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1. UvOD

1.1. Praskasti sustavi za nazalnu primjenu

Nazalna primjena lijekova tema je brojnih suvremenih istrazivanja. Takav nacin primjene
prvi je izbor za lijeCenje lokalnih poremecaja nazalne sluznice. Osim toga, nazalnom
primjenom mogucée je posti¢i Sistemsku raspolozivost kao i izravnu dostavu lijeka do
sredi$njeg zivéanog sustava, a nazalno se mogu primijeniti i cjepiva (Gieszinger i sur., 2017,
Aulton, 2013, Nizi¢ i sur., 2019). Mogucnost postizanja sistemske raspolozivosti i brzog
pocetka djelovanja lijeka nakon nazalne primjene proizlazi iz velike povrSine sluznice nosa,
dobre prokrvljenosti i niske enzimske aktivnosti (Tepper i Johnstone, 2018). Posebno je
pogodna za lijekove male oralne bioraspolozivosti uslijed razgradnje u probavnom sustavu ili
metabolizma prvim prolaskom kroz jetru. S obzirom da je primjena jednostavna i
neinvazivna, posebno je prikladna za djecu, starije pacijente i pacijente koji imaju problema s
gutanjem (Tanaka i sur., 2017).

Formulacije za nazalnu primjenu mogu biti tekucine, gelovi ili prasci. U upotrebi su
najéesce tekuce formulacije, no danas se sve viSe paznje pridaje praScima kao mogucem

boljem izboru (Tanaka i sur., 2017).

Nazalni prasci su praskasti sustavi namijenjeni primjeni u nosnu Supljinu pomocu
prikladnog uredaja (Ph.Eur., 8.0). Maksimalna koli¢ina praska koja se moze primijeniti u nos
je 50 mg, ovisno o nasipnoj gusto¢i samog materijala (Filipovi¢-Gr¢i¢ 1 Hafner, 2008).
Smjernice za suhe praske izraduju Europska agencija za lijekove (European Medicines
Agency, EMA) i Agencija za hranu i lijekove Sjedinjenih Americkih Drzava (US Food and
Drug Administration, FDA). Prema njima, potrebno je obratiti posebnu paznju na svojstva
djelatne tvari, kao $to su veli¢ina Cestica, raspodjela veli¢ina Cestica, kristalna forma, oblik i
kristalini¢nost, zatim na svojstva pomoc¢nih tvari te testove ispitivanja osjetljivosti na

temperaturu i vlagu (Gieszinger i sur., 2017).

Praskasti sustavi imaju brojne prednosti u odnosu na tekuce sustave. Dokazano je da
produljuju kontakt lijeka s nosnom sluznicom, odgadaju¢i mukocilijarno c¢is¢enje te

osiguravaju visoke koncentracije lijeka na mjestu depozicije (Jurisi¢c Dukovski i sur., 2019).



Za odredene lijekove, produljeni kontakt na mjestu apsorpcije moze rezultirati pove¢anom
sistemskom raspolozivos¢u, dok visoke koncentracije lijeka uzrokuju brzu transmukoznu
difuziju i brzi pocetak djelovanja (Filipovi¢-Gr¢i¢ i Hafner, 2008). Takoder, praskasti sustavi
pokazuju povoljnu kemijsku, fizi¢ku i mikrobiolosku stabilnost. 1z tog razloga nema posebnih
zahtjeva za skladistenje pri snizenoj temperaturi te je manja potreba za pomocnim tvarima
(Gieszinger i sur., 2017, Aulton, 2013). Osim toga, izbjegava se gutanje znacajnog dijela
doze, koje mijenja apsorpciju i daje gorak okus, a ¢esto je povezano s teku¢im formulacijama
(Tepper i Johnstone, 2018). Nedostatak vezan uz nazalnu primjenu prasaka odnosi se na

mogucu iritaciju nazalne sluznice (Aulton, 2013).

Svojstva prasaka odreduju mjesto depozicije u nosnoj Supljini te uvjetuju potencijalnu
iritaciju sluznice nosa. 1z tog razloga, vazno je odrediti svojstva Cestica, kao $to su oblik,
veli¢ina, topljivost, gustoca i svojstva teCenja praska (Filipovi¢-Gr¢i¢ i Hafner, 2008,
Djupesland 2012). Vecina formulacija nazalnih prasaka temeljena je na mukoadhezivnim
polimerima koji bubre na vlaznoj sluznici (Alpar i sur., 2004). Takvi polimeri omogucuju
produljeno zadrzavanje lijeka na mjestu depozicije i usporeno mukocilijarno ¢iséenje (IHlum,
2003, Soane i sur., 1999). Polimerni sustavi mogu biti formulirani u obliku mikrocestica i
nanoCestica te na taj naCin dodatno poboljSati karakteristike praska (Aulton, 2013). Za
poboljsanje nazalne apsorpcije, istrazuje se i dodatak pospjesivaca apsorpcije u formulacije,
primjerice ciklodekstrina i surfaktanata. To su tvari koje modificiraju strukturu nazalnog
epitela i tako poboljsavaju permeaciju djelatne tvari kroz sluznicu nosa (Géinger i
Schindowski, 2018).

Lijekovi kandidati za nazalnu primjenu moraju posjedovati odredena svojstva, kao §to su
odgovaraju¢i stupanj nazalne apsorpcije s obzirom na ciljanu lokalnu ili sistemsku
raspolozivost, prikladna topljivost u vodi, minimalna nazalna iritacija, niska doza,
zadovoljavajuca stabilnost i odsutnost neugodna mirisa. U slucaju praskastih sustava,
neodgovarajuca svojstva mogu se zamaskirati ili poboljsati koriste¢i odgovarajuée polimere

kao nosace lijekova (Filipovi¢-Gr¢i¢ 1 Hafner, 2008).

Medicinske proizvode koji omogucuju nazalnu primjenu prasaka dijelimo u tri kategorije
na temelju nacina aktivacije. To su inhalatori aktivirani udahom, mehanicki rasprSivaci

prasaka i nazalni insuflatori. Inhalatori aktivirani udahom su medicinski proizvodi koji koriste



snagu vlastitog udaha pacijenta kako bi se lijek primijenio u nosnu Supljinu (Slika 1.). To su

pasivni sustavi koji omogucuju inhaliranje prasaka iz blistera ili kapsule (Djupesland, 2012).
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Slika 1. Rhinocort® turbuhaler primjer je inhalatora aktiviranog udahom (preuzeto i

prilagodeno sa stranice www.kingstonallergyandasthma.com/resources/Nasal%20Sprays.pdf)

Mehanicki rasprSiva¢i prasaka su aktivni sustavi koji se temelje na pogonskom
mehanizmu tlaka zraka (Slika 2.). U kompresibilnoj komorici stvara se tlak zraka kojim se

krute Cestice rasprSuju u nosnu Supljinu (Djupesland, 2012).

Slika 2. Primjer jednodoznog mehani¢kog rasprSivaca razvijenog od strane Aptar pharma

(preuzeto i prilagodeno sa stranice www.drug-dev.com/aptar-pharmas-nasal-unidose-device-

approved-by-us-fda/)



http://www.kingstonallergyandasthma.com/resources/Nasal%20Sprays.pdf
https://drug-dev.com/aptar-pharmas-nasal-unidose-device-approved-by-us-fda/
https://drug-dev.com/aptar-pharmas-nasal-unidose-device-approved-by-us-fda/

Nazalni insuflatori su sustavi koji se sastoje od dva medusobno povezana dijela

(Slika 3.). Jedan dio se stavlja u usta i na njega se izdahne, dok se drugi dio stavlja u nos i

omogucuje da izdahnuti zrak iz usta nosi Cestice praska u nosnu Supljinu (Djupesland, 2012).

Slika 3. Prikaz nazalnog insuflatora 7riVair™ nasal (preuzeto i prilagodeno sa stranice

http://trivair.ipmedinc.com/method.html)

1.2. Velic¢ina Cestica praskastog sustava

1.2.1. Vaznost veli¢ine Cestica za oblikovanje i u¢inak lijekova

Praskaste sustave mozemo klasificirati prema srednjoj veliini Cestica kao Sto je

prikazano u Tablici 1.

Tablica 1. Klasifikacija prasaka prema srednjoj veli¢ini ¢estica (Aulton, 2013)

Opis praska

Grubi prasci
Srednje fini prasci
Fini praSci

Vrlo fini praSci

Mikronizirani prasci

Srednja veli¢ina ¢estica (Xso, pm)

> 350
100-350
50-100
10-50
<10


http://trivair.ipmedinc.com/method.html

Veli¢ina Cestica vazno je svojstvo koje osigurava postizanje optimalnog formuliranja
djelatne tvari i proizvodnju ucinkovitog ljekovitog oblika (Aulton, 2013). Znacajan je utjecaj
veliCine Cestica na procesibilnost, odnosno oblikovanje lijeka. Brojni procesi kao S§to Su
teCenje praska, pakiranje i poroznost praska, mijeSanje i segregacija, suSenje, filtriranje i
otapanje ovise o veli¢ini Cestica praska (Shekunov i sur., 2006). Tablete i kapsule se
proizvode tako da se masa oblika kontrolira volumetrijskim punjenjem zbog ¢ega je vazno
teCenje prasaka. PraSci s razlic¢itom veli¢inom Cestica pokazuju razli¢ito tecenje i pakiranje
stoga mijenjaju volumen punjenja. Kako bi se izbjegli problemi prilikom proizvodnje, vazno
je definirati veli¢inu Cestica praska (Aulton, 2013). Osim toga, ucinkovitost i sigurnost
primjene lijeka vezana je uz veli¢inu cestica (Shekunov i sur., 2006). Veli¢ina Cestica utjece
na jednoli¢nost doziranja. Smanjenjem veliCine Cestica praska dolazi do povecanja broja
Cestica po jedini¢noj masi, a time 1 do manje varijabilnosti medu jedinicnim dozama S§to je
izuzetno vazno kod niskodozirnih ljekovitih oblika. Utjecaj veli¢ine Cestica na brzinu

otapanja, a time 1 na bioraspolozivost lijeka opisuje Noyes-Whitney jednadZzba:

A oznafava povrSinu izloZzenu otapalu, C topljivost lijeka, C koncentraciju u otopini, t
vrijeme, D koeficijent difuzije dok je h debljina difuzijskog sloja (stacionarnog sloja otapala
oko krutine). Sto je manja veli¢ina Gestica, veca je povriina izloZena otapalu te je veéa brzina

otapanja, $to ima izravan utjecaj na brzinu i obim apsorpcije (Slika 4., Aulton, 2013).

Smanjenje velic¢ine Cestica dovodi do povecane povrsine Cestica

Poveéana povrsina ¢estica dovodi do brzeg otapanja

Slika 4. Utjecaj veli¢ine Cestica na brzinu otapanja (preuzeto i prilagodeno prema Atkinson i

sur., 2013)



Smanjenje veli¢ine Cestica kako bi se povecala bioraspolozivost lijeka nije uvijek
prednost. Primjer je lijek nitrofurantoin gdje povecanjem brzine otapanja dolazi do brze
apsorpcije 1 vece opasnosti od nuspojava. Takoder, veliina Cestica disperzne faze suspenzija

odreduje njihovu stabilnost i bioraspolozivost. Prema Stokesovom zakonu koji glasi:

v = 2r?(dy—dy) |
9n,

9,

gdje v oznacava brzinu taloZenja, r polumjer suspendirane Cestice, d; gustocu disperzne faze,
d, gustocu disperzijskog sredstva, n Vviskoznost disperzijskog sredstva i g konstantu
gravitacije, brzina sedimentacije proporcionalna je kvadratu veli¢ine Cestica. Stoga, $to su
Cestice disperzne faze manje, suspenzija je stabilnija. Osim toga, smanjenje veliine Cestica
kod suspenzija slabo topljivih tvari povefava brzinu otapanja 1 znacajno povecava

bioraspolozivost (Aulton, 2013).

1.2.2. Mikrocestice za nazalnu primjenu

Veli¢ina Cestica vazno je svojstvo nazalno primijenjenih prasaka s obzirom da o tome
ovisi nazalna depozicija, stoga je bitno okarakterizirati to svojstvo (Filipovi¢-Gr¢i¢ 1 Hafner,
2008). Cestice veée od 10 um odlazu se na nazalnu sluznicu, one raspona veli¢ine 5-10 pm
dolaze do dusnika i1 bronhija, Cestice veli¢ine 1-5 um odlaze u nize diSne puteve, a tek one
manje od 0,5 um dolaze do alveola (Slika 5.; Moffa i sur., 2019). Prema zahtjevima EMA-e
vecéina Cestica nazalnih prasaka mora biti veli¢ine ve¢e od 10 um te je vazno odrediti limit
Gestica koje su manje od 10 um (Europska agencija za lijekove, 2006). Cestice trebaju biti
vece od 10 um kako bi se izbjegla mogucnost pulmonalne depozicije (Fransen, 2008). U
nazalnim pripravcima prevladava raspon veli¢ine Cestica od 30 do 120 um (Sangolkar i sur.,

2012).



Nos: > 10um

L 5-10um

1-5um

<0,5um

Slika 5. Prikaz odlaganja udahnutih ¢estica (preuzeto i prilagodeno Gardenhire i sur., 2017)

Polimerne mikrocestice kao praSkasti sustavi obecavajuéi su sustavi dopreme lijeka do
nazalne sluznice (Nizi¢ i sur., 2020). To su viSeCesti¢ni sustavi koji pruzaju kako terapijske,
tako i tehnoloske prednosti (Lengyel i sur., 2019). Mikrocestice su ¢vrste Cestice raspona
veli¢ina 1-1000 pum. To su sustavi velikog omjera povrSine prema volumenu koji mogu
uklopiti djelatnu tvar u svoju strukturu i tako djelovati kao ucinkoviti nosac¢i lijekova
(Kreuter, 1996., Chowdary i Srinivasa Rao, 2004). Nacinjene su uglavnom od
biorazgradljivih polimera koji se razgraduju in vivo, enzimatski ili neenzimatski, i time
stvaraju biokompatibilne, netoksi¢ne produkte koji se metaboliziraju ili fizioloski izlucuju
(Mitragotri i sur., 2014). Raspon tehnika za izradu mikrocestica pruza brojne mogucnosti
kontroliranja svojstava mikrocestica te povecanja terapijskog ucinka lijeka (Kadam i Suvarna,
2015). Neke od metoda izrade mikroCestica su suSenje rasprSivanjem, koacervacija,
odjeljivanje faza dvostruke emulzije i isparavanje ili ekstrakcija otapala (Bansal i sur., 2011,
smanjiti toksi¢nost djelatne tvari, poboljsati stabilnost i kontakt sa sluznicom, prilagoditi
profil oslobadanja lijeka i omoguditi ciljanu dostavu lijeka (Aulton, 2013, Chowdary i
Srinivasa Rao, 2004). Osim toga, mikrocestice mogu poboljsati adherenciju pacijenata i tako
doprinijeti boljem terapijskom ishodu (Kadam i Suvarna, 2015). Razlikujemo mikrokapsule i
mikrosfere. Mikrokapsule su spremisni sustavi u kojima je lijek smjeSten unutar polimerne
membrane, dok su mikrosfere matriksni sustavi gdje je lijek otopljen ili dispergiran u

polimernom matriksu (Slika 6.; Al-Hashimi i suradnici, 2018). Znacajno se istrazuju

7



mukoadhezivne mikrosfere za nazalnu primjenu. Netopljive su u vodi, ali u dodiru sa
sluznicom nosa mukoadhezivni polimer bubri i stvara strukturu gela osiguravajuéi dulje
zadrZavanje na mjestu primjene. Taj proces dovodi do dehidracije sluznice i reverzibilnog
prosirenja ¢vrstih medustani¢nih spojeva, $to moze rezultirati poveéanom permeabilnoséu

hidrofilnih djelatnih tvari (Filipovi¢-Gr¢i¢ i Hafner, 2008).

Lijek

’/
/

o

Polimer =

MIKROSFERA MIKROKAPSULA

Slika 6. Prikaz mikrocestica kao matriksnog i spremiS$nog sustava (preuzeto i prilagodeno

prema Al-Hashimi i sur., 2018)

Mehanizam oslobadanja lijeka iz mikroc¢estica ovisi o svojstvima nosaca, SVOjstvima
lijeka, na¢inu uklapanja lijeka i 0 mediju u kojem se lijek oslobada (Hafner i sur., 2013,
Lengyel i sur, 2019). Moze se odvijati procesom difuzije lijeka, erozijom ili fragmentacijom
polimera, desorpcijom s povrsine ili otapanjem (Slika 7.). Uglavhom se viSe mehanizama
odvija istovremeno, premda jedan od njih ima vazniju ulogu tijekom oslobadanja lijeka

(Lengyel i sur., 2019).
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Slika 7. Mehanizmi oslobadanja lijeka iz mikroCestica (preuzeto i prilagodeno prema Lengyel

i sur., 2019)

1.2.3. SuSenje rasprsivanjem kao metoda priprave mikrocestica kontrolirane veli¢ine

Susenje rasprSivanjem prikladna je i jednostavna tehnika za pripremu mikrocestica za
nazalnu primjenu (Filipovi¢-Gr¢i¢ i Hafner, 2008). To je proces koji pruza jedinstvene
mogucénosti dizajniranja Cestica Zeljenih karakteristika (Al-Khattawi i sur., 2017). Temelji se
na atomizaciji tekuc¢eg uzorka kroz sapnicu koja proizvodi kapljice. Mijesanjem kapljica sa
strujom vruéeg medija za suSenje (najcesce zraka), dolazi do brzog susSenja i formiranja
¢vrstih Cestica koje se zatim odvajaju iz struje medija za susenje (Lechanteur i Evrard, 2020).
Dobivene Cestice su uglavnom amorfne strukture i uskog raspona veli¢ina (Al-Khattawi i sur.,
2017). Brojni procesni i formulacijski parametri mogu se mijenjati tijekom procesa priprave s
ciljem optimiranja veli¢ine, morfologije i sadrzaja vlage mikrocestica (Lechanteur i Evrard,
2020). Procesni parametri su kapacitet aspiratora, vlaznost medija za suSenje, protok medija
za suSenje, ulazna temperatura i brzina dotoka uzorka, dok su koncentracija uzorka, vrsta
otapala, sastav uzorka, viskoznost tekuceg uzorka i povrSinska napetost tekuceg uzorka
formulacijski parametri (Focaroli, 2018, Muralidharan i sur., 2014, Al-Khattawi i sur., 2017).

Utjecaj procesnih i formulacijskih parametara na veli¢inu Cestica prikazan je u Tablici 2.



Tablica 2. Utjecaj procesnih i formulacijskih parametara na veli¢inu Cestica

Parametar Utjecaj na velicinu ¢estica
Kapacitet aspiratora 1 Bolja separacija manjih Cestica
Vlaznost medija za suSenje 7 Nema utjecaj

Protok komprimiranog zraka 1 Manje Cestice

Ulazna temperatura 1 Nema utjecaj

Brzina dotoka uzorka 1 Vece Cestice

Koncentracija tekuéeg uzorka 1 Vece Cestice

Organsko otapalo Manje Cestice

Pri vefem aspiriranju, brzi je protok medija za suSenje te se razvijaju vece
centrifugalne sile koje omogucuju bolju separaciju manjih Cestica iz struje zraka (Patel i sur.,
2015). Sto je veéi protok komprimiranog zraka, odnosno tlak na sapnici, bolja je atomizacija
tekuceg uzorka pa se na mlaznici proizvode manje kapljice te samim time nastaju manje
Cestice (Lechanteur i Evrard, 2019, Cal i Sollohub, 2008). Osim toga, koriStenjem organskog
otapala umjesto vode nastaju manje Cestice zbog manje povrSinske napetosti kapljica (Patel i
sur., 2015). Vecom brzinom dotoka uzorka veca koli¢ina se treba dispergirati tako da ce
nastati vece Cestice (Cal i Sollohub, 2008). Vece cestice dobit ¢e se i povecanjem
koncentracije tekuceg uzorka. Osim S§to je manja koliCina otapala u odnosu na frakciju ¢vrste
tvari u formiranim kapljicama, moguca je i poveana viskoznost otopine zbog vece
koncentracije polimera u rasprsivanim sustavima koja se zbog toga rasprSuje u vecée kapljice

(Patel i sur., 2015, Ziaee i sur., 2018).

1.3. Bubrenje mikrosfera za nazalnu primjenu

1.3.1. Bubrenje i mukoadhezivnost

ZnaCajan interes u razvoju mikrosfera kao terapijskih sustava privukli su
mukoadhezivni polimeri sa sposobnos¢u bubrenja. Cilj razvoja takvih sustava bio je
nadvladati nedostatke koji su Cesto vezani uz konvencionalnu primjenu lijeka, poput
nedostatnog zadrzavanja na mjestu primjene ili neadekvatne bioraspolozivosti lijeka (Zahir-
Jouzdani, 2018). Izbubreni polimerni sustavi su hidrogelovi, odnosno trodimenzionalne

strukture koje apsorbiraju i zadrzavaju velike koli¢ine vode i bioloskih fluida (Sarada i sur.,

10



2014). Na molekulskoj razini, voda u hidrogelu moze biti vezana ili slobodna. Vezana voda je
kemijski vezana preko polarnih hidrofilnih skupina, dok slobodna voda popunjava slobodan
prostor, pore ili pukotine unutar mreze lanaca polimera (Yang, 2012). Voda u hidrogelu
omogucuje slobodnu difuziju otopljenih molekula dok polimer djeluje kao matriks koji

zadrZzava vodu u svojoj strukturi (Okay, 2009).

Razlikujemo dvije generacije mukoadhezivnih materijala s obzirom na njihovo
otkrice. U prvu generaciju ubrajamo prirodne ili sintetske hidrofilne polimere koji sadrze
brojne funkcionalne skupine kojima stvaraju vodikove veze, poput karboksilne, hidroksilne i
amino skupine (Komati i sur., 2018). Primjeri polimera prve generacije su derivati celuloze
poput hidroksipropilmetilceluloze, hidroksipropilceluloze, metilceluloze i
karboksimetilceluloze, zatim pektin, poliakrilati, $krob, alginati i kitozan (Chaturvedi i sur.,
2011, Fransen 2008). Nazivaju se jo§ i mokri adhezivi jer su aktivirani vlagom i kao takvi
nespecifiéno adheriraju na razli¢ite povrSine (Smart, 2015). Druga, novija generacija
mukoadheziva temelji se na specificnom vezanju kemijskih struktura na povrSini sluznice

poput lektina (Komati i sur., 2018).

Mukoadhezivni polimeri iskazuju visoku biokompatibilnost (Gazzaniga i sur., 2008).
Biorazgradljivi su, jeftini i sigurni za upotrebu (Wu i sur., 2019). Takvi polimeri se ne
apsorbiraju pa nema rizika od sistemske toksi¢nosti (Abd El-Hameed i Kellaway, 1997). Pri
nazalnoj primjeni, osim $to produljuju kontakt izmedu lijeka i mjesta apsorpcije te odgadaju
mukocilijarno ¢iS¢enje, neki mogu djelovati i kao pospjeSivaci apsorpcije 1 tako dodatno

povecati sistemsku raspolozivost djelatne tvari (Illum, 2002).

Prednosti nazalne primjene polimernih mikrosfera temelje se na procesu mukoadhezije
koji se odnosi na prianjanje praskastog materijala na nazalnu sluznicu (Kirange i Chaudhari,
2016). Proces mukoadhezije mozemo opisati u dvije faze: kontaktna faza i faza konsolidacije
(Slika 8.). Kontaktna faza odnosi se na mocenje i posljedi¢no bubrenje polimera koje rezultira
bliskim kontaktom sa sluznicom nosa (Komati i sur., 2018). Dolazi do interakcije s
molekulama vode i disocijacije vodikovih veza u polimeru pri ¢emu se lanci polimera
oslobadaju i formiraju strukturu gela. Pri tome je vazno dobro rasprostiranje formulacije po
sluznici, $to ovisi o svojstvima teCenja i mocenja mikrosfera, kako bi nabubreni polimer
dobro oblozio nazalnu sluznicu i omogué¢io adekvatno zadrzavanje/raspolozivost lijeka

(Chaturvedi i sur., 2011). Tijekom faze konsolidacije dolazi do stvaranja veza izmedu
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oslobodenih polimernih lanaca i lanaca mucina iz mukoznog sloja te penetracije lanaca
polimera u pukotine tkiva. Stvorene veze mogu biti rezultat vodikovih veza, Van der
Walsovih, hidrofobnih ili elektrostatskih interakcija (Komati i sur., 2018). U postizanju
optimalne mukoadhezije, vaznu ulogu ima stupanj hidracije sluznice. Ako je hidracija
nedovoljna, polimerni lanci nisu dovoljno oslobodeni te je slabija interakcija sa sluznicom.
Nasuprot tome, kod prekomjerne koli¢ine vode stvara se previse vodikovih veza tako da su

adhezivne veze sa sluznicom slabije (Ugwoke i sur., 2005).

Kontaktna faza

— Faza konsolidacije
7

|. .' — — Podruéje
Mikrosfera — \_m_ ] // .-/ \‘ ./ \‘1| _interakeije

v \ SN

Mukoza —

Slika 8. Kontaktna faza i faza konsolidacije tijekom procesa mukoadhezije (preuzeto i

prilagodeno prema Smart, 2015)

Hipromeloza (hidroksipropilmetilceluloza, HPMC) je najéeS¢e koristen derivat
celuloze u proizvodnji sustava koji bubre zbog svoje sigurnosti, mogucnosti raznolike
namjene i dostupnosti (Li i sur., 2004, Gazzaniga i sur., 2006). To je mukoadhezivni polimer
prve generacije koji je biokompatibilan i biorazgradljiv te se nalazi na GRAS (engl. Generally
recognized as safe, Opcéenito prihvaéene kao sigurne) listi pomo¢nih tvari (Smart, 2005, Li i
sur., 2004, da Silva Junior i sur., 2017). Hipromeloza je neionski eter celuloze koji je
hidrofilan, u prisutstvu vode gelira, stabilan je u pH podrucju 3-11 i rezistentan na enzime
(Slika 9.; Li i sur., 2004).
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Slika 9. Strukturna formula hipromeloze (preuzeto 1 prilagodeno sa stranice
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/hypromellose12345900465311?lang=en&re

gion=HR)

Pektin je vodotopljivi polisaharid koji je prirodno prisutan u stani¢noj stijenci vecine
biljaka (Russo i sur., 2016). Posjeduje izvrsna svojstva bubrenja, siguran je, biokompatibilan i
biorazgradljiv te se iz tog razloga Cesto koristi u sustavima ciljanog i kontroliranog
oslobadanja djelatnih tvari (Kaur, 2018, Kowalski i sur., 2018). To je polielektrolitni polimer
koji se sastoji od djelomicno esterificiranih molekula galakturonske kiseline povezanih a-1,4
glikozidnim vezama. Razlikujemo niskoesterificirani i visokoesterificirani pektin, pri ¢emu se
kao geliraju¢a tvar uglavnom Kkoristi niskoesterificirani pektin zbog jednostavnijih uvjeta
geliranja. Niskoesterificirani pektin se ¢esto amidira radi postizanja bolje kontrole geliranja i

stvaranja ¢vrsceg gela (Flutto, 2003).

Proces bubrenja polimernog sustava na nazalnoj sluznici moze biti kontroliran
razli¢itim faktorima, poput temperature, pH, ionske jakosti, prisutnosti odredenih iona,
svjetlosti, magnetskog polja, enzima i ostalog (Slika 10., Kouchak, 2014, Lengyel i sur.,
2019). Konformacija polimernih lanaca mijenja se uslijed nekog od navedenih podrazaja, a
ovisno o njegovoj jakosti (Devasai i sur., 2016). Razli¢iti izvori navode temperaturu nosne
sluznice od 30 do 34°C (Chonkar i sur., 2014, Lindemann i sur., 2002, Keck i sur., 2000). pH
vrijednost sluznice nosa iznosi od 5,5 do 6,5, a sluz je bogata ionima kalcija, natrija i kalija. U
odgovoru na te uvjete, moze do¢i do bubrenja polimera u kontaktu s nosnom sluznicom
(Chonkar i sur., 2014).
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Slika 10. Utjecaj razlicitih podrazaja na proces bubrenja polimera (preuzeto i prilagodeno

prema Lengyel i sur., 2019)

Umrezavanje lanaca polimera u prisutnosti odredenih iona moze ogranic¢avati bubrenje
pektinskih sustava. Umrezavanje pektina je uvjetovano prisutnos¢u kationa, osobito kalcija
(Donald, 2001). UmreZavanje polimernih lanaca nastupa stvaranjem ionskih veza izmedu
slobodnih karboksilnih skupina na dva pektinska lanca i kalcija kao poveznice izmedu njih te
stvaranjem vodikovih veza izmedu hidrofilnih skupina (Slika 11.). lako i drugi kationi mogu
sudjelovati u umrezavanju pektina, poput magnezija 1 kalija, kalcij je u tome najucinkovitiji.
Razlog tome je veéi ionski radijus i stvaranje fleksibilnih koordinativnih veza (Flutto, 2003).
Osim pektinskih sustava, mikrosfere gradene od alginata i gelan gume takoder pokazuju

svojstva umrezavanja u prisustvu kalcija (Gomez-Mascaraque i sur., 2019, Das i Giri, 2020).
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Slika 11. Mehanizam umreZavanja niskoesterificiranog pektina (preuzeto i prilagodeno prema
Flutto, 2003)

Polimeri osjetljivi na pH su polielektroliti koji u svojoj strukturi sadrze kiselu
(karboksilna ili sulfonska) ili bazi¢nu funkcionalnu skupinu (amonijeve soli) koje mogu
primiti ili otpustiti protone ovisno o promjeni pH vrijednosti okoline (Sarada i sur., 2014,
Almeida i sur., 2014). Primjeri takvih polimera su kitozan, poliakrilati, polimetakrilna
kiselina, celuloza acetat ftalat, polietilenglikol i polikarbofili (Almeida i sur., 2014, Devasani i
sur., 2016). Poliakrilati (npr. Carbopol®, Carbomer) su polianioni koji u svojoj strukturi imaju
kisele skupine koje mogu ionizirati, karboksilnu i sulfonsku skupinu. Kisele skupine su pri
niskom pH deionizirane, dok pri visokom pH otpustaju proton i prelaze u ionizirano stanje.
Povec¢anjem pH polimer bubri zbog elektrostatskog odbijanja negativno nabijenih skupina
(Almeida i sur., 2014).

1.3.2. Bubrenje i profil oslobadanja lijeka

Kontrola nad kinetikom oslobadanja lijeka uklopljenog u polimerne mikrosfere vazna
je za njihovu terapijsku primjenu iz razloga $to omoguéuje odrzavanje ciljne koncentracije
lijeka na mjestu djelovanja kroz dulje vrijeme te primjenu manje doze lijeka, odnosno manju
ucestalost primjene lijeka (Veiga i sur., 2018). Sposobnost bubrenja mikrosfera osnovno je
svojstvo koje utjeCe na profil oslobadanja lijeka, kontroliraju¢i brzinu difuzije fluida u

mikrosfere te otapanje i difuziju lijeka u okolinu (Carbinatto i sur., 2014).
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Oslobadanje lijeka iz polimernog sustava sastoji se od nekoliko koraka. Kontaktom
medija, vode ili bioloSkog fluida, s mikrosferom, voda penetrira kroz polimerni matriks
mikrosfere. Dolazi do relaksacije polimernih lanaca i bubrenja pri ¢emu se formiraju pore
ispunjene tekucinom i raste osmotski tlak te dolazi do otapanja lijeka. Kako se bubrenjem
povecava volumen mikrosfera, vise molekula lijeka ulazi u vodeni odjeljak (Lengyel i sur.,
2019). Otopljene molekule lijeka difundiraju kroz matriks u okolinu zbog koncentracijskog
gradijenta (Jug i sur., 2017). Difuziju tekucine te otopljenih molekula kroz matriks mikrosfera
omogucuju slobodni prostori odnosno pore izmedu umrezenih polimernih lanaca. Veli¢ina
pora ovisi o koncentraciji polimera 1 tvari za umrezavanje, kao 1 o vanjskim podrazajima
poput temperature ili pH. Kontrolirajuci stericke interakcije lijeka i polimerne mreze, veli¢ina
pora odreduje brzinu difuzije lijeka. Povecanjem veliCine pora, omogucéena je slobodna
migracija molekula lijeka kroz polimernu mrezu te brze oslobadanje lijeka. Kod manje
veli€ine pora, javlja se trenje izmedu polimernih lanaca i lijeka, uzrokujuéi sporiju difuziju te

sporo i produljeno oslobadanje lijeka (Li i Mooney, 2016).

1.3.3. Metode ispitivanja bubrenja mikrocestica in vitro

Stupanj bubrenja mikroc¢estica/hidrogelova ovisi o gusto¢i umrezenja i gusto¢i naboja
mreze polimera, kao i o koncentraciji polimera (Okay, 2009). Metode za ispitivanje bubrenja
mogu biti gravimetrijske, volumetrijske, mikroskopske, spektrofotometrijske, te se mogu
temeljiti na mjerenju fizikalnih veli¢ina prije i nakon izlaganja polimernog sustava

odgovaraju¢em vodenom mediju (Stevens, 2005).

Gravimetrijska metoda ispitivanja bubrenja temelji se na mjerenju mase uzorka prije i
nakon izlaganja vodenom mediju. Suhi prasak polimera Se izvaze te se suspendira u vodenom
mediju. U razli¢itim vremenskim intervalima gel se uklanja iz medija npr. filtracijom, uklanja
se povrsinski sloj medija na uzorku i vaze. Uzorak se ponovno vra¢a u medij za bubrenje te se
postupak ponavlja. 1z omjera razlike mase izbubrenog i suhog uzorka te mase suhog uzorka

dobiva se stupanj bubrenja (Begam i sur., 2002, Kowalski i sur., 2018).

Volumetrijskim mjerenjem stupnja bubrenja odreduje se volumen medija kojeg je
polimer vezao u procesu bubrenja. Stupanj bubrenja iskazuje se kao omjer volumena

izbubrenog polimernog sustava i volumena suhog polimernog sustava (Chen i sur., 2003).
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Primjer volumetrijske metode je koristenje Franzove difuzijske c¢elije koja se sastoji od
donorskog i receptorskog odjeljka odijeljenih polupropusnom membranom. U postrani¢noj
cjevcici receptorskog odjeljka snizava se razina receptorskog medija zbog bubrenja te se u
razli¢itim vremenskim intervalima dodaje odredeni volumen medija. NadomjeStanjem razine
receptorskog medija odreduje se volumen Kkoji je polimerni sustav apsorbirao. Stupanj
bubrenja izrazava se kao dodani volumen medija po masi polimera/mikrosfera (Nizi¢ i sur.,

2020).

Ispitivanje bubrenja spektrofotometrijski temelji se na izlaganju uzorka obojenom
otapalu (npr. otapalo uz dodatak joda) i mjerenju apsorbancije. Uzorak se suspendira u
obojenom otapalu, u razli¢itim intervalima se uzorkuje, kratko ispere u neobojenom otapalu te
se spektrofotometrijski snima spektar. lzmjerena apsorbancija se koristi kao pokazatel]

koli¢ine otapala u izbubrenom uzorku u razli¢itim vremenima (Stevens, 2005).

Mikroskopskom metodom za odredivanje bubrenja moze se myjeriti promjer
mikrosfera u razli¢itim vremenima. Omjer razlike promjera izbubrenih i neizbubrenih
mikrosfera te promjera neizbubrenih mikrosfera odreduje stupanj bubrenja (Dhaliwal i sur.,
2008).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nazalna primjena lijekova Siroko je zastupljena u lijeCenju sluznice nosa, a predstavlja
i alternativni put sistemske dostave nekih lijekova. Faktor koji ogranicava vrijeme kontakta
lijeka i nosne sluznice je mukocilijarno c¢is¢enje koje se moze umanjiti koriStenjem
mukoadhezivnih sustava (Jain i sur., 2009). Razvijeni su brojni terapijski sustavi bazirani na
mukoadhezivnim polimerima koji omogucavaju produljenje vremena zadrzavanja lijeka u
nosnoj Supljini. Prednost praSkastih oblika nad teku¢ima ocituje se u boljoj stabilnosti
sur., 2012).

Vecina nazalnih praSaka temeljena je na mukoadhezivnim polimerima sa sposobno$éu
bubrenja kao $to su kitozan, pektin, skrob i hipromeloza. Od posebnog interesa su praskasti
sustavi oblikovani u polimerne mikrocestice koje djeluju kao uéinkoviti nosaci lijeka.

Kod nazalnih praSaka vazna je kontrola veli¢ine i morfologije Cestica te svojstava
teCenja, S obzirom da sve navedeno znacajno utjece na reproducibilnost dostavljene doze,
profil depozicije u nosnoj Supljini te potencijalnu iritaciju nosne sluznice (Filipovi¢-Gréic i
Hafner, 2008).

Kao prikladna metoda izrade polimernih mikroCestica za nazalnu primjenu istaknula
se metoda suSenja rasprSivanjem. SuSenje rasprSivanjem je kontinuirani proces kojim se
kontroliranjem procesnih i formulacijskih parametara tekuci uzorak prevodi u kruti uzorak
odnosno prasak. Vrlo je zastupljen u podru¢ju farmaceutske, biokemijske i prehrambene
industrije. SuSenje rasprSivanjem atraktivna je metoda zbog svoje energetske ucinkovitosti
kao i jednostavnog dizajna strategije suSenja i formuliranja za farmaceutsku proizvodnju u
odnosu na druge proizvodne procese (Shi i sur., 2020). U farmaceutici, pronasla je svoju
primjenu za razne svrhe. Neke od njih su priprema suhih prasaka za aerosole, poboljSanje
svojstava teenja farmaceutskih prasaka, promjena veli¢ine i oblika Cestica, kapsuliranje radi
maskiranja okusa ili zaStite od oksidacije te suSenje biljnih ekstrakata i termolabilnih
materijala (Arpagasus i sur., 2018). Susenje rasprSivanjem osigurava brojne prednosti pred
drugim metodama priprave mikrocestica, kao §to su kratko vrijeme priprave, niska cijena te
moguénost optimiranja fizicko-kemijskih svojstava Cestica, ukljucujuéi veli¢inu i raspodjelu

veli¢ina, morfologiju, sadrZaj vlage i polimorfizam (Jiang i sur., 2017).

Cilj ovog diplomskog rada bio je pripraviti mikrosfere s natrijevim deksametazon fosfatom za

nazalnu primjenu temeljene na pektinu i hipromelozi te ispitati utjecaj koncentracije

18



sastavnica rasprsivanog sustava i brzine dotoka uzorka tijekom susSenja rasprSivanjem na

fizicko-kemijska svojstva pripravljenih mikrosfera.

Specifi¢ni ciljevi:

» Priprava mikrosfera od pektina i hipromeloze s uklopljenim natrijevim deksametazon
fosfatom metodom suSenja rasprSivanjem
> lspitivanje utjecaja koncentracije lijeka i hipromeloze u rasprSivanom sustavu te
brzine dotoka uzorka tijekom susenja raspr§ivanjem na:
e uspjeSnost uklapanja i sadrzaj natrijeva deksametazon fosfata u mikrosferama
e veli¢inu mikrosfera

e svojstva bubrenja mikrosfera
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Za izradu mikrosfera u ovom radu koristeni su:
= natrijev deksametazon fosfat (Carbosynth Ltd., UK)
= hipromeloza (hidroksipropilmetilceluloza; Metolose 90SH 4000 SR, Shin-Etsu
Chemical Co., Ldt., Japan)
= pektin (Pectin Amid CF 005, Herbstreith & Fox KG, Njemacka)

Prilikom ispitivanja bubrenja mikrosfera koristen je umjetni nazalni fluid (engl. simulated
nasal fluid, SNF). Dobiven je otapanjem NaCl (Kemig, Hrvatska) u koncentraciji od 150 mM,
KCI (Kemig, Hrvatska) u koncentraciji od 40 mM i CaCl, x 2H.O (Sigma- Aldrich Chemie

GmbH, Njemacka) u koncentraciji od 5,3 mM, u procis¢enoj vodi.

3.2. Metode

3.2.1. Izrada otopina polimera i lijeka za suSenje rasprsivanjem

Hipromeloza je dispergirana u proc¢is¢enoj vodi zagrijanoj pri 83°C uz mijeSanje na
magnetskoj mijesalici. Nastankom homogene suspenzije, nastavljeno je mijesanje 24 h pri
sobnoj temperaturi te je pripravljena koncentrirana otopina hipromeloze (1,2%, m/V).
Koncentrirana otopina pektina (1,4%, m/V) pripravljena je otapanjem pektina u procis¢enoj
vodi uz 24-satno mijeSanje. Nakon otapanja, otopina je profiltrirana. Otopine natrijeva
deksametazon fosfata koncentracija 1% i 10% (m/V) priredene su otapanjem Kkrutine u
prociséenoj vodi. Koncentrirane otopine polimera pomijesane su u odgovaraju¢im omjerima
te im je primijeSana otopina lijeka. Koncentracija pektina u uzorcima za suSenje iznosila je
0,2%, m/V, a maseni omjer hipromeloze i pektina iznosio je 1:1 i 5:1. Sastav pripravljenih
otopina polimera i lijeka prikazan je u Tablici 3. Ukupna masa uzorka za suSenje iznosila je
250 g.
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Tablica 3. Sastav pripravljenih otopina polimera i lijeka za susenje rasprsivanjem

Uzorak Koncentracija Koncentracija Koncentracija Maseni Maseni
hipromeloze  pektina lijeka omjer omjer
(%, m/V) (%, m/V) (%, m/V) hipromeloze lijeka i
I pektina pektina
1i5 1 0,2 0,2 5:1 1:1
2i6 0,2 0,2 0,2 1:1 1:1
3i7 0,2 0,2 0,02 1:1 0,1:1
4i8 1 0,2 0,02 5:1 0,1:1

3.2.2. Izrada mikrosfera suSenjem rasprsivanjem

Mikrosfere s uklopljenim natrijevim deksametazon fosfatom pripravljene su metodom
suSenja rasprSivanjem. SuSenje rasprSivanjem pripravljenih otopina polimera i lijeka
provedeno je na uredaju Biichi 190 Mini SprayDryer (Flawil, Svicarska). Koristena je sapnica
promjera 0,7 mm. Tijekom suSenja, varirana je brzina dotoka uzorka tako da je iznosila 2,5 ili
4,5 g/min. Ostali uvjeti bili su konstantni; protok komprimiranog zraka kroz sapnicu iznosio
je 700 NL/h, aspirator je radio na 50% kapaciteta, temperatura susenja je bila 160°C, dok je

izlazna temperatura iznosila 85-87°C. U Tablici 4. prikazani su parametri susenja.

Tablica 4. Parametri u procesu susenja rasprsivanjem

Parametar Vrijednost
Brzina dotoka uzorka 2,5 ili 4,5 g/min
Protok komprimiranog zraka 700 NL/h
Kapacitet aspiratora 50%
Temperatura suSenja 160°C

Izlazna temperatura 85-87°C
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3.2.3. Odredivanje sadrzaja lijeka HPLC metodom

Za kvantitativno odredivanje natrijeva deksametazon fosfata koristena je prikladna
metoda tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High-Performance Liquid

Chromatography, HPLC). Kromatografski parametri navedeni su u Tablici 5.

Tablica 5. Kromatografski parametri koristeni za kvantitativno odredivanje sadrzaja lijeka

Kromatografski parametar

Detektor UV-Vis

Kolona Kinetex C18 kolona, promjera
pora 2,6 um, 100 x 4,6 mm, 100
A (Phenomenex, SAD)

Protok 0,7 ml/min
Temperatura kolone 55°C
Volumen injektiranja 20 pl
Eluiranje Izokratno
) 68% 5 mM acetatni pufer pH 4,5
Mobilna faza o
+ 32% acetonitril
Valna duljina detekcije natrijeva deksametazon fosfata 241 nm

Mobilna faza izradena je mijeSanjem 5 mM acetatnog pufera pH 4,5 i acetonitrila.
Pufer je pripremljen otapanjem 0,185 g natrijeva acetata (M= 82 g/mol) i 0,165 g octene
kiseline (M= 60,05 g/mol) u 800 ml deionizirane vode. Koristenjem 0,1 M HCl-a ili 0,1 M
NaOH podesen je pH na 4,50 + 0,05 te je pufer nadopunjen deioniziranom vodom do
1000 ml. Pufer je profiltriran kroz filter od celulozanitrata veli¢ine pora 0,2 um i pomijesan s
acetonitrilom. Prije upotrebe, mobilna faza je profiltrirana kroz Nylon filter 0,45 mm i

degazirana.

Standardna otopina natrijeva deksametazon fosfata koncentracije 1000 pg/ml
pripremljena je otapanjem 50 mg lijeka u deioniziranoj vodi koristenjem odmjerne tikvice
klase A od 50 ml. Radne standardne otopine za izradu bazdarnog pravca pripravljene su iz
navedene osnovne otopine u koncentracijama 1, 2, 5 i 10 g/ml u duplikatu. Izradene su
pipetiranjem odgovarajucih volumena osnovne standardne otopine i razrjedivanjem do Zeljene

koncentracije radne otopine deioniziranom vodom u odmjernoj tikvici klase A od 25 ml.
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Radne standardne otopine analizirane su na kromatografskom sustavu koji se sastojao od
kontrolera SCL-10Avp, pumpe 10Advp, degazera DGU-14A, pec¢nice CTO-10Avp UV-VIS
detektora SDP-10Avp (Shimadzu, Japan) i kolone Kinetex C18, promjera pora 2,6 pm, 100 x
4,6 mm, 100 A (Phenomenex, SAD), pri kromatografskim parametrima definiranim u
Tablici 4. Dobiveni rezultati koriSteni su za izradu bazdarnog pravca za kvantitativno

odredivanje natrijeva deksametazon fosfata.

Otopljeno je 20 mg uzorka u proc¢iséenoj vodi u odmjernoj tikvici od 50 mL i stavljeno
na magnetsku mijeSalicu. Nakon 24-satnog mijeSanja, uzorci su profiltrirani 1 injektirani na

Kinetex C18 kolonu, promjera pora 2,6 pm, 100 x 4,6 mm, 100 A (Phenomenex, SAD).

Sadrzaj lijeka u mikrosferama (engl. drug loading, DL (%)), izrazen kao postotni udio lijeka u

mikrosferama (m/m), odreden je prema jednadzbi:

DL (%) = [masa uklopljenog lijeka (mg)] / [ispitivana masa mikrosfera (mg)] x 100.

Odredivanje uspjesnosti uklapanja lijeka provedeno je prema sljedecoj jednadzbi:

UU (%) = [stvarni sadrZaj lijeka (mg)] / [teorijski sadrzaj lijeka (mg)] % 100.

3.2.4. Odredivanje raspodjele veli¢ina Cestica

Raspodjela veli¢ina Cestica odredena je metodom laserske difrakcije. Mjerenje je
provedeno u tvrtki Jadran-galenski laboratorij d.d. na uredaju Malvern Mastersizer 3000
(Malvern Instruments Ltd, Velika Britanija), Zarisne duljine le¢e 300 mm. Homogena
suspenzija pripravljena je dispergiranjem 5 mg uzorka u 10 ml etanola (96%) uz soniciranje.
Napravljeno je pozadinsko o€itanje i suspenzija mikrosfera je dodavana u Hydro MV ¢eliju s
magnetskim mjeSa¢em sve do zatamnjenja od 10-30%. Prije samog mjerenja, uzorci su
ekvilibrirani 10 s. Analiza je provedena u triplikatu za svaki uzorak. Rezultati su izrazeni

volumnim promjerima Dv10, Dv50 i Dv90.
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3.2.5. Bubrenje mikrosfera

Za ispitivanje bubrenja mikrosfera koriStena je volumetrijska metoda. Ispitivanje je
provedeno koriste¢i Franzovu difuzijsku ¢eliju koja se sastoji od donorskog i receptorskog
odjeljka odijeljenih polupropusnom membranom (Slika 12.). Sustav je termostatiran pri
temperaturi od 34°C. Na polupropusnu membranu (Sartolon polimid, 0,45 pum, Sartorius
stedim biotech, Njemacka) naneseno je 10 mg uzorka. Receptorski odjeljak napunjen je
procis¢enom vodom ili SNF-om. Kako je uzorak u donorskom odjeljku bubrio, tako se razina
receptorskog medija sniZzavala u postrani¢noj cjevcici. Bubrenje je ispitivano tijekom
15 minuta, tako da je svake 3 minute dodan volumen procis¢ene vode ili SNF-a koji je
nadomjestao receptorski medij do pocetne razine. Ispitivanje je provedeno u triplikatu.
Bubrenje mikrosfera izrazeno je dodanim volumenom prociséene vode ili SNF-a po

miligramu mikrosfera.

Slika 12. Ispitivanje bubrenja mikrosfera
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. UspjeSnost uklapanja i sadrzaj lijeka u mikrosferama

Prethodno navedena HPLC metoda verificirana je za kvantitativno odredivanje
natrijeva deksametazon fosfata. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)
tehnika je odjeljivanja sastojaka u smyjesi pri ¢emu mobilna faza (tekucina) nosi sastojke
uzorka kroz stacionarnu fazu, a odjeljivanje sastojaka temelji se na razliCitim brzinama
kretanja kroz stacionarnu fazu. Visoki tlak potreban je za osiguravanje protjecanja mobilne
faze kroz kolonu. Primjenjuje se za odjeljivanje, identifikaciju i kvantifikaciju analita
(Moreno-Arribas i Polo, 2003). Za odredivanje sadrzaja lijeka koriStena je Kinetex C18
kolona (Phenomenex, SAD). Detekcija natrijeva deksametazon fosfata je provedena uz UV-
VIS detektor pri valnoj duljini od 241 nm. Sadrzaj lijeka odreden je koristenjem kalibracijske
krivulje pripravljene mjerenjem niza radnih standardnih otopina razli¢itih koncentracija.
Koncentracije radnih standardnih otopina su iznosile 1, 2, 5 i 10 ug/ml. 1z odnosa izmjerene
povrsine pika i pripadaju¢e koncentracije radne otopine izracunata je kalibracijska funkcija
y = 82484x + 41456 i koeficijent korelacije r = 0,999071 (koeficijent determinacije R?=
0,9981) prikazana na Slici 13.
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Slika 13. Kalibracijski pravac natrijeva deksametazon fosfata
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Sadrzaj natrijeva deksametazon fosfata u mikrosferama odreden je HPLC metodom.
Izradunata je uspjeSnost uklapanja i sadrzaj uklopljenog lijeka u odnosu na koli¢inu
mikrosfera prema formulama iz odjeljka 3.2.6. Sadrzaj uklopljenog lijeka (engl. drug loading,
DL (%)) prikazan je u Tablici 6. Sadrzaj lijeka u mikrosferama iznosio je 1,3-33,5%, ovisno o
omjeru lijeka i polimera. Najve¢i sadrzaj uklopljenog lijeka prisutan je kod uzoraka 2 i 6. To
su uzorci pripravljeni pri vecoj koncentraciji lijeka i manjoj koncentraciji hipromeloze u
rasprsivanoj otopini, pri ¢emu obje iznose 0,2% (M/V). Juri§i¢ Dukovski i suradnici (2019)
pripravili su pektinske mikrosfere sa  sadrzajem deksametazona  od
3,8 £ 0,9 % (Jurisi¢c Dukovski i sur., 2019). Prosje¢na dnevna doza nazalno primijenjenog
deksametazona iznosi 400 - 800 pg stoga je uklopljeni sadrzaj prikladan za primjenu
deksametazona u terapijskoj dozi s obzirom da koli¢ina praska koja se moze primijeniti pri
jednom potisku iznosi 10-25 mg (Martino i sur, 2015). U ovom radu, masa mikrosfera s
najveéim sadrzajem lijeka koja bi osigurala dnevnu dozu deksametazona bila bi mala za
reproducibilnu primjenu. No, Siroki raspon omogucuje mijeSanje mikrosfera s inertnim
nosacem s ciljem optimiranja svojstava praska i depozicije, te takoder omogucuje ispitivanje

utjecaja sadrzaja lijeka na promatrana svojstva (Sacchetti i sur., 2002).

Tablica 6. Sadrzaj natrijeva deksametazon fosfata u mikrosferama pripravljenim suSenjem
raspriivanjem otopina razli¢itih koncentracija hipromeloze i natrijeva deksametazon fosfata te

pri razli¢itim brzinama dotoka uzorka

Konc. hipromeloze  Konc. natrijeva Brzina dotoka Sadrzaj
(%, m/V) deksametazon fosfata uzorka lijeka (DL)
(%, m/V) (g/min) (%)

Uzorak 1 1,0 0,20 4,5 14,6 + 0,05
Uzorak2 0,2 0,20 4,5 31,7+ 0,33
Uzorak3 0,2 0,02 4,5 4,6 £0,09
Uzorak4 1,0 0,02 4,5 1,3+0,02
Uzorak5 1,0 0,20 2,5 14,4 £ 0,07
Uzorak 6 0,2 0,20 2,5 33,5+ 0,44
Uzorak 7 0,2 0,02 2,5 4,7+ 0,03
Uzorak 8 1,0 0,02 2,5 1,5+0,01

Prikazane su srednje vrijednosti = SD (n=3).
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Uklapanje lijeka metodom susenja rasprSivanjem pokazalo se uspjesnom i prikladnom
metodom. Postignute su visoke uspjesnosti uklapanja lijeka (81,9 + 1,2 - 101,9 + 0,3%, Slika
14.) pri svim ispitivanim procesnim i formulacijskim parametrima. Najveca vrijednost
uklapanja od 101,9 % postignuta je kod uzorka 1. Nizi¢ i suradnici razvili su mikrosfere od
pektina i/ili hipromeloze s uklopljenim melatoninom takoder metodom susenja rasprsivanjem
s visokim uklapanjem lijeka bez obzira na polimerni sastav mikrosfera (96,7 — 103,2%; Nizi¢
i sur, 2020). Giunchedi i suradnici (1999) metodom suSenja rasprSivanjem pripravili su
pektinske mikrosfere s piroksikamom. Sadrzaj uklopljenog lijeka bio je blizu teorijske
vrijednosti (uspjesnost uklapanja iznosila je 97-100 %). Analizom sadrZaja lijeka 1 uspjesnosti
uklapanja zakljudili su da je suSenje rasprSivanjem metoda prikladna za uklapanje lijeka uz
odlicnu reproducibilnost (Giunchedi 1 sur., 1999). Shendge i Sayyad (2013) suSenjem
rasprSivanjem pripravili su kitozanske mikrosfere s uklopljenim budezonidom za ciljanu
dostavu u kolon. Sadrzaj uklopljenog lijeka iznosio je 42,12 — 46,15%, dok je uspjeSnost
uklapanja za isti proces iznosila 84,24 — 92,28% (Shendge i Sayyad, 2013). Mahajan i
suradnici (2012) susSenjem rasprSivanjem pripremili su pektinske mikrosfere ondansetrona
sadrzaja lijeka izmedu 23 i 29%, dok je uspjesnost uklapanja lijeka iznosila iznad 80%.
Sukladno ocekivanjima, sadrzaj uklopljenog lijeka bio je obrnuto proporcionalan
koncentraciji polimera u rasprsivanoj otopini. Osim toga, uspjeSnost uklapanja povecala se s
poveéanjem koncentracije polimera zbog vece dostupnosti polimera za uklapanje lijeka
(Mahajan i sur., 2012). Sander i suradnici (2013) pripravili su mikrosfere od hipromeloze s
uklopljenim nikotinom metodom susenja rasprSivanjem Uz visoke uspjes$nosti uklapanja, od
99 do 127%. Mikrosfere s najve¢im omjerom hipromeloze u odnosu na nikotin imale su i
najveéi postotak uklapanja (Sander i sur., 2013). Jain i sur. (2009) priredili su mikrosfere
hipromeloze s uklopljenim sumatriptanom uz uspjesnost uklapanja preko 90%, dok je sadrzaj
uklopljenog lijeka iznosio od 16,31 do 46,04%. Uklapanje je bilo najvec¢e kod najvece
koncentracije hipromeloze u odnosu na lijek, dok je sadrzaj uklopljenog lijeka u tom slucaju

bio najmanji (Jain i sur., 2009).
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Slika 14. Uspjesnost uklapanja natrijeva deksametazon fosfata u mikrosfere pripravljene
suSenjem raspriivanjem otopina koncentracije hipromeloze od 1,0% () i 0,2% (@),
koncentracije lijeka od 0,20% (iscrtkano) i 0,02% (ispunjeno), pri brzini dotoka uzorka od

2,51 4,5 g/min. Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija (n = 3).

4.3. Veli¢ina mikrosfera

Velicina Cestica vazan je faktor koji utjeCe na ucinkovitu dopremu lijeka iz uredaja na
nazalnu sluznicu (Ivey i sur., 2014). Cestice pragkastih sustava odstupaju od idealnog
sfericnog oblika, pa se za opisivanje njihove veli¢ine koristi ekvivalentni sferi¢ni promjer. To
je promjer sfere koja odgovara mjerenoj ¢estici po jednom od svojstava kao §to su primjerice
masa, povrsina ili volumen (Thomas i Charvet, 2017). Volumna raspodjela uzima u obzir
volumen pojedine Cestice i ukupni volumen svih estica u uzorku. Dakle, doprinos svake
Cestice u volumnoj raspodjeli mjeri se volumenom te Cestice, odnosno relativni doprinos
proporcionalan je kubu promjera Cestice. Volumni promjeri koji se najceSce koriste za
opisivanje raspodjele veli¢ina Cestica u mjerenom uzorku su Dv10, Dv50, i Dv90. Volumni
promjer Dv10 odgovara onom promjeru od kojeg manje Cestice ¢ine 10% ukupnog volumena
svih Cestica u uzorku. Volumni promjer Dv50 odgovara onom promjeru od kojeg manje

Cestice ¢ine 50% ukupnog volumena svih Cestica u uzorku. Jednako tako, volumni promjer
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Dv90 odgovara onom promjeru od kojeg manje Cestice ¢ine 90% ukupnog volumena svih

Cestica u uzorku (Innopharma Technology Limited).

Veli¢ina mikrosfera u ovom radu odredena je metodom laserske difrakcije te su
rezultati izrazeni volumnim promjerima Dv10, Dv50 i Dv90 (Tablica 7.). Cestice su veée §to
je veca koncentracija otopljenih tvari u otopini koja je suSena rasprSivanjem. Prethodno je
poznato kako suSenje rasprSivanjem otopina vece koncentracije rezultira veéim cCesticama
zbog manje koli¢ine otapala u svakoj Kkapljici koje isparava tijekom procesa susenja te
povecane viskoznosti polimernih otopina (Ziaee i sur., 2018). Vrijednosti Dv10 vrlo su slicne
za sve uzorke, neovisno o koncentraciji sastavnica 1 uvjetima suSenja te iznose od 1,41 + 0,00
do 2,19 £+ 0,06 um. Koncentracija uzorka imala je najveci utjecaj na vrijednosti Dv90, tako je
najveca vrijednost Dv90 izmjerena kod uzorka 5. Campos i suradnici (2019) pripremili su
mikrocestice od kitozana i Eudragita® s uklopljenim budezonidom za oralnu primjenu
metodom susenja rasprsivanjem. Usporedivali su utjecaj koncentracije smjese polimera na
veli¢inu Cestica mjere¢i Dv10, Dv50 i Dv90. Izmjerene vrijednosti Dv10 su 3,42 - 9,7 um,
Dv50 8,17 — 22,07 um i Dv90 17,73 — 43,64 um. Zakljuc¢ili su da s pove¢anjem koncentracije
polimera raste i veli¢ina Cestica. Utjecaj je najmanje vidljiv na vrijednosti Dv10, dok je
najizrazeniji na vrijednosti Dv90 (Campos i sur., 2019).

Razuc 1 suradnici (2018) razvili su mikrocestice s ciprofloksacinkloridom za
pulmonalnu primjenu. Izmjerene vrijednosti Dv50 za mikrocestice pripravljene pri razli¢itim
brzinama dotoka uzorka iznosile su 4,4 — 7,9 um. Povecanjem brzine dotoka uzorka, dobivene
su Cestice veceg promjera (Razuc i sur., 2018). Poznato je kako brzina dotoka uzorka, kao
jedan od procesnih parametara metode suSenja rasprSivanjem, ima utjecaj na veliCinu
dobivenih Cestica (Uyen i sur., 2020). Pove¢anjem brzine dotoka uzorka nastaju vece kapljice
1 posljedi¢no vece Cestice zbog utroska energije atomizacije na ve¢i volumen tekuceg uzorka
(Ziaee 1 sur., 2018). U naSem slucaju, brzina dotoka uzorka nije znacajno utjecala na veli¢inu
Cestica. Baek i suradnici (2014) pripremili su mikrocestice Eudragita® s uklopljenim
ginsenozidom metodom susenja rasprSivanjem te takoder nisu uocili znacajni utjecaj brzine
dotoka uzorka na veli¢inu Cestica. Veli¢ina Cestica iznosila je od 698,0 + 50,8 nm do 1801,8 +
85,4 nm, a kod najveée brzine dotoka uzorka veliina Cestica iznosila je 786,1 = 63,7 nm

(Baek i sur., 2014).

Prema zahtjevima EMA-e vecina Cestica nazalnih prasaka mora biti veli¢ine vece od

10 pm S§to osigurava da je depozicija lokalizirana u nosnoj Supljini. Osim toga, zahtijeva i
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odredivanje raspona za dozvoljene granice promjera medijana raspodjele veli¢ine Cestica, kao
1 postavljanje limita za one Cestice koje su manje od 10 um (Europska agencija za lijekove,
2006). U pripravcima prevladava raspon veliine Cestica od 30 do 120 um (Sangolkar i sur.,
2012). Primjer registriranog suhog praska za nazalnu primjenu je Teijin Rhinocort® (Teijin,
Tokyo, Japan) koji sadrzi beklometazonpropionat (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018). Mjerena je
raspodjela veli¢ina Cestica tog pripravka te su odredeni volumni promjeri Kkoji iznose:
Dv10 51,7 £ 0,7 pm, Dv50 98 = 1,3 um i Dv90 162,3 + 4,0 pum. Vecina Cestica je oko 100 um

Sto odgovara zahtjevima.

Mikrosfere pripravljene u ovom radu relativno su male veli¢ine s obzirom na zahtjeve
za nazalnu primjenu. Takva veli¢ina Cestica Cesto se prijavljuje u literaturi za nazalne
praSkaste sustave pripravljene metodom suSenja rasprSivanjem (Rathananand i sur., 2007).
Naime, male Cestice mogu biti kandidati za nazalnu primjenu, s obzirom da mogu biti izrazito
kohezivne te davati aglomerate prikladne veliCine Cestica (Balakrishnan i sur., 2010).
Takoder, mogu se mijesati s ekscipijensima vece veliine Cestica koja odgovara nazalnoj

primjeni (Pozzoli i sur., 2016).

Tablica 7. Veli¢ina mikrosfera pripravljenih suSenjem rasprSivanjem izrazena volumnim

promjerima Dv10, Dv50 i Dv90.

Uzorak Konc. Konc. Brzina Dv10 Dv50 Dv90
hipromeloze natrijevog dotoka (um) (um) (um)
(%, m/V) deksametazon  uzorka
fosfata (g/min)
(%, m/V)
1 1,0 0,20 4,5 1,85+0,00 4,97+0,01 17,70+0,37
2 0,2 0,20 4,5 1,56 £0,00 2,60+0,01 5,13+0,06
3 0,2 0,02 4,5 1,42 +£0,00 2,15+0,01 4,37 +0,02
4 1,0 0,02 4,5 1,73+0,00 3,60+0,01 15,27 +0,25
5 1,0 0,20 2,5 2,19+0,06 13,65+£0,45 21,35+0,85
6 0,2 0,20 2,5 1,53+0,00 2,88+0,01 8,20+0,16
7 0,2 0,02 2,5 1,41 +£0,00 2,24+0,00 6,29 +0,00
8 1,0 0,02 2,5 1,61+0,00 3,11+0,01 12,90+ 0,00

Prikazane su srednje vrijednosti £ SD (n=3).
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4.4. Bubrenje mikrosfera

Kontrolirano bubrenje i formiranje hidrogela kljucna je karakteristika nazalne
primjene suhih praSaka (JuriS$i¢ Dukovski i sur., 2019). Bubrenjem mikrosfera moze do¢i do
osmotskog stresa epitelnih stanica zbog dehidracije. Posljedicno dolazi do otvaranja
medustani¢nih ¢vrstih spojeva i poveéane paracelularne apsorpcije lijeka te je stoga vazno
optimirati svojstva bubrenja mikrosfera tijekom razvoja formulacije (Nizi¢ i sur., 2020). Osim
toga, ispitivanje bubrenja vazno je kako bismo mogli predvidjeti mukoadhezivno ponaSanje in
vivo (Duggan i sur., 2017). U ovom radu bubrenje je ispitano pomoéu Franzove difuzijske
¢elije uz procis¢enu vodu 1 SNF kao medij za bubrenje te je izrazeno kao volumen
apsorbiranog fluida po miligramu mikrosfera. Dobiveni rezultati prikazani su na Slikama 15. i
16. 1z rezultata je vidljivo da su mikrosfere apsorbirale znacajno manji volumen SNF-a nego
pro¢is¢ene vode. JuriSi¢ Dukovski 1 suradnici (2018) ispitivali su kapacitet bubrenja
pektinskih mikrosfera u koje su inkorporirane lipidno alginatne nanocestice deksametazona za
nazalnu primjenu te takoder primijetili slabije bubrenje pektina kada je kao vodeni medij
koristen SNF u odnosu na proc¢is¢enu vodu (JuriSi¢ Dukovski 1 sur., 2018). U SNF-u su
prisutni dvovalentni kationi kalcija koji prolaze kroz membranu izmedu donorskog i
receptorskog odjeljka u procesu bubrenja. Prisutnost kalcija dovodi do umrezavanja lanaca
pektina Sto je razlog slabijem bubrenju mikrosfera. Obrnuta proporcionalnost gustoce

umrezenja polimera i stupnja bubrenja ve¢ je poznata prethodno iz literature (Giinter i sur.,
2018).

Rezultati bubrenja u procis¢enoj vodi ukazuju da mikrosfere pripravljene pri manjem
masenom omjeru hipromeloze prema pektinu (1:1) od dva ispitivana omjera (1:1 i 5:1) i
manjem masenom omjeru lijeka prema pektinu (0,1:1) od dva ispitivana omjera (0,1:1 i 1:1)
imaju najbolja svojstva bubrenja, neovisno o brzini dotoka uzorka (40,6 + 4,0 ul/mg, Slika 15.
i 16.). Ranija ispitivanja pokazala su da dodatak hipromeloze smanjuje bubrenje pektinskog
matriksa u vodi (Nizi¢ 1 sur., 2020). U skladu s time, u ovom radu primijeéeno je slabije
bubrenje mikrosfera pripravljenih iz pektina i hipromeloze s ve¢im udjelom hipromeloze. Isto
tako, uzorak koji najbolje bubri karakteriziran je znacajno manjim sadrzajem uklopljenog
lijeka, a samim time znacajno ve¢im udjelom polimernih sastavnica u matriksu mikrosfera.
To doprinosi bubrenju mikrosfera, jer jedino polimerne sastavnice imaju sposobnost bubrenja.

Jain i sur (2009) pripremili su mikrosfere hipromeloze sa sumatriptanom te ispitivali svojstva
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bubrenja u fosfatnom puferu (pH = 6,6). Zakljucili su da povecanje koncentracije hipromeloze

u odnosu na lijek rezultira pove¢anjem bubrenja mikrosfera (Jain i sur., 2009).
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Slika 15. Svojstva bubrenja mikrosfera u pro&iséenoj vodi i SNF-u (%) pripravljenih
suSenjem rasprSivanjem otopina polimera 1 lijeka pri brzini dotoka uzorka od 4,5 g/min.
Rasprsivane su otopine koncentracije hipromeloze od 1% () ili 0,2% (®) i koncentracije
lijeka od 0,2% (iscrtkano) ili 0,02% (ispunjeno). Bubrenje je izrazeno volumenom fluida (ul)
apsorbiranom po miligramu mikrosfera u 15-minutnom bubrenju. Prikazane su srednje

vrijednosti + standardna devijacija (n=3).

Kod bubrenja uzoraka u SNF-u, mikrosfere koje su pripravljene pri ve¢em masenom
omjeru hipromeloze prema pektinu (5:1) uglavnom su pokazale bolja svojstva bubrenja od
mikrosfera pripravljenih pri manjem masenom omjeru hipromeloze prema pektinu (1:1).
Nizi¢ 1 suradnici (2020) uocili su da mikrosfere pripravljene iz pektina 1 hipromeloze bolje
bubre u SNF-u od pektinskih mikrosfera. Razlog tome je §to ioni kalcija umrezavaju pektin, a
ne i hipromelozu, pa je dodatak hipromeloze osigurao umjereno bubrenje Sto omogucuje
optimiranje mukoadhezije 1 oslobadanja lijeka. Najslabije svojstvo bubrenja u SNF-u u ovom
radu imale su mikrosfere pripravljene pri manjem omjeru hipromeloze i pektina (1:1) i ve¢em

omjeru lijeka i pektina (1:1) neovisno o brzini dotoka uzorka (8,8 = 1,0 i 7,4 £ 2,1 pl/mg,
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Slika 15. i 16.). Takav rezultat u skladu je s ocekivanjima, s obzirom da veci sadrzaj
uklopljenog lijeka znaci i manji udio polimera u matriksu mikrosfera koji bubre u doticaju s

vodenim medijem.
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Slika 16. Svojstva bubrenja mikrosfera u pro&iséenoj vodi i SNF-u (%) pripravljenih
susenjem rasprSivanjem otopina polimera i lijeka pri brzini dotoka uzorka od 2,5 g/min.
Rasprsivane su otopine koncentracije hipromeloze od 1% () ili 0,2% (®) i koncentracije
lijeka od 0,2% (iscrtkano) ili 0,02% (ispunjeno). Bubrenje je izrazeno volumenom fluida (pul)
apsorbiranom po miligramu mikrosfera u 15-minutnom bubrenju. Prikazane su srednje

vrijednosti + standardna devijacija (n=3).
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5. ZAKLJUCCI

e Mikrosfere masenog omjera natrijevog deksametazon fosfata i pektina 0,1:1 i 1:1 te
hipromeloze i pektina 1:1 i 5:1 uspjeSno su pripravljene metodom suSenja
rasprSivanjem pri razli¢itim brzinama dotoka uzorka (2,5 i 4,5 g/min) te pri
konstantnim postavkama kapaciteta aspiratora (50%), ulazne temperature (160°C) i
protoka komprimiranog zraka (700 NI/h) kroz sapnicu promjera 0,7 mm.

e Postignuta je vrlo visoka uspje$nost uklapanja lijeka (od 81,9 do 101,9%) pri svim

ispitivanim formulacijskim i procesnim parametrima.

e Sadrzaj uklopljenog lijeka iznosio je 1,3-33,5% ovisno o omjeru lijeka i polimera.

e Velicina mikrosfera rasla je s koncentracijom sastavnica u otopini koja je suSena
rasprSivanjem, a najveci utjecaj je vidljiv na vrijednosti Dv90 ¢iji je raspon od 4,37 +
0,02 do 21,35 £ 0,85 um. Vrijednosti Dv10 vrlo su slicne za sve uzorke, neovisno o
koncentraciji sastavnica i uvjetima suSenja te one iznose od 1,41 + 0,00 do 2,19 + 0,06

um. Raspon vrijednosti Dv50 iznosi od 2,15 + 0,01 do 13,65 £ 0,45 um.

e Mikrosfere su u procesu bubrenja apsorbirale znacajno manji volumen SNF-a po
jedini¢noj masi u usporedbi s prociS¢enom vodom, a uslijed umrezavanja pektina

ionima Ca®** iz SNF-a.

e Sposobnost bubrenja mikrosfera u SNF-u rasla je s porastom udjela hipromeloze u

polimernom matriksu i sa smanjenjem sadrzaja uklopljenog lijeka.

e Nije uofen utjecaj brzine dotoka uzorka u procesu suSenja rasprSivanjem na

promatrana svojstva mikrosfera.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Nazalna primjena lijekova Siroko je zastupljena u lijecenju lokalnih poremecaja
sluznice nosa. Prednost nad tekué¢im oblicima imaju praskasti zbog bolje stabilnosti
formulacije te duljeg zadrzavanja i vece koncentracije lijeka na mjestu primjene. Veéina
nazalnih prasaka temeljena je na mukoadhezivnim polimerima sa sposobnos¢u bubrenja, a od
posebnog interesa su polimerne mikrosfere koje djeluju kao ucinkoviti nosaci lijeka. Kao
prikladna metoda izrade polimernih mikrosfera za nazalnu primjenu istaknula se metoda
suSenja rasprsivanjem.

Cilj ovog diplomskog rada bio je pripraviti mikrosfere s natrijevim deksametazon fosfatom za
nazalnu primjenu temeljene na pektinu i hipromelozi metodom susenja rasprSivanjem te
ispitati utjecaj koncentracije sastavnica rasprSivanog sustava i brzine dotoka uzorka na
fizicko-kemijska svojstva pripravljenih mikrosfera.

Mikrosfere masenog omjera natrijevog deksametazon fosfata i pektina 0,1:1 i 1:1 te
hipromeloze i pektina 1:1 i 5:1 uspjesno su pripravljene metodom susenja raspr§ivanjem pri
razli¢itim brzinama dotoka uzorka (2,5 i 4,5 g/min) te pri konstantnim postavkama kapaciteta
aspiratora (50%), ulazne temperature (160°C) i protoka komprimiranog zraka (700 N1/h) kroz
sapnicu promjera 0,7 mm. Postignuta je vrlo visoka uspjesnost uklapanja lijeka (od 81,9 do
101,9%) pri svim ispitivanim formulacijskim i procesnim parametrima, dok je sadrzaj
uklopljenog lijeka iznosio 1,3-33,5% ovisno o omjeru lijeka i polimera. Veli¢ina mikrosfera
rasla je s koncentracijom sastavnica u otopini koja je susena rasprSivanjem, a najveci utjecaj
je vidljiv na vrijednosti Dv90 ¢iji je raspon od 4,37 = 0,02 do 21,35 £ 0,85 um. Vrijednosti
Dv10 vrlo su sli¢ne za sve uzorke, neovisno o koncentraciji sastavnica i uvjetima susenja te
one iznose od 1,41 + 0,00 do 2,19 + 0,06 um. Raspon vrijednosti Dv50 iznosi od 2,15 + 0,01
do 13,65 + 0,45 um. U procesu bubrenja mikrosfere su apsorbirale zna¢ajno manji volumen
umjetnog nazalnog fluida (SNF) po jedini¢noj masi u usporedbi s pro¢is¢enom vodom, a
uslijed umrezavanja pektina ionima Ca?* iz SNF-a. Sposobnost bubrenja mikrosfera u SNF-u
rasla je s porastom udjela hipromeloze u polimernom matriksu i sa smanjenjem sadrzaja
uklopljenog lijeka. Nije uocen utjecaj brzine dotoka uzorka u procesu suSenja rasprsivanjem

na promatrana svojstva mikrosfera.
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Nasal drug administration is widely used in the treatment of local disorders of the
nasal mucosa. Powders have an advantage over liquid forms due to better formulation
stability, longer retention and higher drug concentration at the site of application. Most nasal
powders are based on mucoadhesive polymers with the ability to swell. Polymeric
microspheres as efficient drug carriers are of special interest. The spray drying method was
highlighted as a suitable method of producing polymeric microspheres for nasal application.

The aim of this thesis was to prepare spray dried microspheres with sodium
dexamethasone phosphate for nasal application based on pectin and hypromellose and to
examine the influence of spray drying conditions such as feed composition and feed flow rate
on physicochemical properties of prepared microspheres.

Microspheres with sodium dexamethasone phosphate to pectin weight ratio of 0.1:1
and 1:1 and hypromellose to pectin weight ratio of 1:1 and 5:1 were successfully prepared by
spray drying at different sample feed rates (2.5 and 4.5 g/min ) and at constant settings of the
aspirator capacity (50%), inlet temperature (160 °C) and compressed air flow (700 Nl/h)
through a nozzle with a diameter of 0,7 mm. High drug entrapment efficiency was achieved
(from 81.9 to 101.9%) for all formulation and process parameters employed, while the drug
loading ranged between 1.3 and 33.5%, depending on the drug to polymer ratio. The size of
the microspheres increased with the concentration of the components in the spray dried feed,
and the greatest influence was seen on the Dv90 values ranging from 4.37 + 0.02 to 21.35 +
0.85 um. Dv10 values were very similar for all samples, regardless of the feed concentration
and flow rate, and they ranged between 1.41 = 0.00 and 2.19 + 0.06 um. Values of Dv50
ranged from 2.15 + 0.01 to 13.65 + 0.45 pum. In the swelling process, the microspheres
absorbed significantly smaller volume of simulated nasal fluid (SNF) per unit mass compared
to distilled water, due to the crosslinking of pectin with Ca?* ions from SNF. The swelling
capacity of microspheres in SNF increased with an increase in the proportion of hypromellose
in the polymer matrix and with a decrease in the content of the incorporated drug. Influence of

the feed flow rate on the studied properties of the spray dried microspheres was not observed.
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