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1. UvOD

1.1. Nazalna primjena lijekova

Porast zainteresiranosti za nazalnu primjenu lijekova u posljednje je vrijeme prisutan u
znanstvenoj zajednici zbog brojnih moguénosti koji ovaj put primjene lijekova nudi. Neke od
glavnih znacajki jesu mogucnost dostave lijeka izravno u mozak, lokalno, specifi¢no i brzo
djelovanje lijeka, zaobilazenje krvno — mozdane barijere kao i metabolizma prvog prolaska
lijeka kroz jetru te smanjenje mogucénosti pojave sistemskih nuspojava (Kashyap i Shukla,
2019). Ono $§to ovaj neinvazivni 1 bezbolni put primjene lijekova ¢ini dodatno pogodnim jesu
jednostavnost 1 sigurnost primjene. Nadalje, nazalna primjena lijekova je 1 pogodan alternativni
put primjene lijekova za pacijente koji nisu u stanju uzimati oralne oblike lijekova (Alghareeb
i sur., 2024). Najcesc¢e se koristi kod razvoja novih lijekova protiv bolova, cjepiva, lijekova

protiv migrene, citostatika i hormonskih lijekova (Piazzini i sur., 2019).

Izazovi u nazalnoj primjeni lijekova protezu se od jednostavnijih u vidu patoloskih stanja kao
Sto su obi¢na prehlada ili rinitis, ali 1 do kompleksnijih kao §to su slozenost strukture nosne
Supljine, mukocilijarni klirens i enzimska razgradnja pojedinih lijekova, zbog Cega je potrebno
razvijati formulacije koje su sposobne nadvladati ove probleme i omoguciti adekvatno lije¢enje

pacijenata ovim putem primjene lijekova (Kashyap i Shukla, 2019).

1.1.1. Grada nosne Supljine
Anatomski dio tijela koji je u fokusu ovog rada naziva se nosna Supljina. Ona se sastoji od dvije

nepovezane Supljine koje su odvojene pregradom zvanom septum. Volumni kapacitet same

Supljine iznosi oko 15 mililitara, dok je ukupna povrsina oko 150 cm? (Chavda i sur., 2022).

Tri regije na koje se dijeli nosna Supljina nazivaju se vestibularna, respiratorna i olfaktorna
(Slika 1.) Svaka od tih regija ima specificne funkcije te gradu koje ih ¢ine prikladnim mjestima
za ciljanu dostavu lijekova. Regija najbliza nosnicama i dodiru s okolinom naziva se
vestibularnom (ili anteriornom) regijom. Sadrzi dlacice koje sluze filtriranju udahnutih Cestica
kako bi se uklonile Stetne Cestice udahnute iz zraka. Apsorpcija lijekova u ovoj je regiji vrlo
ograni¢ena zbog njene male povrsine 1 viSeslojnog plocastog epitela kojim je prekrivena. Iduca
po redu je respiratorna regija koja je povrSinom i vaskulaturom najveéa §to ju ¢ini dobrim
mjestom za apsorpciju lijekova. Prekrivena je respiratornim epitelom koji sadrzi Cetiri tipa
stanica: vréaste, cilijarne i necilijarne cilindri¢ne te bazalne stanice. Ono §to ovu regiju takoder
¢ini jednom od glavnih meta u nazalnoj primjeni lijekova jest inerviranost ograncima

trigeminalnog zivca koji predstavlja jednu od potencijalnih meta za prijenos lijekova izravno u



sredi$nji Ziv€ani sustav, odnosno mozak (Erdd i sur., 2018). Posljednja je olfaktorna regija koja
je zasluzna za osjet njuha preko olfaktornih stanica koje se u njoj nalaze, ali je 1 izravna
poveznica izmedu nosne Supljine i srediSnjeg zivéanog sustava pa je zbog toga glavna meta za

izravnu dostavu lijekova do srediSnjeg ziv€anog sustava, zaobilazec¢i krvno — mozdanu barijeru

(Chavda i sur., 2022).

1 - Anteriorno podrucje nosne Supljine

2 - Olfaktorno podru¢je nosne Supljine
3 - Respiratorno podruéje nosne Supljine

4 - Posteriorno podrucje nosne §upljine

Slika 1. Grada nosne Supljine (izradeno pomoc¢u www.biorender.com, kori§tena probna

verzija)


http://www.biorender.com/

1.1.2. Farmaceutski oblici za nazalnu primjenu
Trenutno najceséi oblici lijekova za nazalnu primjenu su tekuce formulacije koje dolaze u

obliku kapi ili spreja. Nakon primjene farmaceutskog oblika lijeka nazalnim putem, kapljice ili
Cestice lijeka adheriraju na sluznicu u nosnoj Supljini. Neprestano micanje nosnih trepetljiki
(cilija) dovodi do transporta sluzi prema grlu, $to se naziva mukocilijarnim klirensom.
Nedostatak konvencionalnih teku¢ih oblika jest kratko vrijeme zadrZavanja na nazalnoj sluznici
upravo zbog mukocilijarnog klirensa koji uklanja sav sadrzaj iz nosne Supljine za 15 — 20
minuta, Sto rezultira smanjenom raspolozivosti lijeka na mjestu primjene (Trenkel 1 Scherlies,
2023). Inovativni farmaceutski oblici, kao Sto su in situ gelirajui sustavi, koriste se zbog
sposobnosti da zadrze lijek u nosnoj Supljini, smanje mukocilijarni klirens 1 enzimsku
razgradnju, te povecaju bioraspolozivost lijeka stvaranjem gela iz kojeg se lijek postepeno
oslobada (Agrawal 1 sur., 2020). Primjer jednog takvog oblika jest PecFent, otopina u obliku
spreja za nos koja sadrzi fentanil. Prilikom primjene dobiva se maglica koja se u nosnoj Supljini
u dodiru s kalcijevim ionima pretvara u gel iz kojeg lijek difundira i apsorbira se putem sluznice.
Apsorpcija intranazalno primjenjenog PecFenta vrlo je brza te vrijeme do postizanja vrsne
koncentracije (Tmax) iznosi u rasponu od 15 — 21 minute, dok u usporedbi s njime, Tmax za oralni
transmukozni oblik fentanila iznosi 90 minuta. Zbog toga se primjenom nazalnog oblika brze
postize vrSna koncentracija lijeka u plazmi (Cmax) nego primjenom oralnog transmukoznog
oblika. Relativna bioraspolozivost nazalnog oblika je otprilike 1,2 puta veca nego za oralni

transmukozni oblik fentanila (PecFent, Sazetak opisa svojstava lijeka).

U danasnje vrijeme, sve se viSe radi na razvoju praskastih farmaceutskih oblika za nazalnu
primjenu koji se pomno dizajniraju s ciljem savladavanja izazova nazalne primjene lijekova,
odnosno s ciljem poboljSanja raspolozivosti i stabilnosti formulacija. U slu¢aju primjene
nazalnih prasaka s ciljem sistemske apsorpcije, bioraspolozivost je poboljSana zbog brze
apsorpcije, male enzimske razgradnje i zaobilaZenja prvog prolaska kroz jetru. Ovaj put takoder
pruza moguénost uzimanja lijekova za pacijente koji nisu u mogucnosti koristiti oralne oblike
lijekova (Espinoza 1 sur., 2019). U tu svrhu, praskastim se oblicima uz djelatnu(e), dodaju
pomocne tvari kao Sto su mukoadhezivni polimeri i inhibitori enzima. Mukoadhezivni polimeri
jace se vezu za nazalnu sluznicu te usto navlace vodu ¢ime usporavaju mukocilijarni klirens 1
time produljuju vrijeme zadrzavanja lijeka na sluznici te omogucuju bolju raspolozivost lijeka.
Inhibitori enzima koriste se kako bi zastitili djelatne tvari kao S§to su proteini ili peptidi od

enzimske razgradnje na sluznici i time povecali (bio)raspolozivost lijeka (Chavda i sur., 2022).



1.2. SuSenje rasprSivanjem
Susenje rasprSivanjem proces je ¢iji poceci datiraju jos iz 19. stoljeca, to¢nije 1872. godine kada

je patentiran. Proces se temelji na prevodenju tekuc¢ih oblika, kao $to su otopine, suspenzije i
emulzije u suhi, praskasti oblik uklanjanjem tekuceg disperzijskog sredstva uz pomoc¢
zagrijanog plinovitog medija (Noske i sur., 2024). Zbog poboljSane mikrobioloske i kemijske
stabilnosti, kao 1 lakSeg transporta, proces je Siroko koristen u farmaceutskoj, ali i prehrambenoj

industriji (Dantas i sur., 2024).

Cetiri glavna dijela uredaja za suSenje raspriivanjem su komora za susenje, atomizator,
aspirator 1 ciklon u kojem se sakuplja produkt suSenja. Nakon S$to se kapljice tekucine
atomiziraju, ulaze u komoru za suSenje gdje se nalazi zagrijani plinoviti medij. Dolazi do
isparavanja otapala i stvaranja ¢vrstih Cestica koje se u ciklonu odvajaju od plinovitog medija i
sakupljaju u spremnik za sakupljanje produkta (Ziaee i sur., 2019). Na izgled i fizicko-kemijska
svojstva produkta ponajvise utjecu procesni parametri kao Sto su ulazna i izlazna temperatura,
kapacitet rada aspiratora te snaga sapnice. Kako bi se dobio uzorak sa $to manje ostatne vlage,
potrebno je ulaznu temperaturu drzati Sto viSom, a razliku izmedu ulazne i izlazne temperature
Sto manjom. Povecani kapacitet aspiratora osigurava krace vrijeme zadrZzavanja u komori za
suSenje, Sto rezultira boljim odvajanjem cCestica u ciklonu, ali i ve¢im sadrzajem ostatne vlage.
Veca snaga sapnice rezultira dobivanjem manjih Cestica (Potocki, 2022). Dvije najceSce
koriStene vrste sapnica u procesima susenja rasprsivanjem jesu ultrazvucna i bifluidna sapnica.
Bifluidne sapnice koriste strujanje dvaju plinova, jednog za atomiziranje, a drugog za
odrzavanje potrebnog tlaka pod kojim se tekuci uzorak atomizira. Pogodne su za uzorke visoke
viskoznosti 1 za kontroliranje veli¢ine atomiziranih kapljica (Liang i sur., 2018). Za razliku od
bifluidnih, ultrazvuc¢ne sapnice rade na principu pretvaranja zvuénih valova visokih frekvencija
u mehanicku energiju koja djeluje na tekuci uzorak i po izlasku iz sapnice ga pretvara u kapljice

odgovarajuce veli¢ine (Slika 2.) (www.sono-tek.com).



Ultrazvucna
sapnica s kanalom
za tekudi uzorak

Atomizirani
tekudi uzorak

oy 111§

Elektrieni konektor
do ultrazvucnog
generatora

Slika 2. Shematski prikaz ultrazvucne sapnice (prilagodeno prema www.sono-tek.com)

Neke od najvecih prednosti procesa su relativno kratko vrijeme susenja, moguénost koristenja
tvari osjetljivih na poviSenu temperaturu s obzirom da suhe Cestice nikad ne dostizu ulaznu
temperaturu susenja, moguénost dizajniranja produkata specifi¢nih karakteristika te dosljedna
kakvoca praskastog produkta kroz cijeli proces, dok su najveci nedostatci procesa visoka cijena

opreme te mala iskoriStenja procesa (Ziaee i sur., 2019).

1.3. Natrijev hijaluronat
Hijaluronska kiselina supstanca je koja se prirodno nalazi u ljudskome organizmu u sklopu

koze, zglobova i vezivnog tkiva i jedan je od klju¢nih dijelova izvanstanicnog matriksa. Njene
klju¢ne uloge u organizmu ukljucuju hidrataciju 1 lubrikaciju tkiva 1 koZe, barijernu i potpornu
funkciju, smanjivanje upalnog odgovora i pospjesSivanje zacjeljivanja rana (Adamyan i sur.,
2024). Natrijev hijaluronat (Slika 3.) oblik je natrijeve soli hijaluronske kiseline ¢ija se struktura
sastoji od ponavljaju¢ih disaharidnih jedinica Na-glukuronat-N-acetilglukozamina povezanih
izmjenjuju¢im B-1,3 1 B-1,4 glikozidnim vezama Cineci zajedno dugi polimerni lanac. Ovaj
oblik topljiv je u vodi i ima dobru sposobnost navlacenja vode ¢ime potic¢e hidrataciju tkiva
(Cuomo i sur., 2024). Procesom suSenja rasprSivanjem najc¢eS¢e se formuliraju mikrosfere s
natrijevim hijaluronatom kao jednim od ekscipijensa zbog njegove biokompatibilnosti i
neimunogenosti, te mogucnosti uklapanja u sustave za parenteralnu upotrebu ili dostavu lijeka

putem disnog sustava. Kim i Kim (2015) prouc¢avali su razvoj mikrosfera natrijeva hijaluronata

5
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dobivenih suSenjem rasprsivanjem u koje je bio uklopljen humani hormon rasta te su zakljucili
da se natrijev hijaluronat pokazao kao odlican ekscipijens zbog ve¢ navedenih svojstava.
Martinelli i suradnici (2016) takoder su proucavali praskaste sustave s uklopljenim natrijevim
hijaluronatom za dostavu lijekova u pluca, te su zakljucili kako je natrijev hijaluronat u stanjima
bolesti odli¢an izbor zbog svojih protuupalnih svojstava, remodeliranja tkiva te funkcijama

povezanima s receptorom CD44.

Slika 3. Struktura natrijeva hijaluronata (preuzeto s chemicalbook.com)

Zbog svojih dobrih svojstava, biokompatibilnosti, biorazgradivosti i neimunogenosti,
hijaluronska se kiselina ¢esto koristi u raznim podrucjima medicine kao Sto su ortopedija,
oftalmologija, lijeCenje osteoartritisa, dermatologija, ali 1 u kozmeticke svrhe (Necas 1 sur.,
2008). S obzirom na povoljan utjecaj na sluznice, u Sirokoj je upotrebi 1 u proizvodima za
nazalnu primjenu kao $to su fizioloske i hipertoni¢ne otopine za ispiranje i njegu nosne Supljine

te nazalni dekongestivi (www.halmed.hr).

1.4. Manitol
Manitol (Slika 4.), kemijske formule CsHi4Os, prirodni je Secerni alkohol koji nastaje

redukcijom manoze i glukoze. U biljkama 1 Zivotinjama prisutan je u D-konfiguraciji te je
izomer sorbitola od kojeg se razlikuje i po tome $to nije higroskopan pa se zbog toga koristi
kao pomoc¢na tvar u lijekovima sklonima hidrolizi (Blazon, 2021.). Za terapijski ucinak
farmaceutskih oblika koji u svom sastavu sadrze manitol bitni su veli¢ina i morfologija Cestica,
koji se lako kontroliraju u procesu suenja raspriivanjem (Yan i sur., 2024). Seéeri kao pomoéne

tvari Cesto se koriste za stabilizaciju proteina u formulacijama, te se manitol tu pokazao



najboljim jer poboljSava aerosolizacijska svojstva u formulacijama za inhalaciju (Arte 1 sur.,

2024).
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Slika 4. Struktura D-manitola (preuzeto s pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

U farmaceutskoj se industriji manitol pojavljuje u obliku kristalini¢nog praSka bijele boje 1
slatkog okusa. Naj€esc¢e se koristi kao punilo za ¢vrste oblike u postupcima vlazne granulacije
1 direktnog komprimiranja zbog svoje kemijske stabilnosti 1 smanjene mogucénosti za alergijske
reakcije (Valentin i sur., 2022). Osim kao punilo, manitol se koristi i kao osmotski diuretik tako
Sto povisuje osmolarnost krvne plazme Sto rezultira prelaskom vode iz tkiva u plazmu. Iz tog
se razloga koristi u lijeCenju cerebralnog edema, poviSenog intrakranijalnog tlaka i akutne
insuficijencije bubrega (www.pubchem.com). Manitol kao supstanca topljiva u vodi moze
povecati topljivost same formulacije, ali 1 pojacati proces navlacenja vode $to moze bitno
utjecati na in situ formiranje gela ukoliko je manitol dio takve formulacije (Papakyriakopoulou

isur., 2021).

1.5. Veli¢ina mikrosfera
Mjerenje veli¢ine Cestica za nazalnu primjenu lijekova koristi se za procjenu distribucije i

mjesta odlaganja primijenjenih Cestica u diSnome sustavu. Kako bi se osigurala depozicija
mikrosfera u nosnoj Supljini i izbjegao njihov odlazak u donje dijelove diSnog sustava, potrebno
je osigurati stvaranje mikrosfera prikladne veli¢ine (Mitchell JP, 2021). Europska agencija za
lijekove propisuje da vecina Cestica za nazalnu primjenu treba biti promjera ve¢eg od 10 pum
kako ne bi doslo do odlaganja u donje dijelove diSnog sustava (www.ema.europa.eu). Nadalje,
odgovarajuca veli€ina Cestica iznimno je bitna i zbog ciljanja gornjih regija nosne Supljine gdje
su smjeSteni ogranci trigeminalnog i olfaktornog zivca preko kojih se vrsi izravna dostava iz
nosne Supljine do mozga. Stoga je vazno optimirati veli¢inu s obzirom na ciljanu regiju nosne

Supljine (Pina Costa i sur., 2023; Perkusi¢ 2022).



1.6. Ostatna vlaga

1.6.1. Utjecaj vlage na stabilnost produkta

Ostatna vlaga naziv je za vlagu zaostalu u farmaceutskom obliku prilikom nekih proizvodnih
procesa poput susenja rasprsivanjem, liofilizacije ili vlazne granulacije (Nizi¢, 2017., Ohtake i
Shalaev, 2013). Preveliki udio ostatne vlage u farmaceutskom obliku moZe dovesti do
nedostatne stabilnosti 1 kakvoce proizvoda s obzirom da vlaga moze ubrzati razgradnju djelatne
1 pomo¢nih tvari, djelovati na svojstva teCenja 1 kompresibilnost te negativno utjecati na
mikrobioloSku stabilnost oblika. Postoje razli¢iti mehanizmi kojima vlaga moze negativno
utjecati na stabilnost farmaceutskog oblika. Vlaga djeluje kao plastifikator, zatim moze
sudjelovati u kemijskoj reakciji kao reaktant ili kao produkt te moze sniziti temperaturu staklista
¢ime je pokretljivost molekula manja (Ohtake i Shalaev, 2013). Kod prasaka inhalata, sadrzaj
vlage 1 koli¢ina adsorbirane vode na Cesticama uvelike mogu utjecati na fizicku stabilnost
oblika te na kapilarne sile koje uzrokuju agregaciju Cestica $to negativno utje¢e na fizicka

svojstva prasaka (Depreter i Amighi, 2010).

1.6.2. Utjecaj procesnih parametara na sadrZaj ostatne vlage
Kako bi sadrzaj vlage bio ¢im nizi i samim time stabilnost oblika ve¢a, moguce je na njega

utjecati kontroliranjem procesnih parametara tijekom procesa susenja rasprsSivanjem. Focaroli i
suradnici zakljucili su u svojem istrazivanju da su dva parametra koja imaju najveci utjecaj na
koli¢inu ostatne vlage u produktu susenja rasprSivanjem protok uzorka i ulazna temperatura
plina za suSenje. Povecanjem ulazne temperature plina za suSenje, isparavanje otapala je
ucinkovitije 1 samim time dolazi do smanjenog udjela ostatne vlage u suhom produktu. Ipak,
potrebno je uzeti u obzir i razliku ulazne i izlazne temperature. Sto je ta razlika veéa, veéi je i
konacni udio vlage (Singh i Van den Mooter, 2016). Stoga je potrebno pomno optimirati proces
suSenja rasprSivanjem s ciljem dobivanja produkta zeljenih svojstava. Udio ostatne vlage u
suhom produktu povecava se i pove¢anjem protoka uzorka te ga je stoga potrebno smanjiti kako
bi se smanjio udio vlage u produktu (Focaroli 1 sur., 2019). Parametar koji uz ova dva moze
takoder utjecati na udio ostatne vlage u produktu jest tlak na sapnici. Sto je tlak na sapnici veci,
dobivene kapljice uzorka su manje 1 iz tog razloga se brze suSe ¢ime se smanjuje udio ostatne

vlage u produktu (Kanojia 1 sur., 2016).



1.7. Svojstva teCenja prasaka
Odredivanje svojstava teCenja praSaka vrlo je vazan korak u pocetnim fazama razvoja

praskastih farmaceutskih oblika kako bi se njima moglo ispravno rukovati i dalje ih procesirati
(Saw 1 sur., 2015). Uzrok nepredvidivosti svojstava te¢enja praSaka jesu sile kohezije, odnosno
privlacenja izmedu istovrsnih Cestica i sile adhezije, odnosno privlacenja izmedu raznovrsnih
Cestica. Dva najCeS¢e koriStena parametra za odredivanje svojstava tecenja praSaka jesu
Hausnerov omjer i Carrov indeks zbog jednostavnosti mjerenja (Aulton i Taylor, 2018).
Hausnerov omjer je omjer gusto¢e nakon potresivanja i nasipne gustoce praSka te se prema
izraCunatoj vrijednosti zakljucuje kakvih je svojstava teCenja odredeni prasak. Tablica 1.
prikazuje vrijednosti Hausnerovog omjera i svojstva teCenja praska kako propisuje Europska

Farmakopeja.

Tablica 1. Povezanost svojstava te¢enja s Hausnerovim omjerom (Ph. Eur. 9.0, 2016)

Hausnerov omjer Tecenje
1,00-1,11 Izvrsno
1,12-1,18 Dobro
1,19-1,25 Zadovoljavajucée
1,26-1,34 Prolazno
1,35-1,45 Lose
1,46-1,59 Vrlo lose

>1,60 Vrlo, vrlo loSe

Uz Hausnerov omjer, u odredivanju svojstava tecenja koristi se Carrov indeks koji se takoder
racuna pomocu nasipne gustoce 1 gustofe nakon potresivanja prema formuli: CI=100[(pr-
pB)/pB], pri cemu oznaka CI oznacava Carrov indeks, pT gustoc¢u nakon potresivanja, a pB
nasipnu gustocu ispitivanog praska. Ukoliko je vrijednost Carrova indeksa iznad 25, smatra se
da prasak posjeduje losa svojstva tecenja, dok se za praske s vrijednoscu Carrova indeksa ispod

15 smatra da posjeduju dobra svojstva te¢enja (Nandi 1 sur., 2020).



1.8. Zeta potencijal
Zeta potencijal svojstvo je Cestica koje oznacava elektrostatski potencijal Cestica ili molekula u

mediju, a proizlazi iz povrsSinskog naboja, koncentracije i vrste iona u otopini. Odredivanje zeta
potencijala bitan je parametar kod koriStenja mikrosfera za nazalnu primjenu zbog negativnog
naboja stanicnih membrana 1 interakcije nabijenih Cestica i membrana (Lepur, 2017). Iako su
stani¢ne membrane negativno nabijene, do interakcije i mukoadhezije dolazi i kod negativno i
kod pozitivno nabijenih ¢estica. Vrijednosti zeta potencijala izrazavaju se u milivoltima te mogu
biti pozitivne i negativne. Ukoliko vrijednosti iznose izmedu -10 mV i +10 mV, Cestice se
smatraju relativno neutralnima, dok se Cestice s izmjerenim vrijednostima manjim od -30 mV i
ve¢im od +30 mV smatraju izrazito anionskim, odnosno kationskim (Clogston i Patri, 2011).
Mjerenje zeta potencijala odvija se po principu elektroforetske pokretljivosti, odnosno kretanja
Cestica 1 molekula izmedu elektroda pod utjecajem elektricnog polja. Vrijednost izmjerenog
zeta potencijala proporcionalna je brzini kretanja Cestica jer ¢e se Cestice koje imaju veci naboj
brze kretati izmedu elektroda pod utjecajem elektri¢nog polja (Lepur, 2017., Mohammadi-Jam
1sur., 2022).

1.9. Bubrenje mikrosfera prilikom nazalne primjene

1.9.1. Bubrenje i mukoadhezija

Prilikom nazalne primjene farmaceutskih oblika namijenjenih za izravnu dostavu lijeka do
mozga, vazno je zadrzati Cestice lijeka u nosnoj Supljini i izbje¢i njihov odlazak u donje disne
putove ili u probavni sustav i daljnje metaboliziranje prvim prolaskom kroz jetru. S ciljem
produljenja zadrZavanja Cestica u nosnoj Supljini, a samim time i poboljSanja raspoloZivosti
uklopljenog lijeka, razvijaju se in situ gelirajuéi sustavi. Takvi sustavi temelje se na
mukoadhezivnim polimerima sa sposobnoS¢u bubrenja u nosnoj Supljini pri odredenoj

temperaturi, pH 1 prisutnosti iona (Pina Costa i sur., 2023).

Temelj primjene sustava koji bubre u nosnoj Supljini jest proces mukoadhezije, odnosno
prianjanja krutog praskastog oblika na sluznicu nosa. Ovaj se proces odvija u dva koraka
prilikom kojeg se stvara veza izmedu polimera i mukoze. Prvi korak naziva se kontaktna faza
tijekom koje dolazi do moc¢enja i bubrenja polimera na sluznici. Lanci polimera oslobadaju se

u kontaktu s vodom i dolazi do stvaranja strukture gela. Drugi korak u procesu mukoadhezije
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naziva se faza ucvrS¢ivanja (engl. consolidation stage) tijekom koje nastaju veze izmedu
polimernih lanaca 1 lanaca mucina iz sluznice te dolazi do penetracije polimera u utore tkiva

nosne Supljine (Komati i sur., 2018). Mehanizam procesa mukoadhezije prikazan je na Slici 5.

Kontakina faza Faza konsolidacije

|
Farmaceutski i
oblik |

Mijesto interakcije

'
i
i
'
'
'
'
]
u
]
]
]

‘ Mukozna membrana ‘

Slika 5. Proces mukoadhezije u dva koraka (prilagodeno prema Gavini i sur., 2014)

Bubrenje polimera uvelike ovisi o svojstvima polimera te o fizioloSkim ¢imbenicima u podrucju
bubrenja kao S§to su temperatura, pH, prisustvo iona i drugi. Primjerice, pretjerana hidratacija
moze negativno utjecati na adheziju Cestica praska na sluznicu zbog pretjeranog bubrenja 1

povecanog stvaranja sluzi (Jurisi¢ Dukovski i sur., 2019).

1.9.2. Mukoadhezivni polimeri
Mukoadhezivni polimeri pokazali su se kao odli¢an izbor za nazalnu primjenu lijekova.

Karakterizirani su prikladnom biokompatibilnosti, produljuju kontakt lijeka s mjestom
depozicije, a neki od njih se mogu ponasati kao pospjesSivaci apsorpcije djelatne tvari. Osim
toga, lako su dostupni, povoljni, biorazgradivi i nisu Stetni za upotrebu s obzirom da se ne
apsorbiraju u sistemsku cirkulaciju pa samim time nisu toksi¢ni za organizam (Dolanjski, 2020,

Gazzaniga i sur., 2008, Wu i sur., 2019).

Prvi mukoadhezivni polimeri otkriveni su u 20. stoljecu te ih prema razdoblju otkri¢a dijelimo
u dvije generacije. Prvu generaciju ¢ine prirodni i sintetski hidrofilni polimeri poput derivata

celuloze, hijaluronata, pektina, Skroba, alginata i1 kitozana koji u svojoj strukturi sadrze
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funkcionalne skupine, kao Sto su karboksilna, hidroksilna i amino skupina preko kojih tvore
vodikove veze s nazalnom sluznicom. Unutar prve generacije postoji daljnja podjela na
kationske, anionske i neionske polimere. Drugu generaciju ¢ine noviji polimeri poput lektina i
tiomera koji se vezu za povrSinu sluznice specifi¢nim vezanjem kemijskih struktura (Komati 1

sur., 2018).

Castellani 1 suradnici (2024) u svome su radu koristili alginat i hidroksietilcelulozu kao
pomocne tvari za nazalnu primjenu dopamina uklopljenog u lipidne nanocestice. Zakljucili su
kako je koriStena smjesa mukoadhezivnih polimera pogodna za koriStenje u Zeljenu svrhu jer
posjeduje zadovoljavaju¢a mukoadhezivna svojstva, ne iritira sluznicu te posjeduje svojstva
pospjesivaca apsorpcije lijekova. U radu kojeg su objavili Javed i suradnici (2023) koriSten je
kitozan uklopljen u nanocestice s tobramicinom kako bi se poboljSala mukoadhezija 1
farmakokinetika. Zakljuceno je da je zbog jakih povrSinskih naboja doSlo do zadovoljavajuce
mukoadhezije 1 produljenog kontakta lijeka s ciljanim mjestom primjene Sto je dovelo do

poboljsane suradljivosti pacijenata zbog smanjenja ucestalosti doziranja lijeka.

Lektini, kao predstavnici druge generacije mukoadhezivnih polimera, u posljednje su vrijeme
sve vise koriSteni zbog svoje sposobnosti da se vezu na slobodne Secere, polisaharide,
glikoproteine ili glikolipide. Takoder su dobri kandidati za lijekove koji se primjenjuju oralno
zbog svoje rezistencije na kiseli pH 1 enzimsku degradaciju (Mansuri i sur., 2016). Adebisi 1
Conway (2014) korisitili su mikrosfere s lektinima u eradikaciji i lijeCenju infekcija
uzrokovanih bakterijom Helicobacter pylori, te su zakljucili kako je zbog pojacane
mukoadhezije produljeno i1 vrijeme zadrzavanja antibiotika u Zelucu ¢ime se poboljSava

ucinkovitost lijeCenja bolesti.

Tiomeri, kao 1 lektini, pripadaju drugoj generaciji mukoadhezivnih polimera. SadrZe tiolne
skupine preko kojih se disulfidnim vezama veZzu za glikoproteine mukoze bogate cisteinom
(Bandi i sur., 2021). Koriste se za lijekove s kontroliranim oslobadanjem zbog sposobnosti
mukoadhezije, otpornosti na razgradnju enzimima, bolje permeacije i stabiliziranja formulacija

zbog ¢ega povecavaju bioraspolozivost lijeka iz oralnih oblika (Zahra i sur., 2022).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
Nazalni put primjene lijekova sve se viSe istraZzuje u danasnje vrijeme jer se pokazao sigurnim,

neinvazivnim 1 bezbolnim nacinom primjene lijekova (Alghareeb 1 sur., 2024). Odvija se kroz
nosnu Supljinu te otvara moguénost primjene lijekova izravno do mozga putem olfaktornog i
trigeminalnog Zivca. Nazalnom primjenom lijeka zaobilazi se prvi prolazak kroz jetru te krvno-
mozdana barijera (Sipos 1 sur., 2021). Nazalni put primjene takoder se pokazao kao odlican
alternativni put primjene lijekova za pacijente koji nisu u mogucnosti koristiti oralne oblike
lijekova (Espinoza 1 sur., 2019). Vec¢ina odobrenih lijekova za nazalnu primjenu je u teku¢em
obliku. U posljednje vrijeme razvijaju se praskasti farmaceutski oblici za nazalnu primjenu koji
su karakterizirani boljim profilom stabilnosti 1 duljim zadrZzavanjem na nazalnoj sluznici. Usto,
omogucuju 1 postizanje vece koncentracije djelatne tvari na mjestu primjene (Tiozzo Fasiolo i

sur., 2018).

Susenje rasprsivanjem dobro je poznata i ¢esto koristena metoda pripreme praskastih oblika iz
tekuc¢ih u jednome koraku, te je uz to relativno jeftina i dosljedna. Jedna od glavnih prednosti
susenja rasprsivanjem je moguénost optimiranja formulacijskih i procesnih parametara ¢ime se
dobivaju produkti sa zeljenim fizicko-kemijskim svojstvima, kao $to su velicina i oblik Cestica
(Strojewski 1 Krupa, 2022). KoriStenje ultrazvucne sapnice kao atomizatora tekuceg uzorka
omogucuje dobru kontrolu veli¢ine dobivenih Cestica te postizanje uze raspodjele veliCine

Cestica (Khaire 1 Gogate, 2020).

Prilikom razvoja praskastog farmaceutskog oblika za nazalnu primjenu, bitno je odabrati
prikladne pomoc¢ne tvari te optimirati svojstva farmaceutskog oblika uzimajuc¢i u obzir
anatomske 1 fizioloske znacajke nosne Supljine. Vec¢ina Cestica farmaceutskog oblika za nazalnu
primjenu treba biti ve¢a od 10 um s ciljem izbjegavanja prolaska praskastog sustava u donje
diSne putove (www.ema.europa.eu). Za praSkaste nazalne farmaceutske oblike vazno je
svojstvo navlaCenja tekucéine, odnosno bubrenja, kojim se stvara mukoadhezivni gel te
omogucuje produljeno zadrzavanje na mjestu primjene (Jurisi¢ Dukovski i sur., 2019). Natrijev
hijaluronat je biokompatibilan, mukoadhezivan polimer koji ima povoljna biofarmaceutska
svojstva za nazalnu sluznicu (Gelardi 1 sur., 2013). Manitol se koristi kao nosa¢ u razvoju
farmaceutskih oblika za nazalnu i pulmonalnu primjenu zbog dobrih svojstava aerosolizacije
(Arte 1 sur., 2024). KoriStenje mukoadhezivnih polimera omogucuje produljeni kontakt
farmaceutskog oblika s nosnom sluznicom, dok inertno punilo osigurava prikladnu veli¢inu

Cestica za nazalnu primjenu.
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Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj koncentracije manitola na fizicko-kemijska svojstva
mikrosfera natrijevog hijaluronata i manitola pripravljenih procesom susenja rasprSivanjem.
Pripravljenim mikrosferama odredena su sljedeca svojstva: veli¢ina Cestica, sadrzaj ostatne

vlage, svojstva tecenja, zeta potencijal i svojstva bubrenja.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

U svrhu izrade mikrosfera u ovom radu koriSteni su natrijev hijaluronat (Contipro, Ceska), D-
manitol (dalje u tekstu manitol; Lach-Ner, Ceska) i pro¢is¢ena voda. Etanol (96%, V/V) koriten
u metodama nabavljen je od proizvodaca Gram-mol, Hrvatska. Za izradu simuliranog nosnog
fluida (engl. Simulated Nasal Fluid, SNF) otopljeni su NaCl (Alkaloid AD, Sjeverna
Makedonija) pri koncentraciji od 150 mM, KCl (Gram-mol, Hrvatska) pri koncentraciji od 40
mM i1 CaCl,x2H>0 (Sigma-Aldrich, Njemacka) pri koncentraciji od 5,3 mM u prociséenoj vodi.

3.2. Metode

3.2.1. Priprema otopina za suSenje rasprsivanjem

Otopine za suSenje rasprSivanjem izradene su otapanjem izvaganog natrijevog hijaluronata u
prociséenoj vodi, uz mijeSanje na magnetskoj mijesalici tijekom 24 sata pri sobnoj temperaturi
1 zatim dodavanjem razli¢itih koli¢ina manitola, te ponovnim mijeSanjem na magnetskoj
mijesalici 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Za kraj je provedeno soniciranje otopine kroz jednu

minutu kako bi se uklonio preostali zrak iz otopine.
Sastav pripravljenih otopina prikazan je u Tablici 2.

Tablica 2. Sastav vodenih otopina za pripravu mikrosfera

Koncentracija natrijevog Koncentracija manitola
Uzorak
hijaluronata (%, m/V) (%, m/V)
1 0,5 5,0
2 0,5 6,0
3 0,5 7,0
4 0,5 8,0
5 0,5 10,0
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3.2.2. SuSenje rasprSivanjem i izracun iskoriStenja procesa
Mikrosfere su izradene postupkom suSenja rasprSivanjem pomocu uredaja Biichi Mini Spray

Dryer B-290 (Biichi Labortechnik, Svicarska) s ultrazvuénom sapnicom koji je prikazan na
Slici 6. Ulazna temperatura tijekom susenja iznosila je 120 °C, dok je izlazna temperatura
iznosila izmedu 71°C i 76°C. Aspirator je bio postavljen na 100 % kapaciteta, peristalticka

pumpa na 5 %, a snaga ultrazvucne sapnice je bila postavljena na 65 %.

Za izraCun iskoriStenja procesa, prije samog suSenja rasprSivanjem izvagana je prazna epruveta
u koju je sakupljan praskasti uzorak nakon procesa suSenja rasprSivanjem. Ta ista epruveta je
izvagana i nakon sakupljanja praskastog uzorka dobivenog susenjem rasprsivanjem. Od mase
epruvete s uzorkom oduzeta je masa prazne epruvete kako bi se dobila masa uzorka koja je
uzeta u izraun iskoriStenja. Masa suhe tvari odredena je iz masenog udjela manitola i
natrijevog hijaluronata u otopinama prije suSenja. IskoriStenje procesa (I) izraCunato je pomocu

te dvije vrijednosti masa pomocu formule:

masa dobivenih mikrosfera (g)
I'(%) = . T — —— X 100
masa suhe tvari u otopini prije suSenja rasprsivanjem (g)

Slika 6. Biichi Mini Spray Dryer B-290
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3.2.3. Odredivanje sadrzaja vlage
Sadrzaj vlage u uzorcima odreden je pomocu halogenog vlagomjera (HX204, Mettler Toledo,

SAD; Slika 7.) metodom gubitka pri suSenju. Nakon $to je posudica na koju se stavlja uzorak
postavljena u uredaj i tarirana, na nju je ravnomjerno naneseno 0,2 grama uzorka mikrosfera i
zapoceta je analiza pri ¢emu je uzorak susSen tijekom 2 minute pri temperaturi od 120 °C.
Mjerenje je provedeno u triplikatu, a rezultat je izrazen kao udio izgubljene mase prilikom

suSenja u postotku.

Slika 7. Halogeni vlagomjer (Mettler Toledo, model HX204)

3.2.4. Mjerenje veli¢ine mikrosfera
Raspodjela veli¢ina mikrosfera i udio mikrosfera promjera manjeg od 10 pum analizirani su

koriste¢i uredaj Mastersizer 3000 s Hydro SV ¢elijom (Malvern Panalytical Ltd, Ujedinjeno
Kraljevstvo; Slika 8.) metodom laserske difrakcije. Uzorak za analizu dobiven je
dispergiranjem male koli¢ine mikrosfera (oko 5 mg) u 10 ml etanola (96%, V/V) koji je zatim
soniciran s ciljem $to boljeg dispergiranja mikrosfera. Prije mjerenja samog uzorka mikrosfera,
uredaj je kalibriran etanolom kako bi se ponistile pozadinske interferencije. Nakon toga, u ¢eliju
je dodan uzorak s mikrosferama i magnet kako bi se sprijecila sedimentacija mikrosfera i
nastanak vec¢ih aglomerata koji bi smetali u analizi. Uzorak je dodavan do zasjenjenja izmedu

10 % 120 %, nakon Cega je pokrenuta analiza. Mjerenje je provedeno u pentaplikatu, a dobiveni
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rezultati su izrazeni vrijednostima Dy (10), Dy (50) i Dy (90), kao 1 udjelom cestica manjih od

10 pm.

Slika 8. Mastersizer 3000

3.2.5. Odredivanje svojstava teenja prasaka
Svojstva teenja praSkastog uzorka mikrosfera odredena su mjerenjem nasipne gustoce (engl.

bulk density) 1 gusto¢e nakon potresivanja (engl. tapped density), odnosno izra¢unavanjem
Hausnerovog omjera. Izvaganih 200 mg mikrosfera stavljeno je u plasti¢nu brizgaljku, ¢ije je
dno zatvoreno parafilmom 1 ljepljivom trakom. Odmah nakon dodatka uzorka u brizgaljku
oCitan je volumen prije potresivanja. Nakon toga, brizgaljka je potresivana do ocitanja
volumena koji se ne mijenja dodatnim potresivanjem (oko 100 puta). Iz dobivenih volumena 1
poznate masa mikrosfera izracunate su nasipna gustoca i gusto¢a nakon potresivanja. Mjerenja

su provedena u triplikatu za svaki pojedini uzorak. Hausnerov omjer izraunat je prema formuli:

gustota nakon potresivanja

Hausnerov omjer = - ~
nasipna gustoca
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3.2.6. Mjerenje zeta potencijala uzoraka
Za mjerenje zeta potencijala mikrosfera koriSten je uredaj Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical

Ltd, Ujedinjeno Kraljevstvo; Slika 9.). Mala koli¢ina uzorka (vrh $patule) dispergirana je u 10
mL 10 mM otopine NaCl, nakon ¢ega je pomocu Sprice uzorak dodan u kivetu za mjerenje zeta
potencijala. Kiveta je zatim zatvorena odgovaraju¢im ¢epi¢ima i stavljena u uredaj kako bi se

izmjerio zeta potencijal uzorka. Mjerenja svih uzoraka provedena su u triplikatu.

Slika 9. Zetasizer Ultra (Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo)

3.2.7. Ispitivanje bubrenja mikrosfera
Bubrenje mikrosfera ispitano je indirektnom, volumetrijskom metodom pomocéu Franzove

difuzijske celije (Martinac 1 sur., 2005). Franzova difuzijska ¢elija postavljena je na metalni
stalak 1 uravnotezena pomocu libele. Vanjski dio celije spojen je silikonskim cijevima s
vodenom kupelji u kojoj se nalazila voda termostatirana pri 34 °C, dok je u receptorski dio
¢elije kao medij za bubrenje dodana prociséena voda u jednom, odnosno SNF u drugom setu
mjerenja. Na polupropusnu poliamidnu membranu promjera pora 0,45 pm (Sartorius Stedim
Biotech, Njemacka) kroz sito je ravnomjerno izvagano 10 mg mikrosfera i membrana je
umetnuta izmedu receptorskog i1 donorskog odjeljka ¢elije. Tijekom 15 minuta praceno je
smanjivanje razine medija za bubrenje iz receptorskog odjeljka u postrani¢noj cjevcici te je

svake 3 minute pomocu graduirane Sprice dodan potreban volumen medija za bubrenje.
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Rezultati su izraZeni kao ukupni volumen dodanog medija za bubrenje tijekom 15 minuta po
masi mikrosfera na membrani, odnosno ukupni volumen dodanog medija za bubrenje tijekom
15 minuta po masi natrijevog hijaluronata u uzorku mikrosfera na membrani. Za svaki uzorak

mjerenje je provedeno u triplikatu.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. IskoriStenje suSenja rasprsivanjem

Procesom suSenja rasprSivanjem pripravljene su mikrosfere manitola 1 natrijevog hijaluronata.
Parametri suSenja kao Sto su ulazna temperatura (postavljena na 120 °C), izlazna temperatura
(70 °C —74 °C), kapacitet aspiratora (postavljen na 100 %), postavka peristalticke pumpe (5 %,
2 mL/min) i snaga sapnice (postavljena na 65 %) bili su jednaki prilikom suSenja svih
pripravljenih otopina. IskoriStenje procesa suSenja rasprSivanjem bilo je u relativno uskom
rasponu od 39,7 % do 45,1 % (Tablica 3.), pokazujuéi da raspon primijenjenih koncentracija

manitola nije utjecao na iskoristenje procesa.

Tablica 3. IskoriStenja procesa suSenja rasprsivanjem

Uzorak Konc. natrijevog Konc. manitola u IskoriStenje (%)
hijaluronata u otopini za suSenje
otopini za suSenje (%, m/V)
(Yo, m/V)
1 0,5 5,0 42,8
2 0,5 6,0 39,7
3 0,5 7,0 43,6
4 0,5 8,0 45,1
5 0,5 10,0 39,4

Valentin i suradnici (2022) susili su otopinu manitola 1 polistirena koriste¢i uredaj Biichi Mini
B-191. U navedenom radu, ulazna temperatura bila je 120 °C, izlazna temperatura iznosila je
43 °C, protok uzorka bio je 5 mL/min, a protok zraka 29,4 m*/h. Pri navedenim parametrima,
dobiveno iskoriStenje iznosilo je oko 25 %, Sto je znatno manje od iskoriStenja dobivenih u
ovome eksperimentu. Usporedbom rezultata u navedenom radu i rezultata dobivenih u ovom
eksperimentu, moze se zakljuciti da su rezultati zadovoljavajuéi jer je pri postavljenim
parametrima iskoriStenje procesa suSenja rasprSivanjem bilo znatno vece u usporedbi s

iskoriStenjem u navedenom radu.
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4.2. Sadrzaj vlage
U praSkastim sustavima, vlaga moZe imati znacajan negativni utjecaj na svojstva praska jer

moze uzrokovati promjenu povrsine Cestica 1 aglomeraciju (Wu 1 sur. 2014). Nadalje, Shan i
suradnici (2016) zakljucili su kako visoki sadrzaj vlage u uzorku moze dovesti do aglomeracije
Cestica, a samim time i smanjenja stabilnosti mikrosfera i djelatnih tvari te da bi iz tog razloga
sadrzaj vlage u takvim uzorcima trebao biti manji od 10 %. Izmjereni sadrZaj vlage za uzorke
u ovom radu bio je u rasponu od 1,25 £+ 0,50 % do 1,98 = 0,52 % (Tablica 4.) §to je izvrsno s

obzirom na koristeni postupak dobivanja suhog produkta (Shan i sur., 2016).

Tablica 4. Sadrzaj vlage u mikrosferama pripravljenim metodom susSenja raspr§ivanjem

Uzorak Konc. natrijevog Konc. manitola u Sadrzaj vlage (%)
hijaluronata u otopini za suSenje
otopini za suSenje (%, m/V)
(Yo, m/V)
1 0,5 5,0 1,98 +£0,52
2 0,5 6,0 1,25+ 0,50
3 0,5 7,0 1,85 +0,29
4 0,5 8,0 1,92 +£ 0,02
5 0,5 10,0 1,48 £ 0,50

Vrijednosti sadrzaja vlage prikazane su kao srednja vrijednost +£ SD (n=3).

Focaroli i sur. (2019) dokazali su u svome radu kako na sadrzaj vlage prilikom priprave uzoraka
suSenjem rasprsivanjem utjecu ulazna temperatura i protok uzorka. Sadrzaj vlage u njihovim
uzorcima bio je izmedu 1,51 6,1 %, a bio je najmanji kod uzoraka kod kojih je tijekom susenja
ulazna temperatura bila najveca, a protok uzorka najmanji. Ova dva parametra bili su jednaki
za sve uzorke pripravljene u ovom eksperimentu, stoga nije iznenadujuce da su i vrijednosti
sadrzaja vlage sli¢ne za sve uzorke. Takoder se moze zakljuciti da sadrzaj manitola u otopini za

suSenje nije bitno utjecao na sadrzaj vlage u mikrosferama.
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4.3. Veli¢ina i raspodjela veli¢ina mikrosfera
Vecina farmaceutskih oblika u obliku praSaka sastoji se od Cestica koje nisu pravilnog oblika

sfere 1 koje su razlicitih veli¢ina. Iz razloga Sto su nepravilnog oblika, njihova se veli¢ina
opisuje ekvivalentnim sfericnim promjerom koji oznac¢ava promjer kugle koja odgovara Cestici
nepravilnog oblika u jednom od njenih svojstava (Aulton i Taylor, 2018). S obzirom da je u
ovom eksperimentu metoda za mjerenje veliCine Cestica bila laserska difrakcija, rezultati su
izrazeni kao volumni promjeri Dy. Volumni promjer oznacava promjer sfere koja ima jednak
volumen kao i promatrana Cestica (Aulton i Taylor, 2018). Raspodjela Cestica izrazena je preko
volumnih promjera Dy10, Dy50 i Dy90 koji oznacavaju promjer 10 %, 50 % i 90 % ukupnog
volumena Cestica u uzorku koje su manje od odredene vrijednosti promjera (Pina Costa C. 1
sur., 2023). Jedan od nacina dobivanja Cestica s boljom raspodjelom veli¢ina jest koriStenje
ultrazvucéne sapnice koja zbog manje brzine atomizacije daje Cestice Cija je raspodjela veliina
uza nego Cestica dobivenih koristenjem drugih vrsta sapnica (Khaire i Gogate, 2020). S ciljem
osiguravanja depozicije farmaceutskog oblika u nosnoj Supljini, veéina Cestica treba biti
promjera ve¢eg od 10 um (Europska agencija za lijekove, 2006). Stoga je u ovom radu odreden
1 postotni udio Cestica manjih od 10 um. Raspodjela veli¢ina mikrosfera prikazana je u Tablici

5., dok je postotak Cestica manjih od 10 um u pojedinom uzorku prikazan na Slici 10.

Tablica 5. Raspodjela veli¢ina mikrosfera u uzorku

Uzorak Konc. Konc. Dy10 (pum) D50 (um) D90 (pum)

natrijevog manitola u

hijaluronata u otopini za

otopini za susenje (%o,

suSenje (%o, m/V)
m/V)

1 0,5 5,0 9,7+0,1 18,3+0,1 349+1,1
2 0,5 6,0 11,0£0,3 19,7+ 0,6 349+2,6
3 0,5 7,0 10,5+ 0,1 18,8+ 0,2 31,7+0,8
4 0,5 8,0 11,3+0,1 19,9+0,2 32,6 0,8
5 0,5 10,0 10,8 +£0,1 21,1+0,2 445+ 1,4

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD (n=5).
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Slika 10. Postotak ¢estica manjih od 10 um. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD

(n=5). Na-Ha — natrijev hijaluronat

1z dobivenih rezultata u Tablici 5. vidljivo je da su vrijednosti Dy10 1 Dy50 priblizno iste za sve
uzorke, dok je vrijednost D90 bila neSto veca za uzorak s 10 % manitola u otopini za suSenje.
Generalno, povecanjem koncentracije ¢vrstih tvari u otopini za suSenje dobivaju se vecée Cestice,
$to su u svome radu dokazali He i sur. (1999). Iz podataka sa Slike 10. moze se zakljuciti da je
uzorak s 5 % manitola sadrzavao najveci udio Cestica promjera manjeg od 10 pum te bi stoga bio
lo8iji izbor kao nazalni farmaceutski oblik u usporedbi s ostalim uzorcima u ovome

eksperimentu jer ima vise sitnih Cestica koje su sklone depoziciji u donjim diSnim putovima.
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4.4. Svojstva teCenja mikrosfera
U svrhu odredivanja svojstava te¢enja mikrosfera, izmjerene su nasipna gustoca i gusto¢a nakon

potresivanja. Iz te dvije vrijednosti izraCunat je Hausnerov omjer za svaki uzorak mikrosfera,
koji ukazuje na svojstva te¢enja. Vrijednosti Hausnerovih omjera za svaki uzorak prikazane su

u Tablici 6.

Tablica 6. Hausnerov omjer za mikrosfere pripremljene suSenjem rasprSivanjem

Uzorak Konc. natrijevog Konc. manitola u Hausnerov omjer
hijaluronata u otopini za suSenje
otopini za suSenje (%, m/V)
(Yo, m/V)
1 0,5 5,0 1,765 £ 0,068
2 0,5 6,0 1,565 £ 0,037
3 0,5 7,0 1,722 + 0,081
4 0,5 8,0 1,799 £ 0,030
5 0,5 10,0 1,857 £ 0,045

Vrijednosti Hausnerovog omjera su prikazane kao srednja vrijednost + SD (n=3).

Iz dobivenih vrijednosti Hausnerovog omjera mikrosfera vidljivo je da uzorci ne pokazuju
dobra svojstva teCenja. Najbolja svojstva teCenja imao je uzorak 2, pripravljen iz otopine s
udjelom manitola od 6 % (m/V). Patil i suradnici (2021) usporedivali su u svome radu svojstva
teCenja kitozana kao pomocne tvari zajedno s manitolom i krospovidonom. Koncentracije
manitola u uzorcima bile su od 8,2 % do 78,8 %. U uzorcima koji su kao jednu od pomo¢nih
tvari sadrzavali manitol, vrijednosti Hausnerovog omjera iznosili su 2,04 za smjesu pomo¢nih
tvari koje su bile pomijeSane fizicki, odnosno 1,52 za smjesu pomo¢nih tvari dobivenu

suSenjem rasprsivanjem.

Rezultati ovog rada uklapaju se u vrijednosti Hausnerovog omjera praskastih sustava s
manitolom prijavljenih u literaturi. Koncentracija manitola u ovdje ispitivanom rasponu nije
bitno utjecala na svojstva teCenja uzoraka. Praskasti produkt dobiven metodom suSenja
raspr$ivanjem sastoji se od mikrocestica koje su sklone aglomeraciji zbog male veli¢ine Cestica
te posljedi¢no velike povrSine prema volumenu. lako takvi prasci pokazuju relativno losa
svojstva tecenja, to nije indikator njihovog ponaSanja prilikom primjene rasprsivanjem u nosnu

Supljinu (Juptner 1 Scherlies, 2019).
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4.5. Zeta potencijal mikrofsera
Zeta potencijal svojstvo je Cestica koje ukazuje na stabilnost uzorka i rok valjanosti tekuce

formulacije, kao 1 interakciju Cestica uzorka s povrSinom. Stabilnost uzorka ocituje se veCom
otpornos¢u disperzija na procese kao §to su flokulacija 1 aglomeracija Cestica (Lepur, 2017,
www.malvern.com). Proces vaZan u okvirima ovog rada jest interakcija natrijevog hijaluronata
iz mikrocCestica s nazalnom mukozom kako bi se mikrosfere Sto duze zadrzale na samoj sluznici
1 time omogucile bolju lokalnu raspolozivost djelatne tvari, sistemsku apsorpciju djelatne tvari
ili dostavu djelatne tvari do mozga putem olfaktornog i trigeminalnog zivca, ovisno o Zeljenom
ucinku 1 uklopljenoj djelatnoj tvari (Nizi¢ Nodilo 1 sur., 2021). Vrijednosti zeta potencijala

mikrosfera dobivenih u ovom eksperimentu prikazane su u Tablici 7.

Tablica 7. Zeta potencijal mikrosfera

Uzorak Konc. natrijevog Konc. manitola u Zeta potencijal
hijaluronata u otopini za suSenje (mV)
otopini za suSenje (%, m/V)
(Yo, m/V)
1 0,5 5,0 —234+1,7
2 0,5 6,0 -16,4+ 1,4
3 0,5 7,0 -8,6+2,0
4 0,5 8,0 -10,6 = 1,7
5 0,5 10,0 -143+34

Vrijednosti zeta potencijala prikazane su kao srednja vrijednost + SD (n=3).

Iz rezultata u Tablici 7. vidljivo je da su sve vrijednosti zeta potencijala negativne, $to je i
o¢ekivano s obzirom da su mikrosfere gradene od natrijevog hijaluronata koji je negativno
nabijen zbog negativno nabijene karboksilne skupine u svojoj strukturi (www.pubchem.com).
Adheriranje mikroCestica na sluznicu nosa moze se protumaciti interakcijom natrijevog
hijaluronata s mucinom koji je sastavni dio same sluznice. Joergensen i sur. (2011) proucavali
su interakciju mucina i pektina, koji kao i natrijev hijaluronat koriSten u ovom radu u svojoj
strukturi ima negativno nabijene karboksilne skupine, te su zakljucili kako je njihova interakcija
posljedica odmotavanja polimernih lanaca zbog elektrostatskog odbijanja izmedu dvije
negativno nabijene molekule i ispreplitanja lanaca polimera s lancima mucina i time stvaranje

mukoadhezivne veze (Joergensen i sur., 2011).

26



Uocen je veci zeta potencijal, odnosno manje apsolutne vrijednosti zeta potencijala kod uzoraka
s ve¢im udjelom manitola. U slucaju veceg udjela manitola u mikrosferama, manji je udio
natrijevog hijaluronata, odnosno manji je broj negativno nabijenih skupina u uzorku. Prilikom
razvoja mikrosfera za nazalnu primjenu, bitno je uzeti u obzir i omjer polimera i punila s ciljem

osiguravanja optimalnog vremena zadrZavanja na sluznici nosa.

4.6. Bubrenje mikrosfera
Nazalnom primjenom suhih praSaka, u ¢ijem se sastavu nalazi polimerna tvar, dolazi do

adhezije na nazalnoj sluznici u nosnoj Supljini (Chaturvedi 1 sur., 2011). Ovakav tip interakcije
naziva se mukoadhezivnim ponaSanjem koje se in vitro ispituje, izmedu ostalog, 1 odredivanjem
bubrenja mikrosfera (Duggan i sur., 2017). Kontrolirano bubrenje i formiranje hidrogela
kljuéna je karakteristika nazalne primjene praSaka. Pretjerana hidracija moze dovesti do
povecanog stvaranja sluzi koja smanjuje adhezivnu mo¢ formulacije (JuriSi¢ Dukovski 1 sur.,
2019). Tijekom razvoja formulacije, potrebno je optimirati svojstva bubrenja mikrosfera jer
pretjeranim bubrenjem mikrosfera moze do¢i do osmotskog stresa i pucanja membrane
epitelnih stanica nosne sluznice zbog dehidracije (Chaturvedi i sur., 2011). Bubrenje mikrosfera
u ovom je radu ispitano koristenjem Franzove difuzijske celije uz procis¢enu vodu i SNF kao
medije za bubrenje. Rezultati bubrenja izrazeni su kao volumen apsorbiranog medija po
miligramu mikrosfera, odnosno polimera kroz period od 15 minuta. Usporedba rezultata
bubrenja u procis¢enoj vodi i SNF-u izraZzenih volumenom medija apsorbiranom po miligramu
mikrosfera prikazana je na Slici 11., dok Slika 12. prikazuje volumen procis¢ene vode ili SNF-

a apsorbiranog po miligramu polimera natrijevog hijaluronata.
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Slika 11. Bubrenje mikrosfera u pro¢is¢enoj vodi i SNF-u izraZzeno volumenom medija (uL)
apsorbiranom po miligramu mikrosfera u periodu od 15 minuta. Rezultati su izrazeni kao

srednja vrijednost = SD (n=3).
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Slika 12. Bubrenje mikrosfera u proci§¢enoj vodi i SNF-u izraZzeno volumenom medija (nL)
apsorbiranom po miligramu natrijevog hijaluronata u periodu od 15 minuta. Rezultati su

izrazeni kao srednja vrijednost £ SD (n=3).
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1z rezultata prikazanih na Slici 11. 1 Slici 12. vidljivo je da je volumen apsorbiranog medija bio
manji kada je medij bio SNF nego u slucaju kada je medij bila procis¢ena voda. Volumen
apsorbirane vode bio je u rasponu od 33,9 + 3,8 uL/mg do 64,1 £ 0,2 pul./mg izrazeno po
miligramu mikrosfera, odnosno od 440,6 + 48,9 uL/mg do 1345,6 = 4,0 uL/mg izrazeno po
miligramu natrijevog hijaluronata, dok je volumen apsorbiranog SNF-a bio u rasponu od 12,6
+ 2,8 uL/mg do 31,8 £ 3,5 ul./mg izrazeno po miligramu mikrosfera, odnosno od 138,7 + 30,3
uL/mg do 626,0 40,3 uL/mg izrazeno po miligramu natrijevog hijaluronata. Jedan od razloga
smanjenja volumena apsorbiranog medija prilikom koriStenja SNF-a kao medija jest smanjena
sposobnost bubrenja gela natrijevog hijaluronata zbog ionske jakosti samog medija (Shah i
Barnett, 1992). Nadalje, uzevsi u obzir manju topljivost manitola u SNF-u zbog prisustva soli
u usporedbi s vodom, moguce da je to razlog Sto je volumen apsorbiranog SNF-a manji nego u

sluc¢aju kada je kao medij za bubrenje koriStena proc¢iséena voda (Nizi¢ Nodilo i sur., 2021).

Ono $to je takoder vidljivo iz rezultata u oba slucaja jest povecanje apsorbiranog volumena
medija po miligramu mikrosfera, odnosno polimera, porastom koncentracije manitola u
uzorcima. Manitol ima veliku osmotsku aktivnost koja je zasluzna za povecano ovlaZivanje
prasaka (Nizi¢ Nodilo i sur., 2021), Sto bi moglo objasniti ovu pojavu. Optimizacija procesa
bubrenja je bitna kako ne bi doslo do pretjeranog bubrenja 1 dehidracije u epitelu nosne Supljine
(Ali A 1 sur., 2019), te je stoga potrebno dobro razmotriti koncentraciju manitola kako bi se

izbjegle nezeljene pojave.
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5. ZAKLJUCCI

Mikrosfere s manitolom i natrijevim hijaluronatom uspje$no su pripravljene suSenjem
rasprSivanjem otopina natrijevog hijaluronata (0,5 %, m/V) i manitola ( 5, 6, 7, 8 ili 10
%, m/V). RasprSivanje je provedeno koriStenjem ultrazvuéne sapnice (snaga: 65 %) te
priulaznoj temperaturi od 120 °C, kapacitetu aspiratora od 100 % 1 postavci peristalticke
pumpe od 5 %.

IskoriStenje procesa susenja rasprsivanjem bilo je u rasponu od 39,4 % do 45,1 %.
Vrijednosti Hausnerovog omjera iznosile su od 1,565 + 0,037 do 1,857 = 0,045. Najbolja
svojstva te¢enja pokazao je uzorak u kojem je koncentracija manitola iznosila 6 % (m/V)
u ishodnoj otopini za susenje.

Sadrzaj vlage u uzorcima bio je vrlo nizak, a iznosio je od 1,25 + 0,50 % do
1,98 + 0,52 %.

Volumni promjeri pripravljenih mikrosfera, D,10, Dy50 1 D90, iznosili su redom
9,7+0,1 -11,3+0,1 um, 18,3 +0,1 —21,1 £0,2 um, 31,7+ 0,8 — 44,5 + 1,4 um.
Uzorak koji je sadrzavao najveci postotak ¢estica manjih od 10 pm jest uzorak u kojem
je koncentracija manitola u otopini za susenje iznosila 5 %, m/V.

Vrijednosti zeta potencijala za sve uzorke bile su negativne i u rasponu od —23,4 £ 1,7
mV do —8,6 £2,0 mV.

U procesu bubrenja, mikrosfere su apsorbirale znatno veéi volumen procis¢ene vode u
odnosu na apsorbirani volumen SNF-a.

Uocen je porast volumena apsorbiranog medija s porastom koncentracije manitola u
otopinama za susenje.

Rezultati provedenih mjerenja korisni su za daljnji razvoj praSkastih farmaceutskih

oblika za nazalnu primjenu pripravljenih susenjem rasprSivanjem.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA
° - stupanj

¢ C — Celzijev stupanj

p — gustoca

NaCl — natrijev klorid

KCI - kalijev klorid

CaClz x 2 H20 — kalcijev klorid dihidrat

I — iskoristenje

SD — standardna devijacija

Na-Ha — natrijev hijaluronat

SNF — simulirani nosni fluid (engl. Simulated Nasal Fluid)

Dy10, Dy50, Dy90 — volumni promjeri, promjer Cestica od kojeg manje Cestice zauzimaju

navedeni postotak ukupnog volumena uzorka
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8. SAZETAK
SuSenje rasprSivanjem Cesto je koriSten tehnoloSki postupak u razvoju lijekova zbog

jednostavnosti 1 moguénosti pripravljanja produkata kontroliranih svojstava optimiranjem
procesnih parametara postupka. Produkti susenja rasprSivanjem su prasci koji se koriste u razne
svrhe, izmedu ostalog i za razvoj nazalnih farmaceutskih oblika. Nazalnom primjenom lijekova
zaobilazi se metabolizam prvog prolaska kroz jetru kao i1 krvno-moZzdana barijera Sto
omogucuje dostavu lijeka izravno u sredi$nji Ziv€ani sustav. Inovativni oblici za nazalnu
primjenu koriste in situ gelirajuce polimere s ciljem duljeg zadrzavanja lijeka na nosnoj sluznici

te kontroliranog oslobadanja.

U ovom radu pripravljene su mikrosfere natrijevog hijaluronata i manitola metodom susenja
rasprSivanjem te su odredena njihova fizicko — kemijska svojstva. U otopinama za susenje
varirana je koncentracija manitola (5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 10 %, m/V), dok je koncentracija
natrijevog hijaluronata bila konstantna (0,5 %, m/V). IskoriStenje procesa suSenja
rasprSivanjem bilo je u rasponu od 39,4 % do 45,1 %. Sadrzaj vlage iznosio je od
1,25 % £ 0,50 % do 1,98 % = 0,52 %. Volumni promjeri mikrosfera, Dy10, D50 i D90, redom
su iznosili 9,7+ 0,1 — 11,3 £ 0,1 pm, 18,3 +0,1 —21,1 £ 0,2 pm131,7+ 0,8 —44,5 + 1,4 pm.
Najveci D90 zabiljeZen je za mikrosfere pripravljene iz otopine s 10 % manitola (m/V), dok je
uzorak s 5 % manitola u otopini za susenje (m/)) imao najveci udio Cestica promjera veceg od
10 um. Svojstva teenja uzoraka prikazana su Hausnerovim omjerom koji je bio u rasponu od
1,565 + 0,037 do 1,857 + 0,045. Negativan zeta potencijal mikrosfera (—23,4 + 1,7 - —8,6 = 2,0
mV) ocekivan je zbog negativnho nabijenih karboksilnih skupina natrijeva hijaluronata.
Razvijene mikrosfere apsorbirale su znatno vec¢i volumen prociS¢ene vode u odnosu na
apsorbirani volumen simuliranog nosnog fluida tijekom procesa bubrenja. S porastom udjela

manitola u mikrosferama, apsorbiran je ve¢i volumen medija za bubrenje.
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SUMMARY
Spray drying is a commonly used technique in drug development due to its simplicity and the

possibility of preparing products with controlled properties by optimizing the process
parameters. Spray-dried products are powders that are used for various purposes, among others,
for nasal drug delivery systems development. Nasal drug administration bypasses the first pass
liver metabolism as well as the blood-brain barrier, which enables the delivery of the drug
directly to the central nervous system. Innovative pharmaceutical forms for nasal administration
use in situ gelling polymers to achieve longer retention of the drug on the nasal mucosa and its

controlled release.

In this work, microspheres of sodium hyaluronate and mannitol were prepared by the spray
drying method and their physical and chemical properties were determined. In the drying
solutions, the concentration of mannitol was varied (5%, 6%, 7%, 8%, 10%, m/v), while the
concentration of sodium hyaluronate was constant (0.5 %, m/V). The yield of the spray drying
process ranged from 39.4% to 45.1%. The moisture content amounted to 1.25% =+ 0.50% to
1.98% + 0.52%. The volume diameters of the microspheres, Dy10, D,50 and D\90, were 9.7 +
0.1 -11.3£0.1 um, 183 +£0.1 —21.1 £ 0.2 um and 31.7 = 0.8 — 44.5 &= 1.4 um respectively.
The highest Dy90 was recorded for microspheres from a solution with 10% mannitol (m/v),
while the sample with 5% mannitol in the drying solution (m/V) had the highest proportion of
particles with a diameter greater than 10 pm. The flow properties of the samples were shown
by the Hausner ratio, which ranged from 1.565 + 0.037 to 1.857 + 0.045. The negative zeta
potential of the microspheres (—23.4 £ 1.7 - —=8.6 + 2.0 mV) is expected due to the negatively
charged carboxyl groups of sodium hyaluronate. The developed microspheres absorbed a
significantly larger volume of purified water compared to the absorbed volume of simulated
nasal fluid during the swelling process. With an increase in the mannitol ratio in the

microspheres, a larger volume of the swelling medium was absorbed.
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