suSenja.
Nedostatak ove metode je Cinjenica da gubitak mase ne oznaava samo masu vode vec i
ostalih lako hlapljivih tvari (Armstrong i sur., 2013).

= Termogravimetrijska analiza (TGA) je metoda u kojoj se mjeri masa produkta u ovisnosti
o temperaturi i vremenu dok se uzorak nalazi u kontroliranim atmosferskim i temperaturnim
uvjetima. Masa uzorka se s viemenom moze povecavati ili smanjivati. Tom metodom mogu
se odrediti sadrzaj vlage u uzorku, gubitak otapala 1 plastifikatora, oksidacija,

dekarboksilacija, piroliza, razgradnja uzorka i udio pepela (www.perkinelmer.com).



Karl-Fischerova titracija (KFT) najraSirenija je i najviSe koriStena metoda odredivanja vode
u produktu. Temelji se na modificiranoj Bunsenovoj reakciji koja se koristi za odredivanje
sumporovog dioksida u vodenim otopinama. Karl-Fischerova reakcija specificna je
kvantitativna reakcija vode s anhidricnim otopinama sumporovog dioksida i joda u
prisutnosti pufera koji stupa u reakciju sa vodikovim ionima. Prisutnost piridina kao pufera
osigurava neutralizaciju oslobodenih protona te provodenje reakcije de kraja. Jednadzba
Karl Fischerove reakcije glasi:
2H20 + (Py)2 - SO2 + I + 2Py —(Py)2 -H2SO4 + 2Py - HI

Navedena jednadzba zahtijeva omjer vode 1 joda 2:1.

U praksi se najcesc¢e koriste volumetrijska 1 kulometrijska metoda. Volumetrijska metoda
je prikladna za odredivanje veceg udjela vode, od 0,001 do 100%. Za razliku od
volumetrijske, kulometrijska metoda moze odrediti od 0,0001 do 5% vode u uzorku. Dok
se volumetrijskom metodom mogu analizirati tekuci, C¢vrsti 1 polucvrsti uzorci,
kulometrijska metoda prikladna je za analizu samo teku¢ih i plinovitih uzoraka. Nadalje, za
volumetrijsku metodu potrebno je od 15 do 0,02 g uzorka, dok je za kulometrijsku potrebno
od 10 do 0,05 g. Takoder, kulometrijska metoda je preciznija buduci da se ne dodaje titrant,
dok se kod volumetrijske metode treba redovito provjeravati koli¢ina dodanog titranta.
Postoje razli¢ite metode detekcije zavrsne tocke titracije. Jedna od njih ukljucuje promjenu
boje u zutu do smedu uslijed suviska joda u otopini. Budu¢i da je teSko precizno odrediti
promjenu boje, ¢eS¢e se koriste elektrokemijske, biamperometrijske i bivoltametrijske
metode. U njima se koriste dvije polarizirane platinaste elektrode na kojima se istovremeno
odvijaju reakcije oksidacije jodida i redukcije joda (Armstrong i sur., 2013). Nedostaci KFT
metode ukljucuju koristenje toksi¢nih otopina te dugo trajanje postupka (Zhou i sur., 1998).
Plinska kromatografija prikladna je za odredivanje vode u lijekovima koji su dostupni u
ogranicenoj koli¢ini. Dok se za KFT treba upotrijebiti 0,5 — 15 g uzorka, za plinsku
kromatografiju je dovoljno puno manje uzorka (1 pl). Prvotno je za odredivanje vode
plinskom kromatografijom koristena kolona temeljena na molekulskom situ, a za izravnu
detekciju koristen je detektor toplinske vodljivosti, s obzirom da se u prisustvu vode mijenja
toplinska vodljivost struje plina. Osim izravne detekcije, takoder se koristi 1 neizravna
detekcija pomocu plamenoionizacijskog detektora. Odredivanje vode plinskom
kromatografijom konstantno je unapredivano, primjerice, osiguranjem prolaska analita kroz
kalcij karbid, koriStenjem metanola kao unutarnjeg standarda i poliaromatskih kuglica kao
kolone, upotrebom poroznih polimera, kao i kolona ispunjenih Teflonskim prahom

impregniranim 5% Carbowaxom 20-M te kapilarnom plinskom kromatografijom sa
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helijskim ionizacijskim detektorom. Cilj je bio dobiti §to toCnije rezultate uz $to manju
potro$nju uzorka. Svaki od navedenih nacina unapredenja ima svoje prednosti, ali i
nedostatke, poput previsoke granice detekcije, potrebe za velikom koli¢inom uzorka, slabe
razluCivosti 1 tome sli¢no. Stacionarna faza koja se pokazala najpreciznijom i najtoc¢nijom
je bazirana na ionskoj tekucini. Takve stacionarne faze imaju visoku termalnu stabilnost 1
stabilnost prema vodi i kisiku te su promjenjive polarnosti. Nadalje, pri koriStenju takve
stacionarne faze, granica detekcije (~ 2,0 ng) znatno je niza u odnosu na granicu detekcije
pri kulometrijskoj KFT (10 pg) (Armstrong i sur., 2013).

= Bliska infracrvena spektroskopija (engl. near-infrared spectroscopy, NIRS) je brza,
nedestruktivna 1 neinvazivna metoda odredivanja sadrzaja vode u uzorku, ali se za
kvantitativnu analizu ne moze koristiti kao jedina metoda, vec je potrebno provesti jos jednu
od spomenutih metoda kao referentnu u svrhu kalibracije. NIRS ima nisku osjetljivost zbog
cega je granica detekcije 0,1% (m/m). Od najveceg su znacaja pikovi pri valnim duljinama
760, 970, 1190, 1450 1 1940 nm, gdje O-H veze pokazuju svoje maksimume (Armstrong i
sur., 2013; Reich, 2005).

1.3.2. Utjecaj sadrzaja vlage na stabilnost

Vlaga u farmaceutskom obliku moze rezultirati nezadovoljavaju¢om stabilnos$¢u i
kvalitetom farmaceutskog proizvoda. Vlaznost se moze povecati tijekom skladiStenja
farmaceutskog proizvoda ili nakon odredenih proizvodnih postupaka, kao npr. vlazne
granulacije, liofilizacije ili suSenja rasprSivanjem. Takva vlaznost naziva se ostatnom vlagom.
Vlaga u farmaceutskom obliku moze ubrzati razgradnju djelatne i pomo¢nih tvari, djelujuéi kao
reaktant ili pove¢anjem mobilnosti molekula plastifikacijom ili snizenjem temperature staklista.
Temperatura stakliSta (7,) je temperatura ispod koje je pokretljivost molekula manja pri ¢emu
su fizikalna svojstva tvari sli¢na staklu, a iznad koje su svojstva tvari, zbog vece pokretljivosti
molekula, slicna gumi (Ebnesajjad, 2016). Prisutnost vlage takoder dovodi do promjene
polarnosti sustava, Sto moze, ovisno o sastavu, ubrzati ili pak usporiti brzinu razgradnje
sastavnica farmaceutskog oblika. Budu¢i da amorfni oblik djelatne tvari osigurava vecu
topljivost, brzinu otapanja i bioraspolozivost u odnosu na kristalni oblik djelatne tvari (Ohtake
1 Shalaev, 2013), pripravljaju se ¢vrste disperzije djelatne tvari i hidrofilnih polimera, s ciljem
sprjecavanja kristalizacije djelatne tvari. Polimeri u sastavu ¢vrstih disperzija povecavaju udio

vode u sustavu, Sto posljedicno ipak moze dovesti do povecanja mobilnosti molekula i
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jer voda snizava aktivacijsku energiju reakcije deprotonacije. Iz tog razloga oni se proizvode u

obliku praska, najces¢e postupkom liofilizacije (Ohtake i sur., 2018).

1.3.3. Utjecaj procesnih i formulacijskih parametara pri suSenju rasprSivanjem na

sadrzaj vlage u suhom produktu

Sadrzaj vlage u praSkastom produktu procesa suSenja rasprSivanjem ovisi o viSe
procesnih 1 formulacijskih parametara. Kapacitet rada aspiratora odreduje protok plina za
susenje kroz komoru za susSenje, a samim time i vrijeme zadrzavanja kapljice u komori za
suSenje te vlaznost produkta. Sadrzaj vlage u produktu mijenja se ovisno o tome je li strujanje
plina za susenje turbulentno ili laminarno (Singh i Van den Mooter, 2015). Prema istrazivanju
kojeg su proveli Focaroli i suradnici najve¢i utjecaj na koli¢inu ostatne vlage imaju dotok
uzorka i ulazna temperatura plina za susenje. PoviSenje ulazne temperature ili smanjenje dotoka
uzorka rezultirali su smanjenjem ostatne vlage, dok je povecanje brzine dotoka rezultiralo
povecanjem ostatne vlage (Focaroli i sur., 2019). U istrazivanju kojeg su proveli Rattes i
Oliveira (2007), najve¢i utjecaj na sadrzaj vlage u produktu susenja rasprSivanjem imala je
upravo ulazna temperatura plina za suSenje (Rattes 1 Oliveira, 2007). Naime, §to je ulazna
temperatura plina za suSenje veca, isparavanje otapala je ucinkovitije, a postotak ostatne vlage
u suhom produktu manji (Focaroli i sur., 2019). Posljedi¢no, praskasti produkt dobiven pri
vecoj ulaznoj temperaturi plina za susenje bio je karakteriziran ve¢om temperaturom staklista,
dok je praskasti produkt dobiven pri manjoj ulaznoj temperaturi plina za suSenje bio
karakteriziran manjom temperaturom staklista, sukladno vecoj koli€ini ostatne vlage (Singh i
Van den Mooter, 2015). Usto, povecanje suhoce produkta povezano je i s pove¢anjem njegove
higroskopnosti (Tonon i sur., 2011). Ulazna temperatura plina za susSenje treba biti dovoljno
visoka da bi se kapljice osusile prije nego Sto dodu u kontakt sa stjenkama komore za susenje,
ali takoder ne smije biti viSa od temperature termalne razgradnje sastavnica raspr$ivanog
tekuceg sustava. Ukoliko vrijednost izlazne temperature plina za susenje premasi vrijednost
temperature stakliSta pri odredenom sastavu otapala, moguce je ocekivati manje iskoriStenje

zbog prianjanja produkta na stjenke komore (Singh 1 Van den Mooter, 2015).

Sadrzaj vlage u suhom produktu uvelike ovisi 1 o sastavu rasprSivanog tekuceg sustava,
ukljucujuci ukupni sadrzaj otopljene suhe tvari i sadrzaj higroskopnih tvari poput polimera sa

svojstvom vezanja/zadrzavanja vode (Nizi¢ 1 sur., 2018). Primjerice, ugljikohidrati vezu vodu
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stvaranjem vodikovih veza izmedu vodikovog atoma iz molekule vode i hidroksilnih skupina

ugljikohidrata. Opisana sposobnost razlicitih ugljikohidrata ovisna je upravo o broju

raspolozivih hidroksilnih skupina (Tonon i sur., 2011).

1.4. OSLOBADANJE LIJEKA IZ FARMACEUTSKOG OBLIKA

1.4.1.

Klasifikacija farmaceutskih oblika prema profilu oslobadanja

Farmaceutski oblici se prema profilu oslobadanja lijeka dijele na (Europska agencija za

lijekove, 2014):

oblike trenutnog oslobadanja — oslobadanje lijeka zapo€inje odmah nakon primjene, pri
cemu se >85% lijeka oslobodi unutar <30 minuta (oblici vrlo brzog oslobadanja) ili se
75% lijeka oslobodi unutar 45 minuta (oblici brzog oslobadanja)

oblike odgodenog uc¢inka — oblici kod kojih je oslobadanje lijeka sli¢no kao kod oblika
trenutnog oslobadanja, ali se dogada s odgodom u odnosu na vrijeme uzimanja lijeka.
Takvi oblici prikladni su za lijekove osjetljive na ZeluCanu kiselinu, lijekove koji
izazivaju nezeljene ucinke na sluznicu Zeludca ili lijekove namijenjene djelovanju u
odredenom dijelu probavnog sustava, npr. kod razlicitih bolesti crijeva.

oblike produljenog oslobadanja - oslobadanje lijeka zapocinje odmah nakon primjene,
ali je sporije nego kod oblika trenutnog oslobadanja i omogucuje najmanje dvostruko
smanjenje ucestalosti doziranja u odnosu na oblik trenutnog oslobadanja. Takav oblik
moze se koristiti u svrhu smanjenja fluktuacije koncentracije lijeka u plazmi, $to
pridonosi kontinuiranom ucinku i smanjenju nuspojava. Takoder, budu¢i da se oblik
produljenog oslobadanja rjede dozira, veca je suradljivost pacijenata, a samim time i
ucinkovitost terapije.

oblike viSefazi¢nog oslobadanja koji se dijele na pripravke:

a) bifazi¢nog oslobadanja — dio doze oslobada se odmah nakon primjene lijeka Sto
osigurava brzo dostizanje terapijske koncentracije lijeka, a drugi dio doze produljeno se
oslobada ¢ime se postize uCinkovita koncentracija lijeka kroz dulji vremenski period
bez ponovnog uzimanja lijeka

b) pulsirajuéeg oslobadanja — oslobadanje lijeka slijedi ponavljaju¢i obrazac u

odredenim vremenskim intervalima
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= viSejedini¢ne spremisne sustave — sadrze vise istih ili razli¢itih podjedinica te je takvom
kombinacijom moguce osigurati kontrolirano oslobadanje uz oslobadanje inicijalne
doze i doze odrzavanja
= spremi$ne sustave s jednim odjeljkom — osmotske pumpe koje osiguravaju kontrolirano
oslobadanje lijeka temeljem osmoze, odnosno gibanja vode kroz polupropusnu
membranu
» intramuskularne ili supkutane depo formulacije — otopine, emulzije ili suspenzije koje
osiguravaju produljeno oslobadanje nakon injektiranja u misi¢ ili potkozno tkivo. Za
supkutanu primjenu koriste se 1 implantati na¢injeni od polimera koji kontroliraju brzinu
oslobadanja lijeka.
= transdermalne terapijske sustave — koriste se za sistemsku primjenu lijeka lijepljenjem
flastera na intaktnu kozu pri ¢emu se lijek oslobada kontroliranom brzinom. Dva su tipa
transdermalnih flastera:
a) matriksni tip — polimerni matriks kontrolira oslobadanje lijeka, a flaster moZze biti
jednoslojni ili dvoslojni ovisno o tome je li lijek u adhezivnom sloju ili u matriksu
iznad adhezivnog sloja

b) spremisni tip — sadrzi polupropusnu membranu koja kontrolira oslobadanje lijeka

U suvremenoj farmakoterapiji, sve viSe se istrazuju i primjenjuju oblici modificiranog
oslobadanja lijeka, odnosno oblici kod kojih je brzina i/ili mjesto oslobadanja razli¢ito od onih
kod oblika trenutnog oslobadanja. Takvi oblici prikladni su u situacijama kada je potrebna
titracija doze, za osiguravanje produljenog terapijskog ucinka te za rizicne skupine pacijenata
kao Sto su djeca, osobe starije Zivotne dobi i pacijenti s insuficijencijom jetre ili bubrega

(Europska agencija za lijekove, 2014).

1.4.2. Metode ispitivanja oslobadanja lijeka iz praskastih sustava

Suvremena istrazivanja terapijskih sustava za nazalnu primjenu velikim dijelom
usmjerena su na razvoj prasaka, mikro i nanocestica, te (in situ) gelova s uklopljenim lijekom.
Medu ostalim postupcima in vitro karakterizacije tijekom razvoja takvih sustava, vazno mjesto
zauzima ispitivanje profila oslobadanja lijeka. U tu svrhu danas se koristi niz metoda
prilagodenih farmaceutskom obliku, a u svakoj od njih se uvjeti (temperatura, pH i sastav

pufera) pokusavaju Sto viSe pribliziti in vivo uvjetima u nosnoj sluznici (Jug i sur., 2018).
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Metode ispitivanja oslobadanja lijeka iz praSkastih sustava obuhvacaju: metodu s
Franzovom difuzijskom c¢elijom, metodu s rotirajuom koSaricom, metodu s proto¢nom

¢elijom, metodu s imerzijskom ¢elijom i metodu uzorkovanja i odjeljivanja (Jug i sur., 2018).

* Metoda s Franzovom difuzijskom ¢elijom (Slika 3.) najprikladnija je za ispitivanje
oslobadanja lijeka iz praskastih sustava. Naime, uzorak praSkastog sustava stavlja se u
donorski odjeljak Franzove difuzijske ¢elije na polupropusnu membranu smjestenu
izmedu donorskog i receptorskog odjeljka napunjenog receptorskim medijem za
ispitivanje oslobadanja lijeka, najceS¢e umjetnim nosnim fluidom. Takav nacin
ispitivanja omogucéava polako prodiranje teku¢ine u praskasti sustav Sto realno

prikazuje situaciju koja se dogada nakon primjene lijeka na nosnu sluznicu.

otvor za nanosenje
uzorka u donorski

donorski odjeljak

odjeljak Z——"

cirkulacija membrana
termostatirane otvorza

uzimanje
uzorka

vode

\ 1 receptorski odjeljak
B magnetski
mijesac

Slika 3. Franzova difuzijska Celija (prilagodeno prema www.particlesciences.com)

U slucajevima u kojima je praskasti sustav pripravljen iz polimera ¢iji se lanci
umrezavaju u prisustvu dvovalentnih kationa (Slika 4.) rezultiraju¢i umjerenim
bubrenjem, neophodno je koristiti biorelevantni receptorski medij s odgovaraju¢im
sadrzajem kalcijevih iona, kako bi se vjernom simulacijom uvjeta in vivo postiglo
umrezavanje polimernih lanaca i procijenio utjecaj na profil oslobadanja uklopljenog
lijeka. Lijek prelazi u receptorski odjeljak nakon njegova oslobadanja iz farmaceutskog
oblika te difuzije kroz polupropusnu membranu. Stoga je vazno ispitati otpor membrane
difuziji lijeka 1 odabrati onu koja najmanje utje¢e na prijenos oslobodenog lijeka iz

donorskog u receptorski odjeljak (Jug i sur., 2018).
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Slika 4. Prikaz umrezavanja prektina u prisustvu dvovalentnih kalcijevih iona (preuzeto iz
Castile 1 sur., 2012)
= Metoda s koSaricom je jednostavna, robustna metoda u kojoj se koristi velika
koli¢ina medija za otapanje, 200-400 ml, a rotacija kosarice je 50 rpm te je poZeljno da se
dogada pri uvjetima osigurane topljivosti (engl. sink conditions) (Jug i sur., 2018; Agencija
za hranu 1 lijekove, 1997). pH medija se postavlja tako da odgovara fizioloskim uvjetima,
primjerice za simuliranje Zelucanog soka pH se postavlja na 1,2, dok za intestinalni fluid
pH iznosi 6,8. pH nosne sluznice krece se od 5,5 — 6,5. Receptorski medij termostatira se
pri 37+£0,5°C za oralno primjenjivane lijekove, dok se za lijekove koji se primjenjuju
nazalno termostatira pri 34°C (England 1 sur., 2001; Agencija za hranu 1 lijekove, 1997).
Uzorkovanje se provodi u odredenim vremenskim intervalima koji ovise o ocekivanoj
brzini oslobadanja lijeka. Primjerice, u slucaju brzog oslobadanja lijeka vrijeme izmedu
uzorkovanja je od 5-10 minuta, dok se lijekovi koji se sporo oslobadaju uzorkuju svakih 15

minuta (Agencija za hranu i lijekove, 1997).

» Metoda s protocnom celijom (engl. flow-through dissolution method) sastoji se
od rezervoara koji sadrzi medij, pumpe koja dovodi medij iz rezervoara do okomito
pozicionirane ¢elije te vodene kupelji. Protok medija kroz ¢eliju mora biti kontinuiran 1
ujednacen buduci da je brzina otapanja proporcionalna protoku medija kroz ¢eliju. Uvjeti
osigurane topljivosti mogu se dugo odrzavati zbog ¢ega je ova metoda prikladna za tesko
topljive lijekove. Postoje dva tipa navedene metode, a to su otvoreni i zatvoreni tip. U
otvorenom tipu stalno se do ¢elije dovodi novo otapalo, Sto pogoduje odrzavanju uvjeta
osigurane topljivosti zbog Cega je ta metoda prikladna za tesko topljive lijekove. U

zatvorenom tipu, medij koji je izaSao iz ¢elije ponovno se vraca u rezervoar gdje se mijesa
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1 zagrijava te se na kraju izraCuna kumulativna koncentracija analita (Singh 1 Aboul-Enein,

2006).

» Imerzijska ¢elija u osnovi je difuzijska celija koja se koristi u kombinaciji s
lopaticom ravnog dna. Ispitivani uzorak stavlja se u imerzijsku ¢eliju i odjeljuje od okoline
polupropusnom membranom. Difuzijska ¢elija stavlja se u cilindar napunjen receptorskim
medijem, s uzorkom/membranom prema gore. Iznad uzorka rotira se lopatica s ravnim
dnom, osiguravaju¢i neophodno mijesanje receptorskog medija. Mijenjanjem polozaja
ploce za podeSavanje volumena unutar Celije kontrolira se volumen uzorka kojim se
imerzijska ¢elija puni. Imerzijska ¢elija prikladna je za ispitivanje oslobadanja jer zahtijeva
manje pomo¢nih instrumenata u odnosu na druge difuzijske ¢elije te je samim time jeftinija
1 lakSe se postavlja. Nadalje, moze se koristiti veliki raspon volumena receptorskog medija

Sto je prikladno za postavljanje uvjeta osigurane topljivosti (Lusina Kregar 1 sur., 2015).

= Metoda uzorkovanja i odjeljivanja prikladna je u slucajevima kada oslobadanje
lijeka traje puno dulje od procesa odjeljivanja Cestica. Praskasti sustav stavlja se izravno u
termostatirani receptorski medij, a uzorkovanje medija provodi se u odredenim vremenskim
intervalima. Uzeti uzorak receptorskog medija filtrira se ili centrifugira, a zatim se sadrzaj
lijeka analizira odredenom metodom. Volumen receptorskog medija mora biti dovoljan da
bi ispunio uvjete osigurane topljivosti. lako je ovo najjednostavnija metoda za ispitivanje
oslobadanja lijeka, glavni nedostatak je gubitak dijela Cestica koje sadrze lijek
uzorkovanjem receptorskog medija, $to rezultira nepotpunim profilom oslobadanja lijeka.
Nadalje, moze nastupiti i agregacija Cestica ¢ime se smanjuje brzina oslobadanja lijeka (Jug

1sur., 2018).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Kortikosteroidi se Siroko primjenjuju u lijecenju upalnih bolesti nosa i paranazalnih
sinusa, kao Sto su alergijski i ne-alergijski rinitis te akutni i kroni¢ni rinosinusitis sa ili bez
nosnih polipa pri ¢emu oslabljuju imunosni odgovor organizma (Karatzanis i sur., 2017).
tekuci oblik, podlozna je curenju iz nosne Supljine i mukocilijarnom klirensu (Filipovi¢-Gr¢ié
i Hafner, 2008). PraSkasti sustavi predstavljaju farmaceutske oblike koji mogu osigurati dulje
zadrzavanje lijeka na nosnoj sluznici te vecu stabilnost uz manju potrebu za koriStenjem
konzervansa u odnosu na tekuce oblike za nazalnu primjenu (Filipovi¢-Gr¢€i¢ 1 Hatner, 2008).
Nazalni prasci mogu sadrzavati isklju¢ivo djelatnu tvar, ili mogu biti oblikovani uz dodatak
pomoénih tvari (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018) medu kojima vazno mjesto zauzimaju
mukoadhezivni polimeri koji ostvaruju kontakt s nosnom sluznicom putem vodikovih veza te
elektrostatskih, hidrofobnih ili van der Waalsovih interakcija (Filipovi¢-Gréi¢ 1 Hatner, 2008).
Polimeri koji se najcesce koriste u oblikovanju prasaka za nazalnu primjenu su derivati celuloze
(hipromeloza, metil celuloza, karboksimetil celuloza), karbopoli, kitozan, Skrob i pektin
(Chaturvedi i sur., 2011; Liu 1 sur., 2007).

Susenje rasprSivanjem je brza, relativno jeftina i reproducibilna metoda kojom se iz
teku¢eg materijala mogu pripremiti suhi prasci (Sosnik i Seremeta, 2015). Prilagodbom
procesnih i formulacijskih parametara moguce je pripraviti mikrosfere zeljene veli€ine, oblika
1 sadrzaja uklopljenog lijeka (Nizi¢, 2017). Polimerne mikrosfere pripravljene suSenjem
rasprSivanjem prikladne su za nazalnu primjenu lijeka s obzirom na veliki omjer povrSine prema
volumenu te svojstvo bubrenja zahvaljuju¢i kojem formiraju hidrogel pri kontaktu s nosnom
sluznicom (Filipovi¢-Gr¢i¢ 1 Hafner, 2008).

Cilj ovog diplomskog rada bio je pripraviti polimerne mikrosfere (gradene od pektina i
hipromeloze) za nazalnu primjenu deksametazona (koriStena je sol estera deksametazona
topljiva u vodi) metodom suSenja rasprSivanjem, te ispitati utjecaj koncentracije
deksametazona, koncentracije hipromeloze i brzine dotoka otopine u procesu suSenja
rasprSivanjem na:

= iskoriStenje procesa

» sadrzaj lijeka u mikrosferama

* svojstva bubrenja mikrosfera

» in vitro oslobadanje lijeka iz mikrosfera

» sadrzaj vlage u mikrosferama
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI

U provodenju eksperimenata koristeni su sljede¢i materijali:

= natrijev deksametazon fosfat (dalje u tekstu deksametazon; Carbosynth
Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo)

* hidroksipropilmetil celuloza (Metolose, Shin-Etsu Chemical Co.,Ltd, Japan)

= amidirani pektin (Pectin Amid CF 005, Herbstreith & Fox, Njemacka)

= umjetni nazalni fluid (SNF, engl. simulated nasal fluid)

SNF je pripremljen otapanjem NaCl (Kemig, Hrvatska) pri koncentraciji 150 mM, KCI (Kemig,
Hrvatska) pri koncentraciji 40 mM i CaCl> x 2H>0 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)

pri koncentraciji 5,3 mM u procis¢enoj vodi.

3.2. METODE

3.2.1. Priprava otopina polimera i lijeka za suSenje rasprsivanjem

Pektin je otopljen u prociS¢enoj vodi pri koncentraciji od 1,4% (m/V) mijeSanjem na
magnetskoj mijesalici kroz 24 sata nakon Cega je otopina filtrirana. Otopina hipromeloze pri
koncentraciji 1,2% (m/V) pripremljena je dispergiranjem hipromeloze u procis¢enoj vodi
zagrijanoj pri 80-90 °C, uz mijesanje na magnetskoj mijeSalici. Homogena disperzija dalje je
mijeSana na magnetskoj mijeSalici pri sobnoj temperaturi kroz 24 sata. Dobivena otopina

ostavljena je joS§ 24 sata u hladnjaku.

Otopine deksametazona i1 polimera (pektina i hipromeloze) namijenjene susSenju
rasprSivanjem pripravljene su pri razli¢itim koncentracijama otopljenih tvari, kako je prikazano
u Tablici 2. U casi su izvagane potrebne koli¢ine deksametazona (koristena je natrijeva sol
estera deksametazona), vodenih otopina pektina i hipromeloze te je dodana procis¢ena voda do
ukupne mase od 250 g. Tako pripravljena smjesa kratko je stavljena na magnetski mjesac da bi

se dobila homogena otopina.
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Tablica 2 Sastav otopina polimera i deksametazona pripremljenih za susenje rasprSivanjem

MASENI
MASENI OMJER
KONC. KONC. KONC. OMJER
DEKSAMETA-
UZORAK  HIPROMELOZE PEKTINA DEKSAMETAZONA  HIPROME- ZONAL
(%, m/V) (%o, m/V) (%, m/V) LOZE I PEKTINA
PEKTINA
1i5 0,2 0,2 0,2 1:1 1:1
216 0,2 0,2 0,02 1:1 0,1:1
3i7 1 0,2 0,02 5:1 0,1:1
4i8 1 0,2 0,2 5:1 1:1

3.2.2. Priprava mikrosfera suSenjem rasprsivanjem

Susenje rasprSivanjem pripravljenih otopina deksametazona i polimera provedeno je
koristenjem uredaja Biichi 190 Mini Spray Dryer (Flawil, Svicarska). Promjer koristene sapnice
iznosio je 0,7 mm. SuSenje rasprSivanjem provedeno je pri konstantnoj ulaznoj temperaturi od
120 °C 1 protoku atomiziraju¢eg zraka od 600-700 NI/h. Postavka aspiratora (protok medija za
suSenje) iznosila je 10, Sto odgovara 50 % kapaciteta aspiratora. Dotok uzorka osiguran radom
peristalticke pumpe iznosio je 2,5 ili 4,5 g/min. Parametri procesa suSenja rasprsivanjem

prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Parametri procesa susenja rasprSivanjem

PARAMETAR VRIJEDNOST
Dotok uzorka 2,51li 4,5 g/min
Postavka aspiratora 50%

Ulazna temperatura 120°C

Izlazna temperatura 75 -78°C
Protok komprimiranog zraka 600 — 700 NL/h

3.2.3. Ispitivanje bubrenja mikrosfera

Bubrenje mikrosfera pripravljenih susenjem rasprSivanjem ispitano je volumetrijskom

metodom koristenjem Franzove difuzijske ¢elije, a potpuna aparatura prikazana je na Slici 5.

19



Izmedu receptorskog 1 donorskog odjeljka Franzove difuzijske celije, postavljena je
polupropusna membrana (Sartolon poliamid, 0,45 um, Sartorius stedim biotech, Njemacka). Na
polupropusnu membranu ravnomjerno je naneseno 10 mg uzorka mikrosfera. Receptorski
odjeljak ispunjen je procis¢enom vodom ili SNF-om. Sustav je termostatiran pri 34 °C pomocu
vodene kupelji. Bubrenjem mikrosfera snizavala se razina tekuc¢ine u postrani¢noj cjevcici za
uzorkovanje, koja je kroz 15 minuta, svake tri minute, nadopunjavana procis¢enom vodom ili
SNF-om do pocetne razine. Bubrenje mikrosfera izrazeno je volumenom procis¢ene vode ili
SNF-a dodanih kroz postrani¢nu cijev po miligramu mikrosfera tijekom 15-minutnog procesa

bubrenja.

Slika 5. Aparatura za odredivanje bubrenja mikrosfera pomoc¢u Franzove difuzijske ¢elije
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3.2.4. Ispitivanje oslobadanja deksametazona in vitro

Oslobadanje deksametazona iz mikrosfera te otapanje krutine deksametazona ispitano
je koriStenjem Franzove difuzijske ¢elije. Kao receptorski medij koriSten je SNF termostatiran
pomocu vodene kupelji pri temperaturi od 34°C. Koli¢ina od 10 mg uzorka nanesena je na
polupropusnu membranu (Sartolon poliamid, 0,45 pm, Sartorius stedim biotech, Njemacka)
smjesStenu izmedu donorskog 1 receptorskog odjeljka Franzove difuzijske ¢elije. Receptorski
medij je kroz cCitavo ispitivanje mijeSan magnetskim mjesacem (450 okr./min). Donorski
odjeljak bio je prekriven parafilmom kako bi se sprijeCilo isparavanje medija.
Oslobadanje/otapanje lijeka praceno je kroz tri sata pri cemu su, u odredenim intervalima,
uzimani uzorci receptorskog medija (0,5 ml) kroz postrani¢nu cjevcicu u koju je nakon toga
dodano 0,5 ml svjezeg SNF-a. Prvi alikvot uzet je u nultoj minuti, a sljede¢i nakon 10, 20, 30,
40, 50, 60, 80, 100, 120, 150 1 180 minuta. Po zavrSetku ispitivanja, izbubrene mikrosfere ili
zaostali deksametazon iz donorskog odjeljka kvantitativno su preneseni s polupropusne
membrane u epruvetu, s ciljem odredivanja sadrzaja neoslobodenog odnosno neotopljenog
deksametazona. U svim uzorcima sadrzaj deksametazona odreden je tekucinskom

kromatografijom visoke djelotvornosti, metodom opisanom u odjeljku 3.2.5.

3.2.5. Odredivanje sadrZaja deksametazona

Za odredivanje sadrzaja lijeka u mikrosferama pripravljenim suSenjem rasprsivanjem,
mikrosfere (20 mg) su dispergirane u procis¢enoj vodi u odmjernoj tikvici od 50 ml.
Pripravljena disperzija ostavljena je na magnetskoj mijesalici kroz 24 sata kako bi se osiguralo
potpuno oslobadanje/otapanje uklopljenog lijeka, nakon Cega su uzorci otopine profiltrirani
koriStenjem membranskog filtera promjera pora 0,2 pm (Chromafil® Xtra PES-20/25,
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Njemacka).

Uzorci receptorskog medija uzeti pri ispitivanju oslobadanja lijeka in vitro profiltrirani
su prije odredivanja sadrzaja lijeka koristenjem istog tipa membranskog filtera (promjer pora

0,2 pm).

Na kraju ispitivanja oslobadanja/otapanja in vitro, izbubrene mikrosfere ili zaostala
krutina deksametazona kvantitativno su isprani s polupropusne membrane procis¢enom vodom.

Disperzija mikrosfera ili otopina deksametazona u 10,0 ml vode mijeSana je na magnetskoj
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mijeSalici 24 sata te je prije analize profiltrirana kroz membranski filter promjera pora 0,2 um

(Chromafil® Xtra PES-20/25, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Njemacka).

Kvantitativno odredivanje deksametazona u filtriranim uzorcima provedeno je
metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High-Performance Liquid
Chromatography, HPLC) metodom validiranom u prethodnom istrazivanju (Dolanjski, 2020).
KoriSteni kromatografski sustav sastojao se od kontrolera SCL-10Avp, pumpe 10Advp,
degazera DGU-14A, pe¢nice CTO-10Avp te UV-VIS detektora SDP-10Avp. Za analizu je
koristena kolona Kinetex C18, promjera pora 2,6 pm, 100 x 4,6 mm, 100 A (Phenomenex,

SAD), koja je za vrijeme provodenja analize termostatirana pri 55 °C.

Sadrzaj deksametazona odreden je izokratnim eluiranjem. Volumen injektiranja iznosio
je 20 pl, a brzina protoka iznosila je 0,7 ml/min. Valna duljina pri kojoj je detektiran
deksametazon iznosila je 241 nm. Apsorbancija svakog uzorka mjerena je u triplikatu nakon
cega je za izraCunavanje koncentracije koriStena srednja vrijednost. Koncentracija lijeka je
izradunata preko prethodno odredenog bazdarnog pravca y=82484x + 41456 (R* = 0,9981;
Dolanjski, 2020).

Uspjesnost uklapanja lijeka u mikrosfere (engl. entrapment efficiency, EE (%)) izraCunata je

prema sljedecoj formuli:

stvarni sadrzaj lijeka (mg)

x 100

EE (%) =

teorijski sadrzaj lijeka (mg)

Sadrzaj lijeka (engl. drug loading, DL (%)) izracunat je pomocu formule:

__masalijeka umikrosferama (mg)

DL (%) x 100

ispitivana masa mikrosfera (mg)

3.2.6. Odredivanje sadrzaja vlage u mikrosferama

Sadrzaj vlage (engl. moisture content, MC) u uzorcima mikrosfera odreden je
termogravimetrijskom analizom pri ¢emu je koristen uredaj TGA (TA Instruments, New Castle,

DE, SAD). Termogravimetrijska analiza je metoda u kojoj se, pri konstantnoj brzini
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zagrijavanja, prate kemijske i fizikalne promjene koje su u funkciji vremena i temperature. TGA
analizom moze se odrediti gubitak vode, termalna stabilnost uzorka, sadrzaj organskih i
anorganskih tvari, plastifikatora, razgradnja uzorka, kao i odredivanje sadrzaja pepela (Shojaei
1 Azhari, 2018, www.netzsch-thermal-analysis.com). Kao plin koristen je dusik, kako bi se

izbjegla oksidacija uzorka pri vi§im temperaturama.

Izvagana je odredena masa praskastog uzorka nakon Cega je zagrijana do 150°C u
atmosferi dusSika protoka 25 ml/min. Brzina zagrijavanja uzorka iznosila je 10°C/min. Sadrzaj

vlage izracunat je prema formuli:

otetna masa praska (mg)—kon ¢na masa praska (m
MC (%):p pra g i p M9 + 100
pocetna masa praska (mg)
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4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. ISKORISTENJE PROCESA PRIPRAVE MIKROSFERA SUSENJEM
RASPRSIVANJEM

Mikrosfere su pripravljene metodom suSenja rasprsivanjem opisanom u odjeljku 3.2.2.
IskoriStenja procesa suSenja (Tablica 4.) bila su u rasponu od 25,2 — 58,5%, §to odgovara
literaturnim podacima za koristenu metodu (Cabral-Marques 1 Almeida, 2009). Usporedbom
iskoriStenja procesa susenja rasprSivanjem otopina istog sastava, ali razli¢itog dotoka (2,5 ili

4,5 g/min), veca iskoriStenja postignuta su pri manjem dotoku susene otopine (2,5 g/min).

Tablica 4. IskoriStenja procesa suSenja raspr§ivanjem

UZORAK  KONC. KONC. DOTOK ISKORISTENJE

HIPROMELOZE  DEKSAMETAZONA UZORKA PROCESA (%)
(%, m/V) (Y%, m/V) (g/min)

1 0,2 0,20 2,5 56,7

2 0,2 0,02 2,5 58,5

3 1,0 0,02 2,5 38,8

4 1,0 0,20 2,5 55,0

5 0,2 0,20 4,5 48,2

6 0,2 0,02 4,5 50,7

7 1,0 0,02 4,5 30,9

8 1,0 0,20 4,5 25,2

Cabral-Marques 1 Almeida (2009) pripravili su kompleks beklometazon dipropionata i
v-ciklodekstrina metodom suSenja rasprSivanjem uz iskoriStenja u rasponu od 36,2% do 52,8%.
Najvece iskoriStenje povezuje se s najsporijim dotokom uzorka (5 ml/min), dok je najnize
zabiljezeno kod najbrzeg dotoka (11 ml/min). Priprava alginatnih mikrocestica suSenjem
rasprSivanjem variranjem kapaciteta aspiratora (25, 50 1 75%), dotoka uzorka (2,12 — 5,64
g/min) i izlazne temperature karakterizirana je relativno visokim iskoristenjem (40,2% - 59,6%)
(Nizi¢ 1 sur., 2018). Zakljuceno je da su na iskoriStenje procesa najvise utjecali kapacitet rada
aspiratora i dotok rasprSivanog uzorka pri ¢emu je kod najveceg kapaciteta rada aspiratora

(75%) 1 kod najmanjeg dotoka uzorka (2,12 g/min) zabiljeZeno najvece iskorisStenje.
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Uzimaju¢i u obzir navedene podatke, moze se zakljuciti da su parametri koriSteni u ovom radu

odgovarajuci za pripravu mikrosfera s deksametazonom metodom susenja raspr$ivanjem.

4.2. SADRZAJ LIJEKA U MIKROSFERAMA

UspjeSnost uklapanja i sadrzaj lijeka u mikrosferama prikazani su u Tablici 5.
Uspjesnost uklapanja lijeka iznosila je od 91,3 + 3,3% do 104,5 + 4,9%. Svi uzorci imali su
priblizno jednaku uspjeSnost uklapanja lijeka iz Cega se mozZe zakljuciti da sastav i dotok

rasprSivane otopine nisu znacajnije utjecali na promatrano svojstvo.

Tablica 5. Uspjesnost uklapanja (EE) i sadrzaj (DL) deksametazona u mikrosferama

UZORAK KONC. KONC. DOTOK DL EE
HIPROMELOZE  DEKSAMETAZONA = UZORKA (%) (%)
(Yo, m/V) (Yo, m/V) (g/min)

1 0,2 0,20 2,5 32,9+0,2 98,6 £0,5
2 0,2 0,02 2,5 5,0+0,2 104,5+ 4,9
3 1,0 0,02 2,5 1,5+0,0 91,8+ 04
4 1,0 0,20 2,5 13,8 0,3 96,5+2,4
5 0,2 0,20 4,5 32,4+0,5 97,2+1,6
6 0,2 0,02 4,5 4,4+0,2 91,3+3,2
7 1,0 0,02 4,5 1,6 £ 0,1 100,4 £ 6,4
8 1,0 0,20 4,5 13,2+0,1 92,5+0,4

Prikazane su srednje vrijednosti = SD (n=2)

Sadrzaj lijeka u mikrosferama bio je u rasponu od 1,5 + 0,0% do 32,9 + 0,2% 1 u uskoj
je korelaciji sa sastavom rasprSivane otopine. Tako su najveci sadrzaj lijeka imale mikrosfere
pripravljene iz otopina niZze koncentracije hipromeloze (0,2%, m/V) 1 veée koncentracije
deksametazona (0,2%, m/V), dok su najmanji sadrZaj lijeka imale mikrosfere pripravljene
rasprSivanjem otopina viSe koncentracije hipromeloze (1%, m/V) 1 niZze koncentracije lijeka

(0,02%, m/V) lijeka.

Flutikazon 1 mometazon, dva najces¢e koristena nazalna kortikosteroida, uglavnom se
primjenjuju jednom dnevno u svaku nosnicu, a ovisno o tome radi li se o profilaksi i lijeCenju
ili samo o odrZavanju uspostavljenog stanja, odjednom se mogu aplicirati jedan ili dva potiska.
Jedan potisak spreja koji sadrzi navedene kortikosteroide sadrzi 50 ug lijeka, $to znaci da se
primjenjuju u dozi od 100, odnosno 200 pg (www.halmed.hr). Budu¢i da je deksametazon

manje potentan od flutikazona 1 mometazona, njegova dnevna doza iznosi 800 pug (Martino i
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sur., 2015). Najveca koli¢ina praska koja se odjednom moze primijeniti u nosnicu je 25 mg
(Davis, 1999). Masa mikrosfera s visokim sadrzajem deksametazona koja bi se trebala koristiti
u terapijske svrhe premala je da bi se mogla reproducibilno primjenjivati, ali pruza moguénost
mijeSanja s inertnim nosa¢ima u svrhu optimiranja depozicije u nosnoj Supljini (Nizi¢ i sur.,
2020; Trows 1 Scherliess, 2016). Povecanje sadrzaja polimera, a smanjenje sadrzaja lijeka u
mikrosferama rezultira prikladnom koli¢inom praska za nazalnu primjenu, bez potrebe za

mijeSanjem s inertnim nosacem.

4.3. BUBRENJE MIKROSFERA

Bubrenje 1 stvaranje hidrogela glavna su svojstva polimernih mikrosfera za nazalnu
primjenu (JuriSi¢ Dukovski i sur., 2019). Mikrosfere bubre u kontaktu s nosnom sluznicom
uslijed interakcije polimera i sluzi koju izlu¢uju submukozne Zlijezde (Chaturvedi i sur., 2011).
Navedeno svojstvo utjece i na oslobadanje lijeka iz mikrosfera, s obzirom da lijek, da bi se
oslobodio, mora difundirati kroz izbubreni sloj gela (Martinac i sur., 2005). Bubrenje
mikrosfera vezano je i uz svojstvo mukoadhezivnosti mikrosfera. Naime, tijekom procesa
bubrenja hidratacija uzrokuje pucanje vodikovih veza izmedu lanaca polimera, a kada
interakcija polimera i vode postane jaca od interakcije polimer-polimer, slobodni lanci polimera
vezu se za epitel. Koli¢ina apsorbiranog vodenog medija znafajno utjeCe na stupanj
mukoadhezivnosti mikrosfera. Ukoliko je stupanj hidratacije prenizak nece se osloboditi
dovoljno postrani¢nih lanaca polimera, dok prevelika koli¢ina apsorbirane vode moze dovesti
do razrjedenja otopine polimera $to moze rezultirati manjim brojem slobodnih funkcionalnih
skupina dostupnih za vezanje sa sluznicom te brzom aktivacijom mukocilijarnog sustava i
eliminacijom uporabljenog lijeka (Chaturvedi i sur., 2011). Budu¢i da je bubrenje mikrosfera
najveéim dijelom odredeno sadrzajem polimera, razliciti omjeri lijeka i polimera kao 1 razliciti
omjeri dvaju ili viSe polimera u formulaciji, rezultiraju razli¢itim bubrenjem. Hipromeloza je
zbog svoje sigurnosti i biokompatibilnosti Cesto koristen stabiliziraju¢i polimer u farmaceutskoj
industriji pri izradi disperzija suSenjem rasprSivanjem (Paudel i sur., 2013; Filipovi¢-Gr¢i¢ 1
sur., 2003). Moze se koristiti sama ili u kombinaciji s drugim polimerima (Paudel i sur., 2013).
U ovom radu, uz hipromelozu koristen je i polimer pektin koji se koristi kao gelirajuce 1
stabilizirajuce sredstvo te sredstvo za prilagodavanje viskoznosti, a takoder pokazuje svojstva

bubrenja (Sansone i sur., 2011).
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Svojstvo bubrenja mikrosfera ispitano je koriStenjem Franzove difuzijske celije pri
¢emu su procis¢ena voda i SNF koriSteni kao receptorski mediji. Bubrenje mikrosfera izrazeno
je apsorbiranim volumenom medija (proc¢is¢ene vode ili SNF-a) po miligramu mikrosfera kroz

15-minutni proces bubrenja.

Rezultati ispitivanja bubrenja mikrosfera prikazani su na Slici 8. Volumen apsorbirane
vode bio je u rasponu od 18,3 = 0,4 ul/mg do 39,2 + 3,4 ul/mg, dok je volumen apsorbiranog
SNF-a bio od 9,7 = 1,4 ul/mg do 21,5 £ 1,4 ul/mg, ovisno o sastavu i brzini dotoka susene
otopine. Mjerenja u kojima je receptorski odjeljak bio napunjen SNF-om rezultirala su vidno
manjim volumenom apsorbiranog medija od mjerenja u kojima je receptorski odjeljak bio
napunjen vodom. Razlog tome je umrezavanje neesterificiranih karboksilnih skupina pektina
dvovalentnim ionima kalcija (Ca*") prisutnim u SNF-u (Gawkowska i sur., 2018) §to je
rezultiralo umjerenim bubrenjem i manjom apsorpcijom SNF-a u odnosu na proc¢is¢enu vodu.
Mikrosfere koje su pripremljene pri dotoku suSene otopine od 2,5 g/min karakterizirane su
ve¢om sposobnoscu bubrenja u odnosu na mikrosfere pripremljene pri dotoku susene otopine
4,5 g/min. lako mikrosfere u ovom radu nisu karakterizirane s obzirom na veliCinu Cestica,
moze se pretpostaviti da su mikrosfere pripravljene pri sporijem dotoku otopine manjeg
promjera i veée ukupne povrSine od mikrosfera pripravljenih pri brzem dotoku otopine
(Katsarov 1 sur., 2017). Mikrosfere s ve¢om apsorptivnom povrSinom mogu apsorbirati veci

volumen medija (Chegini i Ghobadian, 2005).

Najbolja svojstva bubrenja imaju mikrosfere pripravljene pri masenom omjeru
hipromeloze i1 pektina 1:1 i deksametazona prema pektinu od 0,1:1, neovisno o brzini dotoka
uzorka. Od dva ispitivana masena omjera hipromeloze prema pektinu (1:1 1 5:1) veéi je
rezultirao smanjenjem kapaciteta bubrenja mikrosfera. Takav negativan utjecaj povecanja
sadrzaja hipromeloze na svojstva bubrenja ve¢ je zabiljezen u literaturi (Nizi¢ i sur., 2020;
Calvo i sur., 2018). Nadalje, uklopljeni lijek nema svojstva bubrenja, tako da manji maseni

omjer lijeka 1 polimera od dva ispitivana (0,1:1 1 1:1) pridonosi pove¢anom bubrenju.

Bubrenje mikrosfera u SNF-u ovisilo je i o sastavu i o dotoku suSene otopine te nije
moguce sa sigurnoscu zakljuciti o izdvojenom utjecaju pojedinog parametra na bubrenje
mikrosfera. Ocekivano je, prema literaturi (Nizi¢ 1 sur., 2020; Juri$i¢ Dukovski 1 sur., 2019),
bolje svojstvo bubrenja mikrosfera s ve¢im masenim omjerom hipromeloze i pektina (5:1) jer
kalcijevi ioni prisutni u SNF-u umrezavaju samo pektin, dok hipromeloza koja pri spomenutom
omjeru preteze u sastavu mikrosfera, nesmetano bubri u prisustvu kalcijevih iona (Nizi¢ i sur.,
2020).
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Slika 8. Bubrenje mikrosfera u pro¢iséenoj vodi (#) i SNF-u (EH) pripravljenih susenjem

Uzorci

rasprSivanjem pri dotoku suSene otopine od 2,5 g/min (A) 1 4,5 g/min (B). Otopine polimera i
lijeka sadrzavale su 0,2% (m/V; kvadrati¢i) ili 1% (m/V; ispunjeno) hipromeloze, a
koncentracija natrijevog deksametazon fosfata iznosila je 0,02% (m/V; osjen€ano) ili 0,2%
(m/V; neosjencano). Bubrenje je izrazeno volumenom vode ili SNF-a apsorbiranom po

miligramu mikrosfera u vremenu od 15 minuta. Prikazane su srednje vrijednosti + SD (n=3).
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4.4. OSLOBADANJE LIJEKA IN VITRO

In vitro oslobadanje deksametazona i1 otapanje krutine deksametazona ispitani su
koristenjem Franzove difuzijske celije pri cemu je SNF koriSten kao receptorski medij. Ta
metoda prikladna je za ispitivanje oslobadanja lijeka iz praskastih sustava za nazalnu primjenu
jer omogucava sporu hidrataciju uzorka i stvaranje hidrogela §to vrlo dobro oponasa uvjete u

nosnoj sluznici (Nizi€ i sur., 2020).

Profili in vitro oslobadanja deksametazona iz odabranih polimernih mikrosfera (uzorci

2,3 15) 1 profil otapanja krutine deksametazona (NDF) prikazani su na Slici 9.

Za odabrane mikrosfere zabiljeZeno je oslobadanje 48,1% do 58,8% sadrzaja
uklopljenog lijeka ve¢ nakon 10 minuta, a vise od 92,7% uklopljenog lijeka oslobodeno je
nakon 60 minuta. Takav profil oslobadanja odgovara nazalnoj primjeni lijeka. Naime, prema
literaturnim podacima, ocekivano vrijeme zadrzavanja polimernih mikrosfera na nazalnoj
sluznici iznosi do 2 sata (Soane i sur., 2001). Profili oslobadanja lijeka iz mikrosfera nisu se
znacajnije razlikovali od profila difuzije deksametazona otopljenog u vodi iz donorskog u
receptorski odjeljak kroz polupropusnu membranu. Iz toga se moze zakljuciti da pripravljene
mikrosfere nisu usporavale oslobadanje lijeka zahvaljuju¢i dobrim svojstvima bubrenja i

topljivosti uklopljenog derivata deksametazona u vodenom mediju.

Juri§i¢ Dukovski i1 suradnici (2019) ispitivali su oslobadanje deksametazona iz
pektinskih mikrosfera pri ¢emu je usporedena brzina oslobadanja lijeka iz mikrosfera
pripravljenih s uklopljenim lipidno-alginatnim nanocesticama (DNM) i konvencionalnih
pektinskih mikrosfera (DM). Prisustvo pektina u mikrosferama rezultiralo je geliranjem, dok
su DNM mikrosfere osigurale produljeno oslobadanje u odnosu na DM mikrosfere. Naglo
oslobadanje deksametazona primijeceno je kod DM mikrosfera (JuriSi¢ Dukovski i sur., 2019),

a isto takvo naglo oslobadanje pokazale su i mikrosfere u ovom radu.
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Slika 9. Profil in vitro oslobadanja deksametazona iz odabranih mikrosfera pripravljenih
susenjem rasprSivanjem (uzorci 2, 3 i 5). Koncentracija pektina u svim susenim otopinama
iznosila je 0,2% (m/V). Koncentracija hipromeloze iznosila je 0,2% (m/V; uzorci 2 1 5) ili 1%
(m/V, uzorak 3). Koncentracija deksametazona iznosila je 0,02% (m/V; uzorci 2 1 3) ili 0,2%
(m/V,uzorak 5). Uvrsten je i profil otapanja krutine deksametazona (NDF). Prikazane su srednje
vrijednosti £ SD (n=3). Oznaka Q (%) odnosi se na koli¢inu oslobodenog/otopljenog lijeka u

vremenu f.

4.5. SADRZAJ VLAGE U MIKROSFERAMA

Vlaga u praskastim sustavima ima veliki utjecaj na njihovu stabilnost te bi stoga njezin
udio trebao biti nizi od 10% (Shan i sur., 2016). U ovom radu sadrzaj vlage u mikrosferama
iznosio je manje od 10%, to¢nije, bio je u rasponu od 3,2 + 0,8% do 9,1 + 0,2% (Tablica 6.),
Sto su zadovoljavajuce vrijednosti s obzirom na to da su mikrosfere gradene od higroskopnih

polimera.

U istrazivanju koje je provela Nizi¢ sa suradnicima (2020) suSenjem rasprsivanjem
pripremljene su mikrosfere pektina i hipromeloze te samo pektina s uklopljenim melatoninom.
Za pripravu mikrosfera koriSten je Biichi Mini Spray Dryer B-191 (Biichi, Flawil, Switzerland)
sa standardnom sapnicom promjera 0,7 mm. Parametri suSenja bili su sljedeéi: ulazna
temperatura bila je 145 °C, aspirator je radio na 90% kapaciteta, a protok komprimiranog zraka

iznosio je 650-700 NI/h. Sadrzaj vlage ispitan je termogravimetrijskom analizom u atmosferi
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dusika, a raspon temperature iznosio je od 25 do 500 °C. Sadrzaj vlage je u konacnici iznosio
2,0 = 0,3% do 5,2 £ 0,2%. Veci postotak vlage zamijecen je kod pektinskih mikrosfera u
usporedbi sa mikrosferama pripravljenim iz pektina i hipromeloze, $to dovodi do zakljucka da
prisutnost hipromeloze smanjuje vlaznost produkta. Isti rezultat pokazalo je 1 ovo istrazivanje

obzirom da su uzorci s ve¢im masenim omjerom hipromeloze i pektina (5:1) imali manji sadrzaj

Tablica 6. Sadrzaj vlage u mikrosferama ovisno o sastavu i dotoku otopine u procesu susenja

rasprSivanjem
UZORAK KONC. KONC. DOTOK SADRZAJ
HIPROMELOZE DEKSAMETAZONA UZORKA VLAGE
(%o, m/V) (%o, m/V) (g/min) (%)

1 0,2 0,20 2,5 9,2+0,2
2 0,2 0,02 2,5 6,2+0,4
3 1,0 0,02 2,5 3,6+0,5
4 1,0 0,20 2,5 6,6 £0,0
5 0,2 0,20 4,5 6,9 £0,6
6 0,2 0,02 4,5 571,44
7 1,0 0,02 45 4,1 +0,4
8 1,0 0,20 4,5 3,2+0,8

Prikazane su srednje vrijednosti + SD (n=2)

U istrazivanju provedenom od strane Focaroli i suradnika (2019) pripravljeni su
praSkasti sustavi od trehaloze i leucina pri razli¢itim masenim omjerima, a susenje
rasprSivanjem provedeno je na uredaju Biichi Mini Spray Dryer B-290 sa bifluidnom sapnicom
promjera 0,7 mm. SadrZaj vlage takoder je izmjeren termogravimetrijskom analizom i iznosio
je izmedu 1,5 1 6,1%, Sto su takoder zadovoljavajuce vrijednosti za praSkasti sustav. Najveci
utjecaj na ostatnu vlagu imali su dotok uzorka 1 ulazna temperatura plina za susenje te su uzorci
pripravljeni pri vi$oj ulaznoj temperaturi i manjem dotoku uzorka bili karakterizirani najmanjim

postotkom vlage (Focaroli i sur., 2019).

Procesni parametri suSenja rasprSivanjem u ovom istrazivanju nisu imali puno utjecaja
na sadrzaj vlage u konacnom produktu te se iz ovog eksperimenta ne moze odrediti njihov
znacaj. Svi uzorci su pripravljeni pri istoj ulaznoj temperaturi plina za susenje, a kako je utjecaj
navedene temperature na sadrzaj vlage najve¢i u odnosu na druge procesne parametre (Rattes 1

Oliveira, 2007), takav ishod je i ocekivan.
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5. ZAKLJUCCI

= Mikrosfere masenog omjera hipromeloze i pektina od 1:115:1 i sadrzaja deksametazona
od 1,5 do 32,9 % uspjes$no su pripravljene suSenjem rasprsivanjem pri postavljenim
procesnim parametrima (ulazna temperatura 120°C, dotok uzorka 2,5 ili 4,5 g/min,
promjer sapnice 0,7 mm, protok komprimiranog zraka 600-700 N1/h, rad aspiratora na

50% kapaciteta).

= Uspjesnost uklapanja lijeka u mikrosfere iznosila je od 91,3 £ 3,2% do 104,5 + 4,9%.
Nije zabiljezen znacajniji utjecaj sastava i dotoka rasprSivane otopine na promatrano

svojstvo mikrosfera.

* Mikrosfere su manje opsezno bubrile u umjetnom nazalnom fluidu (SNF) nego u

procisc¢enoj vodi, a uslijed umrezavanja pektina ionima kalcija prisutnim u SNF-u.

= Profili oslobadanja lijeka iz mikrosfera slicni su profilu otapanja krutine
deksametazona. Za odabrane mikrosfere zabiljezeno je oslobadanje 48,1 do 58,8%
sadrzaja uklopljenog lijeka ve¢ nakon 10 minuta, a visSe od 92,7% uklopljenog lijeka
oslobodeno je nakon 60 minuta. Takav profil oslobadanja odgovara nazalnoj primjeni

mikrosfera, s obzirom na oc¢ekivano vrijeme njihovog zadrzavanja na nosnoj sluznici.

» Sadrzaj vlage u mikrosferama bio je u rasponu od 3,2 = 0,8% do 9,1 = 0,2%, Sto je
prihvatljivo za higroskopne praSke. Nije uocena ovisnost sadrzaja vlage u mikrosferama
o dotoku susene otopine, Sto potvrduje prikladnost postavljenih parametara suSenja za

izradu ispitivanih mikrosfera.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Nazalna primjena kortikosteroida veoma je zastupljena u lijeCenju bolesti nosne
sluznice. Najces¢i farmaceutski oblik za nazalnu primjenu kortikosteroida je suspenzija. Kao
teku¢i oblik, suspenzija je podlozna curenju iz nosne Supljine i mukocilijarnom klirensu.
Praskasti sustavi mogu osigurati dulje zadrzavanje lijeka na nosnoj sluznici te vecu stabilnost
uz manju upotrebu konzervansa u odnosu na tekuce oblike za nazalnu primjenu. SuSenje
rasprSivanjem prikladna je metoda izrade praskastih sustava, s mogucénoScu prilagodbe
procesnih i formulacijskih parametara u svrhu dobivanja Zeljenih fizi¢ko-kemijskih svojstava

konac¢nog produkta.

Cilj ovog diplomskog rada bio je pripraviti mikrosfere za nazalnu primjenu
deksametazona (u obliku natrijevog deksametazon fosfata) temeljene na pektinu i hipromelozi
metodom susenja rasprSivanjem te ispitati utjecaj koncentracije sastavnica i dotoka uzorka na
iskoriStenje procesa, sadrzaj lijeka u mikrosferama, svojstva bubrenja mikrosfera, profil
oslobadanja lijeka te sadrzaj vlage. Mikrosfere masenog omjera hipromeloze i pektina od 1:1 1
5:1 1 sadrzaja lijeka od 1,5 do 32,9 % uspjesno su pripravljene suSenjem raspr$ivanjem uz
koristenje sapnice promjera 0,7 mm te pri ulaznoj temperaturi plina za susenje od 120°C, dotoku
susene otopine od 2,5 ili 4,5 g/min, protoku komprimiranog zraka 600-700 Nl/h te radu
aspiratora na 50% kapaciteta. Postignuta je velika uspjeSnost uklapanja lijeka u mikrosfere
(91,3 £3,2% do 104,5 £ 4,9%) neovisno o sastavu i dotoku rasprSivane otopine. Mikrosfere su
u procesu bubrenja apsorbirale manji volumen umjetnog nazalnog fluida (SNF) nego
proc¢is¢ene vode, a uslijed umrezavanja pektina ionima kalcija prisutnim u SNF-u. Profili
oslobadanja lijeka iz mikrosfera sli¢ni su profilu otapanja krutine natrijevog deksametazon
fosfata. Ve¢ nakon 10 minuta, iz mikrosfera je oslobodeno 48,1 do 58,8% uklopljenog lijeka, a
viSe od 92,7% uklopljenog lijeka oslobodeno je nakon 60 minuta. Takav profil oslobadanja
odgovara nazalnoj primjeni mikrosfera, s obzirom na oc¢ekivano vrijeme njihovog zadrzavanja
na nosnoj sluznici. Sadrzaj vlage u mikrosferama bio je u rasponu od 3,2 + 0,8% do 9,1 = 0,2%,
Sto je prihvatljivo za higroskopne praske. Nije uocena ovisnost sadrzaja vlage u mikrosferama
o dotoku suSene otopine, ¢ime je potvrdena prikladnost postavljenih parametara suSenja za

izradu ispitivanih mikrosfera.
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Nasal drug administration of corticosteroids is widely used in the treatment of nasal
mucosa disorders. The most common pharmaceutical form of nasal corticosteroids is
suspension. Being a liquid formulation, suspension is susceptible to leakage from the nasal
cavity and mucociliary clearance. Powders may assure prolonged drug retention at the nasal
mucosa and improved stability with reduced use of preservatives compared to nasal liquid
formulations. Spray drying is a suitable method for the preparation of powders, with the
possibility of adjusting process and formulation parameters in order to achieve targeted

physicochemical properties of the final product.

The aim of this thesis was to prepare spray dried pectin/hypromellose microspheres for
nasal application of dexamethasone (in the form of dexamethasone sodium phosphate) and to
evaluate the influence of feed composition and flow rate on the process yield, microsphere drug
loading, swelling properties, drug release and moisture content. Microspheres with
hypromellose to pectin weight ratio of 1:1 and 5:1 and drug loading of 1.5 to 32.9% were
successfully prepared by spray drying method using 0.7 mm nozzle, at inlet temperature of
120°C, feed flow rates of 2.5 or 4.5 g/min, compressed air flow rate of 600-700 N1/h and 50%
of aspirator capacity. High entrapment efficiency of drug in microspheres was achieved (91.3
+ 3.2% to 104.5 + 4.9%) regardless of the feed composition and flow rate. Microspheres
absorbed less volume of simulated nasal fluid (SNF) compared to distilled water, due to pectin
crosslinking with calcium ions present in SNF. Drug release profiles from microspheres were
similar to dissolution profile of solid dexamethasone sodium phosphate. In only 10 minutes,
48.1 to 58.8% of the entrapped drug was released from the microspheres, and more than 92.7%
of the entrapped drug was released in 60 minutes. Such release profile is suitable for nasal route
of administration, considering the expected microsphere residence time at the nasal mucosa.
The moisture content of the microspheres ranged from 3.2 + 0.8% to 9.1 + 0.2%, which is
considered acceptable for hygroscopic powders. The relationship between moisture content in
microspheres and feed flow rate was not observed, which confirmed the suitability of spray

drying parameters employed in the production of the microspheres.
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Nasal drug administration of corticosteroids is widely used in the treatment of nasal mucosa disorders. The most common
pharmaceutical form of nasal corticosteroids is suspension. Being a liquid formulation, suspension is susceptible to
leakage from the nasal cavity and mucociliary clearance. Powders may assure prolonged drug retention at the nasal
mucosa and improved stability with reduced use of preservatives compared to nasal liquid formulations. Spray drying
is a suitable method for the preparation of powders, with the possibility of adjusting process and formulation parameters
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The aim of this thesis was to prepare spray dried pectin/hypromellose microspheres for nasal application of
dexamethasone (in the form of sodium dexamethasone phosphate) and to evaluate the influence of feed composition and
flow rate on the process yield, microsphere drug loading, swelling properties, drug release and moisture content.
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