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1. Uvod

1.1. Pripravci produlienog oslobadanja

Terapijsko djelovanje mnogih lijekova moze se poboljsati u obliku farmaceutskih pripravaka
produljenog oslobadanja lijeka. Stalna koncentracija lijeka u plazmi moze se posti¢i brojnim
metodama, kao $to su opetovana oralna, topic¢ka, pluéna, parenteralna primjena, isporuka

infuzijskim pumpama te dugotrajne injekcije 1 implantati.

Injekcije 1 implantati produljenog oslobadanja lijeka nude brojne prednosti (neke od prednosti
dijele 1 s drugim metodama produljenog djelovanja). Ponavljano davanje lijeka bolusom (oralno
ili parenteralno) moze rezultirati klasi¢nim ,,brijeg i dolina“obrascem farmakokinetskog profila u
kojem maksimalna koncentracija lijeka u plazmi moze premasiti toksi¢ni prag (Sto dovodi do
nezeljenih nuspojava), dok minimalna koncentracija lijeka u plazmi moze pasti ispod
minimalnog praga potrebnog za ucinkovitost. Davanje lijekova produljenog djelovanja moze
rezultirati u stalnim razinama koncentracije lijeka u krvi koje se odrzavaju iznad minimalnog
praga terapijske ucinkovitosti, a istovremeno ispod toksi¢nog praga, ¢ime se postize bolja

farmakodinamika bez nezeljenih nuspojava.

Koristenje dugo djelujucih injekcija i implantanata moze biti puno prihvatljivije za pacijenta i
pruzatelja medicinske usluge jer se na taj nafin smanjuje ucestalost primjene lijeka. Smanjena
ucestalost primjene moze rezultirati uStedama za zdravstveni sustav te poboljsati pacijentovo
postivanje terapijskog rezima (npr. bolju adherenciju), ¢ime se povecava vjerojatnost Zeljenog
terapijskog ishoda. Uz to, adherencija pacijenta prema propisanoj farmakoterapiji moze se
poboljsati kada su nuspojave lijeka smanjene primjenom dugotrajnih injekcija i implantata

(Burgess i Wright, 2012).

Zbog prakti¢nosti i1 prihvatljivosti za pacijenta, oralna primjena lijekova je najatraktivniji i
preferirani put primjene lijekova. Medutim, neki lijekovi se ne mogu tolerirati oralnim putem
zbog kiselog okruzenja i raznolikosti proteolitickih enzima (proteaza) u gastrointestinalnom
traktu. Zbog takvih uvjeta dolazi do razgradnje ili metaboliziranja lijeka kao §to je to u slucaju

proteinskih i1 peptidnih lijekova, Sto rezultira niskom bioraspolozivos¢u (Semalty i sur., 2007).



Stovise, pacijenti koji ne mogu podnijeti oralni put primjene (npr. bolesnici s di§nim problemima
ili poremecajem probavnog sustava) trebaju ne-oralnu (parenteralnu) primjenu za primanje
lijekova 1 prehranu. Parenteralna primjena (npr. intravenska, intramuskularna i potkozna) je

takoder korisna za:
a) lijekove sa slabom oralnom bioraspolozivoséu

b) lijecenje fizickih ili mentalnih poremecaja kod kojih su otezani drugi nacini primjene (oralni
ili inhalacijski)
c¢) dostavu lijekova na specificna mjesta u organizmu.

Lokalna isporuka moze se posti¢i izravnim ubrizgavanjem ili implantacijom u ciljne organe te
putem sustava za isporuku koji omogucuju pasivno ili aktivno ciljanje. To omoguéava visokim
dozama lijekova da dodu do odredenih organa ili tkiva (npr. o€i, mozak, zglobovi, centralni
ziv€ani sustav 1 srce) poboljSavajuéi terapijske efekte te izbjegavajucéi sistemske nuspojave.
Uzevsi u obzir biokompatibilnost i probleme povezane s viSestrukim injekcijama i potencijalnim
sistemskim ucincima nastalim uslijed visoke vrSne koncentracije lijekova, dugotrajne injekcije i
implantati su Cesto preferirani (Constantinides i sur., 2008; Medlicott i sur., 2004; Dash i
Cudworth, 1998). Nekoliko klasa lijekova podlozno je parenteralnoj primjeni, ukljucujuci
protuupalne lijekove (fentonil, deksametazon), antipsihoticke lijekove (risperidon), lijekove
protiv raka (paklitaksel, citokini), lijekove za lijeCenje koronarne arterijske bolesti (simvastatin),
proteinske 1 peptidne lijekove, te gensku terapiju. Je li lijek pogodan za dugo djelujucu
parenteralnu formulaciju ovisi o njegovim fizikalno-kemijskim svojstvima te farmakokinetickom

i farmakodinamskom profilu (Burgess i Shen, 2012).

1.2. Uljne otopine

Formulacija lijekova u obliku lipofilnih otopina ili suspenzija moze dovesti do znatnog

produljenja djelovanja lijeka nakon parenteralne primjene (Larsen i sur., 2012).

Formulacije temeljene na suspenzijama ljekovite tvari u vodenim ili uljnim nosac¢ima bile su

medu prvim razvijenim sustavima za injekcije produljenog oslobadanja lijeka. Ovi se sustavi u



velikoj mjeri baziraju na svojstvima topljivosti Cestica suspenzije kako bi se upravljalo brzinom
otpustanja lijeka iz depoa. Kada topljivost ljekovite tvari u uljnom nosacu to dopusta, alternativni
pristup je formuliranje uljne otopine lijeka. U ovom se sluc¢aju formulator poglavito oslanja na
koeficijent razdjeljivanja izmedu ulja 1 vode te disperziju nosata kako bi upravljao
oslobadanjem. Suspenzije i uljne otopine formulacije su opcenito pogodne samo za spojeve s
niskom topljivos¢u u vodi. Ako je topljivost lijeka u vodenom mediju previsoka da bi se
omogucilo stvaranje formulacije produljenog oslobadanja, topljivost se moze smanjiti
formiranjem slabo topljivog prolijeka. Jedan od nacina je esterifikacija alkanima (npr. za
dobivanje enantata, dekanata ili cipionata) koja se Cesto koristi za hormone poput testosterona.
Takoder, mogu se formirati slabo topljivi kompleksi ili soli, kao $to su cink-inzulin i kompleksi s
karboksimetilcelulozom (Chien, 1981). Formulacije suspenzija i uljnih otopina najcesce se
primjenjuju intramuskularno, ali mogu¢a je i1 subkutana, intraartikularna 1 intradermalna

primjena.

Nedostaci njihove upotrebe su pojava rizika od reakcije preosjetljivosti (Moghimi i sur., 2006),
nedostatak fizicke stabilnosti (liposomi) (Sharma i Sharma, 1997) te prilicno nepredvidive
reakcije razgradnje Sto dovodi do fluktuacija u cjelokupnom profilu oslobadanja lijeka i
problemati¢ne proizvodnje (mikrosfere) (Freitas 1 sur., 2005; Jiang i sur., 2005). Kljucne
prednosti jednostavnih lipofilnih otopina ukljuuju jednostavnu proizvodnju (ukljucujucéi
terminalnu sterilizaciju), povoljnu dugoro¢nu stabilnost i moguénost dizajniranja spremnika s
prilagodenim karakteristikama isporuke. Stoga, za nove kandidate lijekova koji zahtijevaju
primjenu u obliku parenteralnog depoa, razvoj injekcije na bazi lipofilne otopine trebao bi se

smatrati realnom opcijom (Larsen i sur., 2012).

Uljne otopine lipofilnih spojeva nasiroko se koriste u formulacijama za produljeno oslobadanje.
Iako se ovaj farmaceutski pristup primjenjuje ve¢ nekoliko desetlje¢a, objavljeno je relativno
malo istrazivanja o temeljnim parametrima koji odreduju apsorpcijske karakteristike. Lijek

otopljen u ulju oslobada se kao rezultat koncentracijskog gradijenta. Relevantni parametri su:
a) koncentracija u ulju
b) debljina difuzijskog sloja kao 1 koeficijent difuzije u ulju

¢) povrsina depoa



d) koeficijent razdjeljivanja (P) izmedu ulja i tjelesne tekuéine

e) debljina difuzijskog sloja u vodenoj fazi kao i difuzivnost u ovom odjeljku (Kalicharan 1 sur.,

2016).

Konvencionalne injekcije produzenog djelovanja sastoje se od lipofilnih lijekova u vodenim
otapalima u obliku suspenzija ili otopina u biljnim uljima. Ovakve formulacije obi¢no je
potrebno dozirati svakih nekoliko tjedana. U formulacijama suspenzija, korak koji ograni¢ava
brzinu apsorpcije lijeka je otapanje Cestica lijeka u formulaciji ili u tkivnoj tekuéini koja okruzuje
formulaciju lijeka. Slabo topljive soli u vodi mogu se koristiti za kontrolu brzine otapanja cestica
lijeka u cilju produljene apsorpcije, a olanzapin pamoat je primjer soli olanzapina slabo topljive
u vodi. Odredeni lijekovi za pripravke produzenog djelovanja sintetiziraju se esterifikacijom
izvornog lijeka 1 dugolan¢ane masne kiseline. Na temelju izuzetno niske topljivosti u vodi, lijek
u obliku estera masne kiseline se otapa polako na mjestu intramuskularne primjene i hidrolizira
se u izvorni lijek. Jednom kada se ester hidrolizira intramuskularno, izvorni lijek postaje
dostupan u sistemskoj cirkulaciji. Brzina otpustanja paliperidon palmitata iz injekcije dugog
djelovanja odredena je ovim mehanizmom. U mnogim formulacijama, ester masne kiseline lijeka
koristi se za pripremu parenteralne otopine na bazi ulja, a brzina oslobadanja lijeka iz otopine
kontrolirana je raspodjelom lijeka izmedu nosaca ulja i tkivne tekucine te stupnjem biokonverzije
lijeka od estera do izvornog lijeka. Medutim, nekoliko drugih ¢imbenika poput mjesta primjene,
volumena ubrizgavanja, stupnja Sirenja depoa na mjestu primjene te apsorpcije i raspodjele uljne

otopine moze utjecati na ukupni farmakokineticki profil lijeka (www.pharmtech.com).

Injektibilnost injekcija na bazi ulja moze se smatrati obrnuto proporcionalnim s viskoznosti ulja
(Dexter 1 Shott, 1979). Postizanje pozeljne viskoznosti formulacije moZe se posti¢i mijeSanjem
razli¢itih ulja. Injektibilnost se naruSava velikom viskoznosti otopine. lako razmjerno niska
viskoznost otopine pogoduje injektibilnosti, poboljSana viskoznost moze pod odredenim
uvjetima rezultirati smanjenjem brzine otpustanja lijeka na mjestu primjene. To se dogada ako
difuzija lijeka iz uljne faze u uljno-vodeno sucelje, umjesto raspodjele lijeka u vodenu fazu,
postane korak koji ograni¢ava brzinu u cjelokupnom procesu otpustanja lijeka (Sims i
Worthington, 1985). Nedostatak veze izmedu viskoznosti nosaca i otpustanja lijekova in vitro

uocen je i u studiji koja se temelji na Cistim biljnim uljima i njihovim smjesama (Fredholt i sur.,



2000). Cini se da viskoznost ulja ne utje¢e znaéajno na brzinu apsorpcije lijeka nakon

intramuskularne primjene (Hirano i sur., 1982; Hirano i sur., 1981).

Budu¢i da je dielektri¢na konstanta veéine biljnih ulja blizu nule, topljivost polarnih spojeva i
iona u takvim otapalima je vrlo niska. Topljivost je povezana s jac¢inom privlacnih
intermolekularnih sila izmedu molekula triglicerida i molekula otopljenog lijeka. Privlacenje
izmedu takvih molekula moZze ukljucivati van der Waalsove sile (uglavnom medudjelovanja
dipola i dipola) i stvaranje vodikove veze s trigliceridnim esterskim skupinama koje djeluju kao
akceptori vodika. Topljivost u lijekovima varira s kemijskim sastavom pojedinacnih ulja (Larsen

isur., 2012).

1.3. Biljna ulja

Biljna ulja se koriste kao otapala u vec¢ini dugo djelujucih parenteralnih lipofilnih otopina.
Alternativna otapala su sinteticki esteri masnih kiselina poput izopropil miristata i etil oleata.
Biljna ulja sadrze razne trigliceride u razli¢itim omjerima gdje ricinusovo ulje posebno odstupa
od drugih ulja visokim sadrzajem masnih kiselina s hidroksi skupinom (ricinoleinska kiselina).
Masnokiselinski sastav biljnih ulja utjece na gustocu i viskoznost otapala. Opcenito, biljna ulja
pokazuju prihvatljivu kemijsku stabilnost. Medutim, treba naglasiti da trigliceridi koji sadrze
nezasi¢ene masne kiseline mogu biti osjetljivi na proces autooksidacije, $to je put razgradnje

kataliziran toplinom i svjetlos¢u (Larsen i sur., 2012).

U idealnom slucaju, ulja koja se koriste u depo formulacijama trebaju biti kemijski stabilna i
inertna na reakcije s lijekom, relativno niske viskoznosti, fizi¢ki stabilna u Sirokom rasponu
temperature, ne-iritirajua i bez antigenih svojstava (Brown i sur., 1944). Ulja koja su
prihvatljiva za injekcije ukljucuju maslinovo ulje, kukuruzno ulje, sezamovo ulje, kikirikijevo
ulje, bademovo ulje, ulje maka, sojino ulje, ulje sjemenki pamuka i ricinusovo ulje (Murdan i
Florence, 2000). Biljna ulja kao prirodni proizvodi sadrze razne trigliceridne komponente,
ukljucujuci oleinsku, linolensku, stearinsku, palmitinsku i miristinsku kiselinu (Hirano i sur.,
1981). Sezamovo ulje se uglavnom preferira zbog povecane stabilnosti koju daju prirodni

antioksidansi, ali je osjetljivo na svjetlost. Izopropil miristat, etil oleat, benzil benzoat,



polioksietilen oleinski trigliceridi (Labrafils), rafinirano biljno ulje (frakcionirano kokosovo ulje,
Viscoleo) i PEG su sintetske alternative. Etil oleat se ponekad preferira zbog nize viskoznosti.
Ulja se opcenito dobro podnose od strane pacijenata, no neki pacijenti ipak mogu imati alergijske
reakcije na biljna ulja. Uljne formulacije se obi¢no primjenjuju intramuskularno jer subkutana

primjena ¢esto moze uzrokovati bol i iritaciju na mjestu primjene (Murdan i Florence, 2000).

1.4. Oslobadanje djelatne tvari

Ispitivanje oslobadanja je sredstvo pracenja brzine otpustanja lijeka iz dozirnog farmaceutskog
kvalitete, ispitivanja stabilnosti i predvidanja bioraspolozivosti kako bi se pomoglo u odredivanju
bioekvivalencije, a parametri oslobadanja lijeka imaju klini¢ku vaznost i s regulatorne strane

(Worsfold i sur., 2019).

Svrhovita metoda in vitro oslobadanja trebala bi se razviti na temelju razmatranja namjeravane
upotrebe parenteralnog proizvoda, mjesta primjene, nacela formulacije 1 prirode ljekovite tvari.
Osnovni uvjet za uspjesan razvoj in vitro metode oslobadanja je da mehanizam za oslobadanje in
vitro treba odgovarati onome koji je uocen u uvjetima in vivo. Stoga se transport oslobodenog
lijeka dalje od mjesta primjene, kao i uporaba biorelevantnih medija ili uvjeta, takoder mogu

uzeti u obzir u dizajnu odredenog modela oslobadanja (Larsen i sur., 2013).

Razvoj prikladnih in vitro modela oslobadanja (za kontrolu kvalitete 1 razvoj formulacije)
predstavlja kriticnu aktivnost koja bi se, po moguénosti, trebala zapoceti u ranoj fazi dizajniranja
depoa. U idealnom slucaju, rezultat bi trebala biti uspostava in vitro - in vivo korelacije (IVIVC).
Obicno, to zahtijeva da otpustanje lijeka iz depoa bude korak koji ograni¢ava brzinu apsorpcije, a
da je mehanizam oslobadanja lijeka isti in vitro i in vivo. Stoga su takvi odnosi najcesce linearni
iako su 1 nelinearne korelacije takoder prihvatljive (Uppoor, 2001). Ne postoje odobrene
standardne metode za ispitivanje oslobadanja lijekova iz parenteralnih proizvoda s produljenim
oslobadanjem, unato¢ davno prepoznatoj potrebi za takvim metodama oslobadanja in vitro

(Burgess i sur., 2004, Burgess i sur., 2002, Lusina Kregar i sur., 2015). U podruc¢ju primjene



formulacija na bazi ulja, primijenjene metodologije oslobadanja mogu se grubo podijeliti u tri

kategorije:

a) modeli s lipofilnom otopinom koja pluta na vrhu medija
b) tehnike dijalize

¢) metode kontinuiranog protoka (Larsen i Larsen, 2009)

Model rotirajuce dijalize koristi se za proucavanje oslobadanja lijeka iz lipofilnih otopina. Do
sada jo§ nisu postignute stroge in vitro — in vivo korelacije §to je najvjerojatnije rezultat toga da
trenutni in vitro modeli oslobadanja ne mogu oponasati na adekvatan nacin brzinu, ravnotezu i
procese transporta ljekovite tvari kao i ponaSanje samog depoa u okolini mjesta primjene (Larsen

isur., 2012).

Iscrpno razumijevanje vaznosti takvih procesa koji se odvijaju u neposrednom okruzZenju mjesta
primjene preduvjet je za razvoj diskriminatornih in vifro modela oslobadanja. S druge strane,
postoje in vivo uvjeti koji se ne mogu lako simulirati in vitro. Neki od tih dogadaja, koji utjecu na
sudbinu lijeka in vivo, pridonose varijabilnosti farmakoloskog odgovora. To se moze dogoditi
kada tzv. "drugi odjeljak" (npr. preraspodjela lijeka u masno tkivo) kontrolira Sirenje lijeka u krv
(Wallis i Simkin, 1987). Nepredvidivo Sirenje na mjestu primjene moze dovesti do razli¢itih
dodirnih podruc¢ja izmedu ulja i tkivne tekuéine Sto rezultira varijabilno$¢u u cjelokupnom
procesu oslobadanja (Simkin i sur., 1995; Bauer i sur., 1933). Tre¢i in vivo fenomen, koji se ne
moze simulirati in vitro, pojava je tkivnog odgovora na umetanje depoa. Reakcija tkiva
(intenzitet i trajanje upalnog odgovora) ovisi o veli€ini, obliku te fizikalno-kemijskim svojstvima
ubrizganog biomaterijala (Simkin i Benedict, 1990). Za dugotrajne depo formulacije, nestajanje
ulja koje sadrzi lijek s mjesta ubrizgavanja (i potencijalno drugi procesi oslobadanja lijeka)
doprinosi ukupnoj brzini otpustanja lijeka s lokalnog mjesta primjene (Simkin i sur., 1995; Bauer
i sur., 1933). Potonje in vivo uvjete tesko je simulirati primjenom in vitro modela oslobadanja

lijeka i s obzirom na to uspostavljanje IVIVC-a moze postati problematicno.

Mnoge uljne otopine uklanjaju se s mjesta primjene polako, otapanjem u tjelesnoj tekucini ili
pretvaranjem u topljive oblike, te prolijevanjem i transportom uljnih mikrokapljica s povrsine
depoa. Vizualno promatranje nakon intramuskularne primjene pokazalo je da se uljni depoi ne

Sire tako brzo kao vodeni sustavi i da poprimaju spljosteni oblik. Ovo je vazno jer se ocekuje da
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¢e povrsina depoa biti klju¢na odrednica brzine oslobadanja. Pokazalo se da apsorpcija lijekova
iz uljnih otopina spada u kinetiku prvog reda u slucajevima kada je apsorpcija nosaca sporija u
odnosu na aktivnu tvar. U ovom slucaju, difuzija aktivne tvari kroz vodenu fazu koja okruzuje
depo je ograniCavaju¢i korak, odnosno konstanta brzine oslobadanja kontrolirana je
koeficijentom raspodjele izmedu ulja i vode te volumenom injektirane otopine. Suprotno tome,
apsorpcija lijekova iz uljnih suspenzija moze slijediti kinetiku nultog reda, jer se topljivost lijeka
u nosacu odrzava na toCki zasi¢ene topljivosti dok se Cestice suspenzije potpuno ne otope

(Hirano i sur., 1981).

U farmaceutskoj industriji, ispitivanje otapanja lijekova rutinski se koristi za dobivanje kriticnih
informacija o in vitro oslobadanju lijeka u svrhu kontrole kvalitete, tj. za procjenu ujednacenosti
serija u proizvodnji ¢vrstih oralnih oblika kao $to su tablete, te tijekom procesa razvoja lijeka,
odnosno predvidanja profila oslobadanja lijekova in vivo. Postoji nekoliko uredaja za pracenje
otapanja. Standardizirani su i specificirani u americkoj farmakopeji (USP) (United States
Pharmacopeia, 2008). Medu tim se aparatima najces¢e i najceSce koristi USP 2 aparatura za

ispitivanje otapanja (Bai i sur., 2011).

USP aparature 1 1 2 najcesce se koriste, ponajvise zato Sto su jednostavne, robusne i adekvatno
standardizirane, a podrzane su i Sirim iskustvom eksperimentalne uporabe od ostalih vrsta
uredaja. Zbog ovih prednosti, one su obicno prvi izbor za ispitivanje otapanja ¢vrstih oblika in
vitro (pripravci s neposrednim kao i kontroliranim/modificiranim oslobadanjem) (Kramer i sur.,

2005).

USP 2 uredaj (Slika 1) razvijen je prije svega za Cvrste oralne oblike doziranja, ali se moze
primijeniti i kod pripravaka s parenteralnom primjenom (USP 33-NF 28, 2010). U slucaju
parenteralnih mikroCestica, uzorci se rasprSuju u velikim koli¢inama medija (500 ml), a
mijeSanje se postize pomocu motorne lopatice. Uzorci se uklanjaju u odredenim vremenskim
tockama, odvajaju od mikrocestica, a mikroCestice se dispergiraju u svjezem mediju i prenose
natrag u posudu. Zbog Siroke dostupnosti ovog uredaja, Cesto se koristi kao referentna tocka pri
razvoju novog testa otapanja ili kada je potrebna odrediti kinetiku oslobadanja nove formulacije
za usporedbu sa starijim formulacijama (Bhardwaj i Burgess, 2010). Ovaj uredaj ima odredena
ogranicenja. Kao u USP 1 uredaju, potrebna je velika koli¢ina medija, tako da ga je neprakti¢no

koristiti kad su materijali oskudni (obi¢no zbog troskova ili ogranicenja pripreme). Nadalje, kao i



u svim metodama uzorkovanja i odvajanja, gubitak uzorka tijekom odvajanja je neizbjezan.
Konacno, zabiljezeni su hidrodinamicki problemi gdje se stvara stozac staticke vode ispod
lopatice. Ovaj nedostatak moze se rijesiti upotrebom posebno izradene ,,vr$ne posude, gdje se u

sredini baze posude nalazi podignuti stozasti oblik (Baxter i sur., 2005).

Slika 1. USP II uredaj s lopaticama (www.alphachrom.hr)

Prilikom provodenja ispitivanja otapanja, postoji mnogo ¢imbenika koji mogu utjecati na to¢nost
rezultata. Oprema za ispitivanje i njeno okruzenje, rukovanje uzorkom, formulacije, reakcije in
situ, automatizacija i analiticke tehnike mogu biti uzroci pogresaka i varijabilnosti. Fizicko
otapanje oblika za doziranje treba biti neometano u svakom trenutku. Odredeni aspekti postupka
kalibracije opreme te pazljivo vizualno promatranje testa mogu otkriti ove pogreSke. Esencijalni
¢imbenici testa su to¢nost rezultata i robusnost metode. Medutim, neobi¢ni 1 neocekivani
rezultati se dogadaju, a analitiCar bi trebao biti dobro obucen da istrazi sve aspekte testa
oslobadanja lijeka, te da za vrijeme ispitivanja promatra uredaj i zapaza promjene na lijeku koje

se dogadaju tijekom provedbe testa (Gray, 2005).



1.5. Ricinusovo ulje

Ricinusovo ulje se nasiroko koristi u kozmetici, prehrambenim proizvodima i farmaceutskim
formulacijama. U farmaceutskim formulacijama ricinusovo ulje najces¢e se koristi u kremama za
lokalnu upotrebu 1 mastima u koncentraciji od 5 do 12,5%. Medutim, koristi se 1 u formulacijama
za oralne tablete 1 kapsule, oftalmickim emulzijama te kao otapalo u intramuskularnim
injekcijama. Obi¢no se smatra relativno netoksi¢nim i1 nenadrazuju¢im materijalom kada se
koristi kao pomo¢no sredstvo (Irwin, 1982). Ricinusovo ulje se terapeutski koristi kao laksativ, a
oralna primjena velikih koli¢ina moze uzrokovati mucninu, povraéanje, kolike i1 jaka
procis¢avanja. lako se Siroko koristi u lokalnim pripravcima, ukljucujuéi oftalmoloske pripravke,
ricinusovo ulje povezano je s nekim izvjeS¢ima o alergijskom kontaktnom dermatitisu, uglavnom

u kozmetici za usne (Rowe i sur., 2009).

Jedinstvena struktura ricinusovog ulja nudi zanimljive osobine, §to ga ¢ini pogodnim za razne
industrijske primjene. Poznato je da ricinusovo ulje sadrzi do 90% ricinoleinske, 4% linolne, 3%
oleinske, 1% stearinske 1 manje od 1% linoleinske kiseline. Hidroksilna funkcionalnost
ricinoleinske kiseline €ini ricinusovo ulje prirodnim poliolom koji pruza oksidativnu stabilnost
ulju 1 relativno dug rok trajanja u odnosu na ostala ulja jer sprjecava stvaranje peroksida (Patel i

sur., 2016).

U usporedbi s drugim biljnim uljima, ricinusovo ulje pokazuje bolja svojstva otapanja §to se
moze pripisati hidroksi skupinama ricinolne kiseline koje stvaraju vodikove veze s otopljenom

tvari (Larsen 1 sur., 2002).

1.6. Suotapala

Neke od mnogih moguénosti za povecanje topljivosti kod razvoja injektabilnih lijekova
ukljucuju prilagodbu pH, upotrebu suotapala, solubilizaciju lipidima, micelarnu solubilizaciju,
kompleksiranje (npr. s ciklodekstrinima), amorfne oblike lijekova, emulgiranje, liposome itd.

(Agoram i sur., 2010).
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Do sada je pokazano da dodavanje alifatskih alkohola trigliceridima dovodi do povecéanja
koeficijenata raspodjele izmedu ulja i pufera kod lidokaina (Larsen i sur., 2002). Takoder,
dodavanje alifatskih masnih kiselina koje doniraju vodik poboljsalo je topljivost haloperidola u
takvim uljnim mjesavinama (Radd i sur., 1985). Druga biokompatibilna suotapala (poput benzil
benzoata, benzilnog alkohola i etil laktata) mogu biti od koristi u uljnim smjesama za povecanje

udjela lijeka u formulaciji (Riftkin i Huber, 1964).

Suotapala poput etanola, propilen glikola, polietilen glikola i1 glicerola rutinski se upotrebljavaju
za postizanje vece topljivosti kada sama topljivost lijeka u vodi nije dovoljna za postizanje
potrebnih koncentracija. U slucaju nekih lijekova, upotreba odgovaraju¢ih otapala moze
znacajno povecati topljivost. Mehanizam koji stoji iza povecane topljivosti ¢esto je povezan s
izmjenom polarnosti ili dielektri¢ne konstante sustava otapala. Na temelju principa ,,slicno se
otapa u slicnom® manje polarne molekule bolje je otopiti u manje polarnom sustavu otapala.
Dodavanje suotapala s manjom dielektricnom konstantom u vodu smanjit ¢e ukupnu dielektricnu
konstantu rezultiraju¢eg sustava otapala i1 u€initi ga boljim medijem za otapanje manje polarne ili
nepolarne molekule (Vemuri, 2010). Iako otapala mogu biti vrlo ucinkovita u postizanju bolje
topljivosti, treba imati na umu da pomo¢ne tvari mogu imati toksikoloske u¢inke (npr. hemoliza)
1 potencijalno lokalno nadrazivanje ovisno o primijenjenim koncentracijama. Uz to, vrlo je vazno
razmotriti potencijal precipitacije lijeka nakon razrjedivanja (Yalkowsky 1 sur., 1998). Taj se
rizik moze procijeniti izraCunavanjem stupnja moguée precipitacije i eksperimentalnim

simuliranjem razrjedivanja te testiranjem potencijala precipitacije (Yalkowsky i sur., 1983).

Upotreba suotapala, kao §to je ranije navedeno, ima mogucénost izmjene dielektriéne konstante
otapala tako $to utjece na energiju potrebnu za prevladavanje vodikovih veza u vodenom mediju
te na smanjenje koliCine energije potrebne za stvaranje Supljine za smjeStaj otopljene tvari

(Rubino, 2007).

Vodikova veza je posebna vrsta privlac¢ne interakcije koja postoji izmedu elektronegativnog
atoma 1 atoma vodika koji je kovalentno povezan na drugi elektronegativni atom. Obic¢no je
elektronegativni atom kisik, duSik ili fluor, koji ima djelomi¢no negativan naboj i akceptor je
vodikove veze. Tada vodik ima djelomi¢no pozitivan naboj i donator je vodikove veze. Tipi¢na
vodikova veza jaca je od van der Waalsovih sila, ali slabija od kovalentnih ili ionskih veza i

moze se pojaviti intermolekularno ili intramolekularno. Kada je vodikova veza izmedu otopljene
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tvari i otapala moguca, topljivost je veca nego Sto se oCekuje za spojeve slicne polarnosti koji ne

mogu tvoriti vodikove veze (Ching-Chiang i sur., 2010).

1.7. Capryol®90

Capryol®90 (propilen glikol monokaprilat) (Slika 2) je neionski surfaktant netopljiv u vodi koji
se koristi kao kosurfaktant u oralnim lipidnim formulacijama SEDDS 1 SMEDDS (www.cphi-
online.com) te kao ekscipijens u tabletama Mavyret 1 kapsulama Dutrys. SEDDS i SMEDDS su
samoemulgirajuci sustavi za isporuku lijekova sastavljeni od izotropne smjese ulja, surfaktanata,
otapala, suotapala i kosurfaktanata. Mogu se koristiti za poboljSanje oralne apsorpcije izrazito
lipofilnih lijekova. Trenutno na trziStu nema mnogo lijekova u tim oblicima, ali se intenzivno

provode istrazivanja u kojima se Capryol®90 koristi kao kosurfaktant.

0 H
0-

0

Slika 2. Struktura Capryola®90 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

1.8. Izopropanol

Izopropilni alkohol (propan-2-ol) (Slika 3) je bistra, bezbojna, pokretna, zapaljiva i hlapljiva
tekucina karakteristicnog mirisa nalik na mjeSavinu etanola i acetona. Koristi se u kozmetici i
farmaceutskim formulacijama, ponajprije kao otapalo u topikalnim formulacijama. Izopropanol
se koristi 1 kao otapalo za oblaganje tableta filmom i za njihovu granulaciju nakon cega se
izopropanol uklanja isparavanjem. [zopropanol ima antimikrobna svojstva i koristi se kao topicki

dezinficijens u 70% vodenoj otopini. U terapeutske svrhe se istrazuje njegovo djelovanje kod
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lijeCenja postoperativne mucnine i povracanja. Zbog svoje toksi¢nosti se ne preporucuje za

oralnu upotrebu (Rowe i sur., 2009).

OH

A

HsC CHj

Slika 3. Struktura izopropanola (https://chem.nlm.nih.gov)

1.9. Deksametazon

Deksametazon (Slika 4), sinteticki adrenokortikalni steroid, bijeli je do gotovo bijeli kristalni

prah bez mirisa. Stabilan je na zraku i netopljiv u vodi.

Glukokortikoidi, prirodni i sintetski, adrenokortikalni su steroidi koji se lako apsorbiraju iz
gastrointestinalnog trakta. Glukokortikoidi uzrokuju raznolike metabolicke ucinke. Pored toga,
modificiraju imunoloSku reakciju tijela na razli€ite podrazaje. Glukokortikoidi koji se javljaju u
prirodi (hidrokortizon 1 kortizon), a koji imaju i svojstva zadrZzavanja natrija, koriste se kao
nadomjesna terapija u stanjima nedostatka adrenokortikala. Njihovi sinteticki analozi,
ukljucujuc¢i deksametazon, primarno se koriste zbog njihovog protuupalnog djelovanja kod
poremecaja mnogih organskih sustava. Deksametazon pokazuje najvece protuupalno djelovanje

medu sintetiCkim adrenokortikalnim steroidima (Hochhaus i sur., 2001).

Deksametazon se najceSce koristi kao terapija za alergije, kozne bolesti, poremecaje endokrinog
sustava (npr. primarna 1 sekundarna bubrezna insuficijencija), hematoloSke poremecaje,

autoimune bolesti, bolesti gastrointestinalnog trakta itd.
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Slika 4. Struktura deksametazona (https://www.drugbank.ca)

Kratkoro¢ni ucinci kortikosteroida su smanjena vazodilatacija i propusnost kapilara, kao i
smanjena migracija leukocita na mjesta upale. Kortikosteroidi koji se vezu na glukokortikoidne
receptore posredno utjecu na promjene u ekspresiji gena koje dovode do visestrukih uzastopnih
ucinaka tijekom nekoliko sati do nekoliko dana. Glukokortikoidi inhibiraju apoptozu neutrofila i
demarginalizaciju, inhibiraju fosfolipazu A2 (PLA2), Sto dovodi do smanjenja produkcije
derivata arahidonske kiseline, inhibiraju NF-Kappa B i ostale upalne transkripcijske faktore te
promicu ekspresiju protuupalnih gena poput gena za interleukin 10. Nize doze kortikosteroida
pruzaju protuupalni ucinak, dok su vece doze imunosupresivne. Visoke doze glukokortikoida
kroz duze vrijeme vezu se za mineralokortikoidne receptore, podizu¢i razinu natrija i smanjujuci

razinu kalija.

Glukokortikoidi su kroz brojne putove sposobni suzbiti upalni proces. Oni komuniciraju sa
specificnim proteinima unutarstanicnih receptora u ciljanim tkivima kako bi promijenili
ekspresiju gena koji odgovaraju na kortikosteroide. Glukokortikoidni receptori u stani¢noj
citoplazmi vezu se sa steroidnim ligandima kako bi formirali komplekse hormonskih receptora
koji se na kraju translociraju u stani¢nu jezgru. Tamo se ovi kompleksi vezu za odredene DNK
sekvence 1 mijenjaju njihovu ekspresiju. Kompleksi mogu inducirati transkripciju mRNK §to
dovodi do sinteze novih proteina. Takvi proteini ukljucuju lipokortin, protein za koji se zna da
inhibira enzim PLA2a i time blokira sintezu prostaglandina, leukotriena i faktora aktivacije

trombocita (PAF). Glukokortikoidi takoder inhibiraju proizvodnju drugih medijatora, ukljucujuci
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metabolite arahidonske kiseline poput ciklooksigenaze (COX), citokina, interleukina, adhezijskih

molekula i enzima poput kolagenaze.

Kortikosteroidi difundiraju kroz stanicne membrane i vezu se na specifi¢ne citoplazmatske
receptore. Ti kompleksi tada ulaze u stani¢nu jezgru, vezu se za DNK (kromatin) i poti¢u
transkripciju mRNA 1 sintezu razli¢itih inhibicijskih enzima odgovornih za protuupalno
djelovanje topickih kortikosteroida. Takvi protuupalni uc€inci ukljucuju inhibiciju ranih procesa
kao $to su edemi, talozenje fibrina, kapilarna dilatacija, kretanje fagocita i fagocitne aktivnosti.
Kasniji procesi, kao $to su nastajanje kapilara, talozenje kolagena i stvaranje keloida, takoder su
inhibirani kortikosteroidima. Sveukupna djelovanja aktualnih kortikosteroida su kataboli¢na

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).
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2. Obrazlozenje teme

Cilj razvoja ove metode bio je ispitati kako se odabrana ljekovita tvar oslobada iz ljekovitog
oblika produljenog oslobadanja u in vitro uvjetima. Ljekoviti oblici produljenog oslobadanja
pokazuju mnoge prednosti u odnosu na klasi¢ne pripravke koje uklju¢uju manje nuspojava i

manji interval doziranja, a time i vecu adherenciju pacijenata u propisanoj terapiji.

Prethodni radovi pokazali su da deksametazon u obliku uljne otopine s dodatkom suotapala ima
mogucu korisnu primjenu zbog svojstva produljenog oslobadanja. Kao otapalo je koristeno
ricinusovo ulje jer je u njemu deksametazon pokazao najbolju topljivost. Izopropanol i
Capryol®90 kao suotapala omoguéuju poveéanu topljivost deksametazona u ulju, a osim toga

smanjuju viskoznost otopine $to dovodi do povecanja injektibilnosti.

Cilj ovog rada je optimizirati metodu oslobadanja deksametazona iz uljnih otopina na USP II
uredaju spregnutom optickim probama te ispitati potencijalne interferencije. U sklopu tog

ispitivanja potrebno je:

1. usporedno pratiti oslobadanje deksametazona iz formulacija s izopropanolom i Capryolom®90

na USP II uredaju spregnutom optickim probama

2. pratiti oslobadanje iz placeba, tj. formulacija bez deksametazona kako bi se ispitale

potencijalne interferencije

3. usporediti profile oslobadanja deksametazona iz formulacija na USP II uredaju odredene

detekcijom optickim probama i UPLC-om

USP 1II uredaj spregnut optickim probama omogucuje automatizirano pracenje koncentracije
oslobodene tvari u mediju. Mjerenjem apsorbancije otopine izraCunava se koncentracija u
proteklom vremenu. Medutim, to mjerenje moze biti nespecifi¢no jer na promjenu apsorbancije
otopine osim oslobodenog deksametazona mogu utjecati i tvari poput necistoca ili ostalih
sastavnica formulacije koje se u tom procesu mogu osloboditi. Da bi se provjerile potencijalne
interferencije, oslobadanje deksametazona je dodatno usporedno pra¢eno UPLC-om. UPLC je
tehnika tekucinske kromatografije u kojoj se ispitivana tvar razdvaja izmedu mobilne i
stacionarne faze pod visokim tlakom. Odlikuje ju visoka sposobnost razlu¢ivanja, osjetljivost,

selektivnost 1 brzina analize.
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali

Za pripremu formulacije upotrebljavani su deksametazon (Pfizer, SAD), rafinirano ricinusovo
ulje (Croda, Ujedinjeno Kraljevstvo), izopropanol (Merck, Njemacka) i Capryol®90 (Gattefosse,

Francuska).

Medij u kojem se mjerilo oslobadanje je bio fosfatni pufer pH=7,4. Prireden je otapanjem
natrijevog hidroksida (Kemika, Hrvatska) 1 kalijevog dihidrogenfosfata (Kemika, Hrvatska) u

visokoprocis¢enoj vodi, uz podeSavanje pH fosfatnom kiselinom (Kemika, Hrvatska).

Dijalizacijska membrana preko koje je ispitivano oslobadanje iz formulacija izradena je od
celuloznog estera s porama veli¢ine 300 kD, oznake CE 300 kD (Spectrum labs, SAD).

Membrana je cilindricnog oblika.

Mobilna faza za UPLC pripremljena je iz acetonitrila (Merck, Njemacka) i1 acetatnog pufera
pH=4,5 koji je pripremljen otapanjem natrijevog acetata trihidrata (Kemika, Hrvatska) u

redestiliranoj vodi 1 potom profiltriran preko Whatman membrane s veli¢inama pora 0,2 pm.

Kao otapalo za izradu standarda za UPLC koriSten je metanol pomijeSan s vodom u omjeru

60/40.

Tijekom pokusa usporednog pracenja oslobadanja deksametazona na USP II uredaju i na UPLC-
u koristene su plasticne Sprice s produzenim nastavcima za uzorkovanje te viali 1 pipeta za

pripremu uzoraka.
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema formulacija i standarda te receptorskog medija

Pripremljene su dvije formulacije deksametazona. Prva formulacija koncentracije 2 mg/mL
pripremljena je otapanjem 10 mg deksametazona u 4 mL ricinusovog ulja i 1 mL izopropanola
dok je druga formulacija koncentracije 1 mg/mL pripremljena otapanjem 5 mg deksametazona u
4 mL ricinusovog ulja i 1 mL Capryola®90. Formulacije su mijeSane u ¢asi pomoéu magneta i

prebacene su u odmjerne tikvice od 5 mL.

Standardi za kalibriranje spektrofotometra pripremljeni su na sljede¢i nacin. Stock otopina
pripremi se otapanjem 10 mg deksametazona u 25 ml tetrahidrofurana. Standard 1 pripremi se
otapanjem 1 ml stock otopine u 100 ml fosfatnog pufera, a standard 2 otapanjem 1 ml stock
otopine u 200 ml fosfatnog pufera. Standard 1 sluzi za kalibraciju opti¢kih probi koje prate
oslobadanje deksametazona iz formulacije s izopropanolom, a standard 2 sluzi za kalibraciju

opti¢kih proba koje prate oslobadanje deksametazona iz formulacije s Capryolom®90.

Fosfatni pufer pH=7,4 u volumenu od 500 mL koriSten je kao receptorski medij tijekom pokusa
oslobadanja iz formulacija. Kako bi se uklonili nepozeljni ucinci otopljenog zraka, medij je
prethodno degaziran. Degaziranje je provedeno zagrijavanjem fosfatnog pufera na 50°C te
filtriranjem preko membrane veli¢ine pora 0,2 um. Za vrijeme zagrijavanja i filtriranja pufer je

mijeSan pomoc¢u magneta na magnetskoj mijesalici.

3.2.2. Mjerenje oslobadanja deksametazona

Oslobadanje deksametazona mjeri se pomocu USP II uredaja spregnutog optickim probama
(Agilent, Njemacka). Uredaj funkcionira na nacin da se u posude s rotiraju¢im lopaticama, a koje
su napunjene fosfatnim puferom, doda ispitivana formulacija u svom nosacu (dijalizacijskoj
membrani). Rotirajuce lopatice mijesaju otopinu i poti¢u oslobadanje formulacije iz nosaca dok
sonde s optickim probama mjere apsorbanciju otopine pri 241 nm, optimalnoj valnoj duljini za
detekciju deksametazona. Iz izmjerene apsorbancije odreduje se koncentracija otopine
usporedbom s prethodno pripremljenim standardima deksametazona poznate koncentracije te se

izracunava koli¢ina oslobodenog deksametazona iz formulacije u svakoj od vremenskih tocaka.
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U svaku od 6 posuda s rotiraju¢im lopaticama ulije se po 0,5 L fosfatnog pufera. Ulijevanje mora
biti oprezno kako bi se izbjegle prevelike turbulencije tekucine Sto bi dovelo do stvaranja
mjehuri¢a 1 otapanja zraka koji moze interferirati s mjerenjem. Zatim se mjeri apsorbancija
fosfatnog pufera i odreduje bazna linija spektrofotometra. Dodatno je potrebno kalibrirati svaku
opticku probu mjerenjem apsorbancije pripremljenih otopina deksametazona poznatih
koncentracija (standarda). U malu c¢aSu se doda otopina odgovaraju¢eg standarda i u nju uroni
proba. Proba se prije i poslije standardizacije mora isprati vodom 1 obrisati, a tijekom ispiranja
nuzan je oprez kako voda za ispiranje ne bi dospjela u posude s medijem. Postupak se ponovi za

svaku od posuda, odnosno optickih proba.

Pripremi se 6 dijalizacijskih membrana odgovarajuce duljine koje su prethodno bile ekvilibrirane
najmanje 30 minuta u fosfatnom puferu. Membrane se na jednom kraju zatvore kopcama s
magnetom, u njih se pipetom doda po 1 mL formulacije (svaka formulacija u tri membrane) te se
s druge strane zatvore kopom bez magneta. Zatim se na kopce s magnetom stave magneti koji
¢e svojom tezinom osiguravati da membrane ne isplutaju na povrsinu tijekom analize. Tako
pripremljene membrane se pazljivo ubace u posude s medijem na nacin da ih lopatice uredaja
mogu pravilno zahvatiti i da tijekom vrtnje ne udaraju o termometar i opticku probu. S

parafilmom se zatvore otvori na poklopcima posuda da se sprijeci isparavanje medija.

Pokus oslobadanja deksametazona na USP II uredaju provodi se kroz tri dana, pri temperaturi od
37°C, uz brzinu okretanja lopatica od 75 rpm (od eng. rounds per minute). Uredaj je namjeSten
da mjeri apsorbanciju otopina u vremenima 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300,
360, 720, 1440, 2160, 2880, 3600 1 4320 minuta. S obzirom da je svaka formulacija usporedno

analizirana u po tri posude, konac¢ni rezultat je njihov prosjek.

3.2.3. Priprema placeba i mjerenje oslobadanja iz placeba

Placebo formulacije su pripremljene mijeSanjem 16 mL ricinusovog ulja i 4 mL suotapala
izopropanola, odnosno Capryola®90. Apsorpcijski profili placebo kroz vrijeme praéeni su na isti

nacin kao §to se pratilo i oslobadanje deksametazona iz pripremljenih formulacija.
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3.2.4. Analiza na UPLC-u

Standardi za UPLC priredeni su iz stock otopine koja je napravljena otapanjem 20 mg
deksametazona u 200 mL metanola pomijesanog s vodom u omjeru 60/40. Deksametazon se
prvo doda u 2/3 potrebnog volumena metanola te se stavi na otapanje u ultrazvuc¢noj kupelji 15
minuta, a onda se doda ostatak metanola pomijesanog s vodom. Napravljene su dvije stock
otopine i iz svake po jedan standard tako da se 2 mL stock otopine pomijesa s fosfatnim puferom
do konacnog volumena od 50 mL. Koncentracija tako pripremljenih standarda je 4 pg/mL. Prvi
standard koriSten je za odredivanje koncentracije oslobadenog deksametazona, a drugi standard

je koristen za provjeravanje linearnosti UPLC metode.

Parametri UPLC metode bili su sljede¢i: pH=4.5, sastav mobilne faze je acetonitril (ACN) i voda
u omjeru 70/30, protok 0,4 mL/min, temperatura kolone 50°C, detekcija pri 241 nm, volumen
injektiranja uzorka 10 pl. U analizi je koriStena kolona Acquity BEH UPLC Shield RP18, 2.1 x
50 mm, 1.7 pm.

3.2.5. Usporedno pracenje oslobadanja deksametazona na USP 1l uredaju UPLC-om

Odmah nakon $to bi USP II uredaj spregnut optickim probama u odredenoj vremenskoj tocki
ocitao apsorbancije, iz posuda s medijem je pomocu Sprica s produzecima uzorkovano po 1 mL
medija i prebaceno u oznacene viale. Volumen izvadenog uzorka je nadoknaden zagrijanim
medijem pomocu pipete. Svakoj posudi je bila pridruzena posebna Sprica s oznakom kako ne bi

doslo do zabune.

3.2.6. Optimizacija pripreme formulacija kod ponoviljenog usporednog mjerenja

Za razliku od prethodnih priprema, vaganjem su odredene odgovarajuée koli¢ine ricinusovog
ulja 1 suotapala za pripremu otopina te pomijeSane. Potom je izvagan deksametazon u posudici
za vaganje 1 nakon prebacivanja u smjesu otapala izvagana je i1 prazna posudica. Iz razlike tezine
posudice s deksametazonom i prazne posudice izraunata je koli¢ina deksametazona dodanog u
smjesu. Time je otklonjen problem zaostajanja deksametazona na posudici. Tako pripremljena

uljna otopina je zatim dobro promijeSana na magnetskoj mijeSalici. Odgovaraju¢i volumen
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formulacije dodan je u dijalizacijsku membranu Spricom. Izvagana je Sprica prije i nakon
dodavanja formulacije te je na taj nacin odredena to¢na koli¢ina dodane otopine, odnosno samog
deksametazona. Uljne otopine su viskozne i odredeni dio se lijepi za stijenke nastavka pipete pa

je ovako taj problem otklonjen.

Na kraju analize izmjereni su volumeni medija u posudama USP II uredaja kako bi se mogao

izraCunati gubitak medija nastao isparavanjem.

3.2.7. Ispitivanje stabilnosti deksametazona

Otopina deksametazona poznate koncentracije (4 pg/mL) koja je koriStena kao standard za
kalibraciju USP II uredaja postavljena je na ispitivanje stabilnosti pri 37 °C. Stabilnost je pracena
kroz 72 sata, vrijeme ekvivalentno vremenu trajanja analize na USP II uredaju. U razli¢itim
vremenskim tockama odredena je koncentracija deksametazona u otopini pomocéu UPLC-a i
usporedena s otopinom na pocetku ispitivanja kako bi se odredila stabilnost pri navedenim

uvjetima nakon odredenog vremena.
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4. Rezultati i rasprava

Metoda ispitivana u ovom radu bila je ve¢ razvijena u prethodnim radovima na nacin da su
odredeni optimalni uvjeti oslobadanja deksametazona iz uljnih formulacija. Bili su ispitani

sljede¢i parametri:

- vrsta biljnih ulja za otapanje deksametazona

- vrste dijalizacijskih membrana

- duljina membrane

- sastav receptorskog medija

- utjecaj degaziranja medija na oslobadanje deksametazona
- brzina mijesanja receptorskog medija

- temperatura

- volumen formulacije

- razli¢ita suotapala, izopropanol i Capryol®90

Medutim, uocena je potreba za dodatnim provjeravanjem razvijene metode u duljem vremenu
trajanja ispitivanja. U prethodnim radovima ispitivano je oslobadanje deksametazona do
maksimalno 50 sati kod formulacije s izopropanolom i do maksimalno 40 sati kod formulacije s
Capryolom®90. Pregledom tih rezultata uo&ena je pove¢ana apsorbancija u kasnijim vremenskim
tockama koja ukazuje na preveliko oslobadanje deksametazona koje bi moglo biti posljedica
interferencija u ocitavanju. Iz tog razloga provedeno je nekoliko pokusa u kojima je usporedeno
oslobadanje deksametazona iz formulacija s izopropanolom i Capryolom®90 u vremenskom
periodu od 72 sata. Usporedno, ispitan je i apsorpcijski profil placeba pri istim uvjetima kako bi

se odredila razina interferencija pri o€itavanju optickim probama.
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4.1. Oslobadanje deksametazona iz uljnih formulacija na USP 1l uredaju
spregnutom optickim probama

U prvom pokusu ispitivano je oslobadanje deksametazona iz uljnih formulacija na USP II

uredaju spregnutom optickim probama (Slika 5).
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Slika 5. Oslobadanje deksametazona iz uljnih formulacija s izopropanolom i Capryolom®90 na
USP II uredaju spregnutom optickim probama.

Profil oslobadanja deksametazona iz obje formulacije vrlo je slican do 36 sati, a na sljede¢em
ocitavanju kod 48 sati vidi se veée oslobadanje iz formulacije s Capryolom®90. Nadalje, kod
obje formulacije uocava se oslobadanje deksametazona znatno vece od 100% S$to nije u skladu s
o¢ekivanim rezultatima koji su predvidali priblizavanje krivulje granici od 100% oslobodenog
deksametazona i stvaranje platoa krivulje. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti kako pri

postavljenim uvjetima analize dolazi do odredenih interferencija u ocitanju koje uzrokuju
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previsok signal apsorbancije. Moguce je da do interferencija dolazi zbog apsorbancije odredenih
sastojaka formulacije pri valnoj duljini na kojoj se detektira deksametazon. Zbog toga je
potrebno provjeriti apsorpcijski profil samog placeba pri istim uvjetima analize 1 u istim

vremenskim to¢kama.

4.2. Apsorpcijski profili placebo formulacija na USP Il uredaju spregnutom
optickim probama

Placebo formulacija sadrzi ricinusovo ulje i suotapalo, ali ne i deksametazon. Time se uklanja
utjecaj deksametazona na apsorbanciju i omogucava promatranje apsorpcijskog profila ostalih
sastavnica formulacije. U idealnom slucaju sastojci iz formulacije ne bi trebali znacajno utjecati
na ocitavanje apsorbancije deksametazona, pogotovo s obzirom na valnu duljinu pri kojoj se

o€itava njegov maksimum.
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Slika 6. Usporedba apsorpcijskih profila placebo formulacija s profilima oslobadanja
deksametazona iz uljnih formulacija.
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Na slici 6 vidljivo je kako se kod placebo formulacije s izopropanolom povecana apsorbancija
(prikazana kao ekvivalent % oslobodenog deksametazona) javlja nakon 36 sati, a kod placebo
formulacije s Capryolom®90 veé nakon 24 sata. Poveéana apsorbancija od pocetka je nesto
izrazenija kod formulacije s Capryolom®90, a na kraju mjerenja dostize vrijednost koja je
nekoliko puta veca od placebo formulacije s izopropanolom i od formulacija s deksametazonom.
Konkretno, razlika u apsorbanciji izmedu placeba i1 formulacije s deksametazonom iznosi 308%
za Capryol®90 te 23% za izopropanol u vremenskoj to¢ki od 72 sata. Dobiveni rezultati su
potvrdili kako odredeni sastojci iz placeba uzrokuju interferenciju u ocitavanju apsorbancije
deksametazona i prividno povecavaju postotak oslobodenog deksametazona u pokusima s uljnim
formulacijama. Apsorpcijski profili placeba takoder postupno rastu kroz vrijeme pa je to
najvjerojatnije posljedica difuzije pojedinih sastojaka iz formulacije koji znacajno apsorbiraju pri
odabranoj valnoj duljini. S obzirom na dobivene profile moguée je da Capryol®90 dodatno
pospjesuje difuziju tih sastojaka kroz dijalizacijsku membranu dok je utjecaj izopropanola manje

izrazen.

Interferencija pri o¢itavanju apsorbancije optickim probama najcesci je problem kod takve vrste
analiza. Neki od razloga interferencije su pojava mjehurica zraka koji ometaju ocitavanje
apsorbancije, vibracijske smetnje koje mogu doci od rada opreme i vanjskih izvora (Gray, 2005)
ili interferencije do kojih dolazi zbog utjecaja sastavnica formulacije (Liu i sur, 2008; Lu 1 sur,

2003).

Budu¢i da se apsorbancija aktivne supstancije ocitava direktno u otopini u kojoj se provodi
analiza, te nema odvajanja oslobodene aktivne supstancije od ostalih sastojaka koji pri istoj
valnoj duljini mogu apsorbirati, $to na kraju rezultira prividnim povecanjem postotka
oslobodenog deksametazona. Kako bi se eliminirale interferencije potrebno je odvojiti
oslobodeni deksametazon iz otopine od ostalih sastojaka formulacije. U tu svrhu se moze
koristiti analiza teku¢inskom kromatografijom, HPLC ili UPLC. U sljede¢em pokusu dodatno je
uvedena UPLC analiza uzoraka iz receptorskog medija u koji se oslobada deksametazon pomocu

koje se moze direktno pratiti koncentracija oslobodenog deksametazona.

Takoder, u literaturi se navodi mogucnost koriStenja matematickih filtara koji uklanjaju doprinos
komponenti koje ne Cine aktivnu farmaceutsku tvar (API). Ti filtri obi¢no imaju jedan od

moguca dva oblika. Prvi je korekcija bazne linije kod kojeg se doprinos drugih komponenti
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apsorbanciji izmjerenoj na analitickoj valnoj duljini modelira mjerenjem njihovog doprinosa na
valnoj duljini gdje API ne pokazuje apsorbanciju. Druga kategorija algoritama za korekciju
temelji se na derivacijskoj spektroskopiji. Osnovna ideja je da se nagib apsorpcijskog pika API
razlikuje od nagiba interferencije te se ta razlika moze iskoristiti za razlikovanje doprinosa

apsorbanciji API-ja od doprinosa drugih komponenti (Nir i Lu, 2018).

4.3. Oslobadanje deksametazona iz uljnih formulacija na USP Il uredaju
usporednom detekcijom optickim probama i UPLC-om

U ponovljenom pokusu na USP II uredaju usporedno je koli¢ina oslobodenog deksametazona
pracena detekcijom optickim probama te razdvajanjem na UPLC-u. Uvedena je 1 optimizacija
pripreme formulacija s ciljem uklanjanja potencijalnih pogresaka u pripremi uzoraka i

postavljanja pokusa, a time i moguc¢ih nepravilnosti u mjerenju.

—* -1zopropanol UPLC — & -Capryol®90 UPLC

—a— izopropanol USPII —=— Capryol®90 USPII
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Slika 7. Usporedba oslobadanja deksametazona iz formulacija na USP II uredaju odredena
detekcijom optickim probama i UPLC-om.
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Slika 7 prikazuje usporedbu profila oslobadanja deksametazona iz obje uljne formulacije,
odredene detekcijom optickim probama i UPLC-om. Profil oslobadanja odreden optickim
probama znacajno je visi od profila odredenog UPLC-om za obje formulacije, pogotovo u
kasnijim vremenskim to¢kama. Pri tome profil oslobadanja iz formulacije s Capryolom®90
znacajnije odstupa od profila odredenog UPLC-om nego Sto je to slucaj kod formulacije s
izopropanolom. Posebno se istie ogroman porast kod formulacije s Capryolom®90 na zadnjoj
vremenskoj tocki, 72 sata, $to bi moglo ukazivati na poja¢ano oslobadanje pomo¢nih sastojaka iz
formulacije koji uzrokuju interferenciju u ocitavanju apsorbancije. Kod formulacije s

izopropanolom takav nagli porast se ne dogada.
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Slika 8. Usporedba oslobadanja deksametazona iz formulacija na USP II uredaju odredena
detekcijom optickim probama i UPLC-om, do vremenske tocke od 24h.
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Kako bi se bolje usporedili profili oslobadanja lijeka, na slici 8 prikazani su rezultati u kra¢em
vremenskom periodu, do 24 sata od pocetka pokusa. U ranijim vremenskim tockama, do 4. sata,
poklapanje profila dobivenih UPLC-om i optickim probama je sasvim dobro. U vremenskom
periodu izmedu 4. i 24. sata dolazi do neSto veceg razilazenja medu profilima dobivenima
detekcijom optickim probama i UPLC-om. Budué¢i da je ocitavanje optickim probama
automatsko, a uzorkovanje za UPLC se radi ru¢no, nisu uzimani uzorci za analizu UPLC-om u
tom vremenskom periodu. Iz tog razloga niti sve vremenske tocke se ne poklapaju te nije
moguce usporediti profile u svim tockama. Slaganje profila je relativno dobro ¢ak i u vremenskoj
tocki od 24 sata kada dolazi do blagog porasta profila dobivenih detekcijom optickim probama.
To je nesto vise izrazeno kod formulacije s Capryolom®90, kod koje je u navedenoj vremenskoj
tocki profil visi za 16%, dok je kod formulacije s izopropanolom profil visi za 7%. Profili s
razlikom do 10% se u skladu s racunanjem f2 faktora sli¢nosti mogu smatrati sli¢nima s obzirom
na greSku metode. Nakon 24. sata dolazi do veceg razilazenja medu profilima, odnosno
znacajnijeg porasta u profilima odredenima detekcijom optickim probama, $to je izrazenije kod
formulacije s Capryolom®90. U skladu s time, moglo bi se zaklju¢iti kako u tom kasnijem
periodu i interferencije u o€itavanju apsorbancije kod obje formulacije postaju sve vece. Takvi
rezultati su u skladu s apsorpcijskim profilima placebo formulacija (Slika 6) gdje je primijeceno
kako upravo od 36. sata dolazi do znacajnog povecanja apsorbancije kod placebo formulacije s

Capryolom®90 te i izopropanolom od 48. sata.

Generalni zaklju¢ak usporedbe profila oslobadanja deksametazona dobivenih detekcijom
optickim probama i UPLC analizom je kako se oni dobro poklapaju zaklju¢no s vremenskom
tockom od 24 sata. S obzirom na to, metoda pracenja oslobadanja deksametazona iz uljnih
formulacija na USP II uredaju spregnutom optickim probama, opisana u ovom radu, dovoljno je
to¢na 1 pouzdana do tog vremena. Nakon toga dolazi do izrazenijeg utjecaja interferencija pri
ocitanju apsorbancije. Budu¢i da se unutar 24 sata oslobodi ve¢ oko 80% deksametazona iz obje
formulacije, moze se zakljuciti kako je metoda ipak dovoljno dobra za pocetni probir formulacija

vezano na usporedbu brzine oslobadanja izmedu razli€itih uljnih formulacija deksametazona.
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4.4. Odredivanje intenziteta interferencije prilikom ocitavanja optickim probama

Rezultati dobiveni UPLC analizom potvrdili su postojanje interferencija prilikom ocitavanja
optickim probama, a S§to se ve¢ prethodno moglo zakljuciti na temelju pokusa s placebo
formulacijama. Kako bi se odredio intenzitet interferencije, od apsorpcijskih profila uljnih
formulacija deksametazona odredenih detekcijom optickim probama oduzeti su profili
oslobadanja odredeni UPLC-om za odgovaraju¢e formulacije. Rezultiraju¢i profili daju iznos
interferencije u o€itavanju apsorbancije opti€¢kim probama za svaku vremensku tocku i za svaku
formulaciju zasebno. Tako dobiveni profili su usporedeni s apsorpcijskim profilima placebo

formulacija (Slika 9).
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Slika 9. Usporedba apsorpcijskih profila placebo formulacija s razlikom profila oslobadanja
formulacija deksametazona odredivanih optickim probama i UPLC-om.
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Apsorpcijski profili placebo formulacija dobro se poklapaju s dobivenim krivuljama
interferencije u po¢etnom dijelu i to za formulacije s Capryolom®90 do 24. sata, a za formulacije
s izopropanolom do 48. sata. Nakon toga dolazi do znacCajnijeg porasta profila kod obje placebo
formulacije. Na temelju toga moglo bi se zakljuciti kako kinetika oslobadanja pomo¢nih
sastojaka iz placebo formulacija koji uzrokuju interferenciju nije jednaka kinetici oslobadanja
istih iz formulacija s deksametazonom. Vjerojatno oslobadanje, odnosno difuzija deksametazona
u receptorski medij kroz dijalizacijsku membranu usporava difuziju pomo¢nih sastojaka iz

formulacije pa je i interferencija pri o€itavanju apsorbancije manje izraZena.

Interferencija je najvjerojatnije uzrokovana difuzijom uljnih komponenti iz formulacija u
receptorski medij. Ricinusovo ulje se sastoji od vise razliitih masnih kiselina koje nakon
difuzije kroz dijalizacijsku membranu mogu utjecati na povecanje apsorbancije i na taj nacin
prividno povecati postotak oslobodenog deksametazona. Analize oslobadanja s otopinama
placeba na USP II uredaju s optickim probama pokazale su kako nakon odredenog vremena
dolazi do povecanja apsorbancije u odnosu na baznu liniju. Iz toga se moze zakljuciti kako u
otopinama placeba postoje sastojci koji asporbiraju pri istoj valnoj duljini kao i deksametazon, a
koji tek u kasnijim vremenskim tockama pocnu difundirati kroz dijalizacijsku membranu. U
slucaju analize UPLC-om, te komponente se kromatografski odvoje od deksametazona i
interferencija se eliminira. Zanimljivo je kako je interferencija puno izrazenija kod formulacije s
Capryolom®90. Kontrolnim mjerenjem apsorbancije otopina Capryola®90 i izopropanola u
puferu pH 7.4 pri valnoj duljini od 241 nm koristenoj za detekciju deksametazona, u pokusu je
pokazano da oni ne pridonose znacajno ukupnoj apsorbanciji u usporedbi s deksametazonom. 1z
tog razloga je zaklju€eno da interferencije do kojih dolazi kod detekcije opti€¢kim probama nisu
posljedica oslobadanja Capryola®0 odnosno izopropanola u receptorski medij. Vjerojatno se
kod jage interferencije s Capryolom®90 radi o njegovoj interakciji s pomoénim sastojcima u
formulaciji koji onda uzrokuju interferencije, odnosno njegovom utjecaju na pojacanu difuziju

tih sastojaka u receptorski medij, u usporedbi s izopropanolom.
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4.5. Provjera stabilnosti deksametazona

Profili oslobadanja odredeni UPLC-om su medusobno vrlo sli¢ni za obje formulacije i u skladu s
o¢ekivanjima postizu plato u kasnijim vremenskim tockama te ne prelaze 100%. Medutim,
detaljnijim uvidom u profile oslobadanja (Slika 10) moze se primijetiti kako obje krivulje dostizu
plato na oko 90% iako bi bilo za ocekivati da dolazi do potpunog oslobadanja deksametazona s

platoom krivulje na oko 100%. S obzirom na to, dolazi do gubitka od oko 10% koji je potrebno

razjasniti.
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Slika 10. Oslobadanje deksametazona iz formulacija na USP II uredaju odredeno UPLC-om.

Prilikom UPLC analize uzoraka iz pokusa na USP II uredaju primijec¢ena je uz veliki signal
deksametazona i pojava dodatnog signala na kromatogramu koji povrSinom odgovara oko 6.5 %

oslobodenog deksametazona u vremenskoj tocki od 72 sata (Slika 11).
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Slika 12 prikazuje spektre tih dvaju signala te se moze vidjeti kako su njihovi spektri vrlo sli¢ni.

1z toga se moze zakljuciti kako bi manji signal mogao biti rezultat degradacije ili modifikacije

deksametazona do koje dolazi zbog njegove nestabilnosti u uvjetima provodenja pokusa.

110 115

Slika 11. UPLC kromatogram uzorka nakon 72 sata analize uljne formulacije deksametazona na
USP II uredaju.
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Slika 12. Usporedba UV spektara signala s UPLC kromatograma.

Zbog toga je provedeno ispitivanje stabilnosti otopine deksametazona poznate koncentracije u

receptorskom mediju. Usporedbom povrsina signala na UPLC kromatogramu pocetne otopine i

otopine nakon 72 sata inkubacije dobiven je omjer od 98,6% te nije bilo pojave dodatnog signala

(Slika 13). To znaci da je deksametazon stabilan u receptorskom mediju tijekom trajanja pokusa

na USP II uredaju. Bez obzira na dobiveni rezultat, moguce je da tijekom pokusa dolazi do
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interakcije deksametazona s pojedinim sastojcima iz formulacije te se analizom na UPLC-u takvi
derivati odvajaju na kromatogramu kao posebni signali Sto rezultira manjim konacnim
postotkom oslobodenog deksametazona. Za potvrdu takve pretpostavke trebalo bi provesti

dodatnu studiju i opseznije analize takvih uzoraka.

T
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Slika 13. UPLC kromatogram nakon 72 sata ispitivanja stabilnosti deksametazona pri 37°C u
fosfatnom puferu pH=7,4.

Postoje 1 dodatni potencijalni razlozi smanjenog postotka oslobodenog deksametazona tijekom

pokusa na USP II uredaju.

U idealnom slucaju, dijalizacijske membrane ne bi trebale vezati deksametazon. Medutim,
postoji moguénost nespecificnog vezanja odredenih molekula na pojedine vrste dijalizacijskih
membrana. Obi¢no se ne radi o velikim gubicima, ali u nekim slucajevima mogu iznositi ¢ak i do
10%, §to bi odgovaralo gubitku primije¢enom nakon UPLC analize. U jednom istrazivanju
provedeno je ispitivanje vezanja deksametazona na membrane od celuloznog estera u mediju od

Mcllvaine pufera s dodatkom etanola te s dodatkom tiloksapola. Pokazalo se da je analiticki
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prinos u prvom slucaju bio 98,6%, dok je u drugom slucaju bio 98,2% Sto znaci da vezanje

deksametazona na membranu u tim uvjetima nije bilo zna¢ajno (Suti¢ i sur., 2019).

Kako bi se provjerila kompatibilnost deksametazona s membranama koriStenima u ovom radu
bilo bi potrebno inkubirati otopinu deksametazona koncentracije koristene u pokusu kroz vrijeme

trajanja pokusa i usporediti koncentraciju nakon tog vremena s pocetnom koncentracijom.

U ovom radu nisu provedena dodatna ispitivanja s ciljem otkrivanja razloga smanjene koli¢ine
oslobodenog deksametazona s obzirom na dobivene rezultate UPLC analize pa bi takvi pokusi

mogli biti predmet nekog dodatnog istrazivanja.

4.6. Ponovljivost rezultata

Kako bi se provjerila ponovljivost rezultata dobivenih detekcijom optickim probama tijekom

pokusa na USP II uredaju, usporedeni su rezultati dva odvojena pokusa (Slika 14).
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Slika 14. Usporedba profila oslobadanja deksametazona iz dviju formulacija u dva pokusa.

Profili oslobadanja deksametazona iz formulacije s izopropanolom gotovo su identi¢ni u oba
pokusa, dok su profili oslobadanja deksametazona iz formulacije s Capryolom®90 vrlo sli¢ni do
vremenske tocke od 60 sati, nakon ¢ega se u tocki od 72 sata javlja puno veée oslobadanje u
drugom pokusu. S obzirom na tako veliki skok u apsorbanciji vjerojatno je u tom pokusu doslo
do znacajno povecanog oslobadanja sastojaka iz formulacije koji uzrokuju interferenciju pri
ocitavanju apsorbancije. Usporedba dva odvojena pokusa pokazuje dobru ponovljivost metode
Sto je vazno za evaluaciju rezultata ukoliko se testira viSe razli¢itih formulacija u nekoliko
uzastopnih pokusa. To moze biti od posebne vaznosti za ranu fazu razvoja formulacija u
farmaceutskoj industriji, u smislu probira izmedu veceg broja razli¢itih formulacija, a s obzirom
na vrijeme potrebno za potpuno oslobadanje djelatne tvari, odnosno duljinu djelovanja koje se

zeli postici.
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5. Zakljucci

* Obje uljne formulacije deksametazona pokazuju povecano oslobadanje uz ocitavanje
apsorbancije optickim probama tijekom 72 sata pokusa. Pokus s placebom pokazao je pojavu
znacajnih interferencija u ocitavanju apsorbancije optickim probama nakon 24 sata kod

formulacije s Capryolom®90 te 36 sati kod formulacije s izopropanolom.

* Usporednom analizom uzoraka na UPLC-u potvrdena je interferencija u ocitavanju
apsorbancije optickim probama, najvjerojatnije zbog otpustanja pomocnih sastojaka iz

formulacije.

» Kinetika otpustanja pomoc¢nih sastojaka iz placeba i formulacija s deksametazonom nije ista,

te je zapazeno otpustanje iz placeba nesto brze.

* Postoje naznake nepotpunog oslobadanja deksametazona iz uljnih formulacija u ovim
uvjetima, a koje mogu biti posljedica njegove nestabilnosti, te nespecificnog vezanja na

dijalizacijsku membranu.

* Odredivanje oslobadanja deksametazona iz uljnih formulacija pomoc¢u UV optickih proba

usporedivo je s UPLC analizom do vremenske tocke od 24 sata.

* Metoda direktnog odredivanja oslobadanja deksametazona pomocu UV optickih probi
pouzdana je za analizu u trajanju do 24 sata, do tog vremena se oslobodi oko 80 %
deksametazona, te se ova metoda moze koristiti kao brza pretrazna metoda za odabir

formulacija u ranoj fazi razvoja.
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7. Sazetak/summary

Terapijsko djelovanje mnogih lijekova moze se poboljsati formuliranjem u obliku pripravaka
produljenog oslobadanja. Produljeno djelovanje lijeka ima poseban znacaj kod tretmana
kroni¢nih bolesti jer se na taj nacin smanjuje ucestalost primjene lijeka Sto je prihvatljivije i za

pacijenta i za zdravstveni sustav.

Deksametazon je glukokortikoid koji se koristi za lijeenje niza kroni¢nih oboljenja. Prethodni
radovi pokazali su da deksametazon u obliku uljne otopine s dodatkom suotapala ima mogucéu
korisnu primjenu zbog svojstva produljenog oslobadanja. U tim radovima ispitivani su mnogi
parametri oslobadanja, ali je uoCena potreba za dodatnim provjeravanjem metode u duljem
vremenu trajanja ispitivanja zbog moguce pojave interferencija. Cilj ovog rada bio je optimizirati
metodu oslobadanja deksametazona iz uljnih otopina na USP II uredaju spregnutom optickim

probama te ispitati potencijalne interferencije.

Kao otapalo je koriSteno ricinusovo ulje jer je u njemu deksametazon pokazao najbolju topljivost
u odnosu na ostala ispitana ulja. Izopropanol i Capryol®90 kao suotapala omoguéuju poveéanu
topljivost deksametazona u ulju, a osim toga smanjuju viskoznost otopine Sto dovodi do
povecanja injektibilnosti. Ispitivanje je provedeno pomoc¢u USP II uredaja spregnutog optickim
probama koje su preko apsorbancije u receptorskom mediju pratile koncentraciju oslobodenog
deksametazona iz formulacija. Odreden je 1 apsorpcijski profil placebo formulacija, a u drugom
dijelu rada uvedeno je i kontrolno odredivanje koli¢ine oslobodenog deksametazona UPLC-om

kako bi se mogle preciznije odrediti interferencije prililkom ocitavanja optickim probama.

Rezultati istrazivanja pokazuju kako zaista dolazi do pojave interferencije, odnosno do
prevelikog ocitavanja koli¢ine oslobodenog deksametazona kod formulacije s izopropanolom
nakon 36. sata i kod formulacije s Capryolom®90 nakon 24. sata od pocetka provodenja pokusa.
Interferencija nastaje najvjerojatnije zbog otpusStanja pomocénih sastojaka iz formulacija koja
apsorbiraju na istoj valnoj duzini. Iz toga se zakljuCuje kako je metoda direktnog odredivanja
oslobadanja deksametazona pomocu optickih proba pouzdana za analizu do 24 sata. Nadalje,
buduc¢i da se nakon 24 sata oslobodi ve¢ oko 80% deksametazona iz obje formulacije, moze se
zakljuciti kako je metoda ipak dovoljno dobra za usporedbu brzine oslobadanja izmedu razlicitih

uljnih formulacija deksametazona i njihov pocetni probir.
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The therapeutic effect of many drugs can be improved in the form of prolonged release
preparations. Prolonged action of the drug is of particular importance in the treatment of chronic
diseases because it reduces the frequency of drug use which is more acceptable for both the

patient and the healthcare system.

Dexamethasone is a glucocorticoid used to treat a number of chronic diseases. Previous works
have shown that dexamethasone in the form of an oil solution with the addition of a cosolvent
has a possible useful application due to its prolonged release properties. In these works, many
release parameters were examined, but there was still a need for additional verification of the
method over a longer duration of the test due to the possible occurrence of interferences.
Therefore, the aim of this work was to optimize the method for dexamethasone release from oil
solutions on a USP II device coupled with optic fiber spectrophotometer and to examine

potential interferences.

Castor oil was used as a solvent due to highest dexamethasone solubility compared to other
tested oils. Isopropanol and Capryol®90 as cosolvents increase solubility of dexamethasone in
oil, and in addition reduce the viscosity of the solution leading to increased injectability. The
assay was performed on a USP II apparatus coupled with optical fibers that monitored the
concentration of dexamethasone released from the formulations via absorption in receptor
medium. The absorption profile of placebo formulations was determined and in the second part
of the assay additional measurement of released dexamethasone by UPLC was introduced so that

interferences during optical probes detection could be determined more precisely.

The results of the study confirmed the existence of interference by optical probes detection,
meaning that there is an excessive detection of released dexamethasone in the formulation with
isopropanol after 36 hours and with Capryol®90 after 24 hours duration of the experiment.
Interference occurs most likely due to the release of excipients from the formulations which have
absorption at same wavelength. Therefore, the method for direct determination of
dexamethasone release by optical fibers is reliable for analysis up to 24 hours. Furthermore,
since about 80% of dexamethasone is released from both formulations after 24 hours, the method
is still good enough to compare the release rate between different dexamethasone oil

formulations as well as for their initial screening.
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SUMMARY
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