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1. UvOD

1.1. Nanosuspenzija kao farmaceutski oblik djelatne tvari
Vise od 40 % novootkrivenih djelatnih tvari su slabo topljive u vodi, a samim time imaju i malu
bioraspolozivost, zbog ¢ega se javila potreba za razvojem novih nacina primjene i tehnologija

oblikovanja kojima bi se minimizirali ti problemi (Leone i Cavalli, 2015).

Prema biofarmaceutskoj klasifikaciji (engl. Biopharmaceutics Classification System, BCS)
djelatne tvari su podijeljene u 4 skupine prema njihovoj topljivosti i permeabilnosti. Tvar se
smatra dobro topljivom ukoliko je njezina najveca doza topljiva u manje od 250 ml vodenog
medija u rasponu pH od 1,2 do 6,8 te pri temperaturi od 37 °C, a dobro permeabilnom ako je
obim apsorpcije veéi od 90 %. Prva skupina lijekova prema BCS klasifikaciji karakterizirana
je dobrom topljivoséu i dobrom permeabilnoscu, druga skupina slabom topljivos¢u i dobrom
permeabilnoscu, treca skupina obrnuto, a skupinu Cetiri karakterizira slaba topljivost i slaba
permeabilnost (Lovri¢ i sur., 2015). Najveéi udio djelatnih tvari svrstan je u drugu skupinu po
BCS Kklasifikaciji. Jedan od nac¢ina kako poboljsati topljivost i ubrzati otapanje djelatne tvari,
odnosno prevesti je iz druge u prvu skupinu, jest primjena nanotehnologije u vidu izrade

nanosuspenzije kao farmaceutskog oblika djelatne tvari (Leone i Cavalli, 2015).

Nanosuspenzija se definira kao disperzija ¢estica djelatne tvari pripravljena u vodenom mediju
uz dodatak povrsinski aktivnih tvari i/ili polimera, u kojoj veli¢ina suspendiranih ¢estica mora
biti manja od 1 pum, a najée$¢e su one veli¢ine od 200 do 600 nm (Goel S. i sur., 2019).
Nanonizacija djelatne tvari rezultira pove¢anom topljivoscéu i brzinom otapanja, te posljedi¢no

povecanom bioraspolozivoséu (Rabinow, 2004).

Stabilizacija nanosuspenzija postize se uporabom: (i) povrsinski aktivnih tvari prikladne vrste
I omjera s obzirom na fizicka svojstva djelatne tvari, koje osiguravaju elektrostatsku
stabilizaciju te (ii) polimera, ¢ija je uloga stabilizirati sustav stericki (Lovri¢ i sur., 2015;
Negrini i sur., 2017). Sredstva za stabilizaciju adsorbiraju se na povr$inu nanocestica djelatne
tvari pomoc¢u svojeg hidrofobnog lanca i osiguravaju ionsku i stericku stabilizaciju te
sprje¢avaju koalescenciju nanocestica (Lovri¢ i sur., 2015), dok se hidrofilni dio orijentira
prema vodenom mediju (Rabinow, 2004). Sto je vie surfaktanta na povrsini, to je stabilizacijski
ucinak jace izrazen. Medutim, njegova koncentracija iznad kriti¢cne micelarne moze rezultirati
destabilizacijom sustava i rastom nanocestica. Na stabilnost nanosuspenzija uvelike utjece i

temperatura jer njezinim rastom raste i sklonost sustava agregaciji (Wang L. i sur., 2013).



Surfaktanti koji se najviSe koriste u pripremi nanokristala su natrijev kolat, natrijev deoksikolat
i natrijev laurilsulfat iz skupine anionskih surfaktanata, lecitini kao amfolitski te derivati
celuloze, polivinil alkohol, polivinil pirolidon i polisorbati kao predstavnici neionskih
povrsinski aktivnih tvari. Kako bi se prosirila primjena na intravenski ili okularni put primjene
I smanjila moguc¢nost iritacije ili toksi¢nosti, zahtijeva se sterilnost i apirogenost disperznog
sredstva, Sto se najCeSCe postize upotrebom gama zracenja. VeliCina i povrSinski naboj
nanoCestica uvelike utje€u na farmakokineticke parametre (apsorpciju, raspodjelu,
metabolizam i eliminaciju) nanosuspenzija, a bitna su i za predvidanje kako ¢e se razvijeni

sustav ponasati u zivom organizmu (Wang i sur., 2016; Lovri¢ i sur., 2015).

Suvremena istrazivanja dijelom su usmjerena na razvoj in Situ geliraju¢ih nanosuspenzija kao
inovativnog farmaceutskog oblika slabo topljivih lijekova. In situ gelirajuéi sustavi temeljeni
su na polimernim otopinama te omogucuju laku primjenu i produljeno zadrZzavanje lijeka na
sluznici. Naime, takvi sustavi u fizioloskom okruzenju prelaze iz sol u gel stanje fizickim ili
kemijskim procesom. Kemijski se nacin, poput fotopolimerizacije, izbjegava zbog potencijalne
toksi¢nosti prema organskom sustavu. Najces¢i su mehanizmi geliranja koji ukljucuju stvaranje
trodimenzionalne polimerne mreze u prisustvu iona, pri tjelesnoj temperaturi ili promjenom pH
na mjestu primjene. U izradi in situ gelirajucih sustava najcescée se koriste poloksamer, kitozan,
gelan guma, karbopol i niskometoksilirani pektin. Pektin se istiCe po izrazitoj
mukoadhezivnosti jer stvara sekundarne kemijske veze s mucinima u mukozi (Wang X. i sur.,
2013).

1.1.1. Metode priprave nanokristala djelatne tvari

Moderna nanotehnologija omogucila je usitnjavanje Cestica tvari tesko topljivih u vodi do
veli¢ine manje od 1000 nm koje se tada nazivaju nanokristalima. Nanokristali lijeka se
pripremaju metodama povecanja veli¢ine Cestica (engl. bottom up) i metodama smanjenja

veli¢ine Cestica (engl. top down) koje su prikazane na Slici 1.

Najpoznatija bottom up metoda ukljucuje otapanje lipofilnog lijeka u organskom otapalu i brzo
dodavanje polarnog otapala (antiotapala) u kojem se lijek ne otapa, a koje se mijesa s organskim
otapalom. Rotacijom, mlaznim mijeSanjem (engl. liquid jets) ili visekanalnim vrtloznim
mijeSanjem (engl. multi-inlet vortex mixing) potice se nukleacija Cestica. Na nju utje¢u brojni
faktori poput koncentracije lijeka u otapalu, volumnog udjela antiotapala prema otopini djelatne
tvari, temperature te dodatka stabilizatora.



Talozenje Cestica se moze posti¢i i ultrazvuénim valovima, superkriti¢cnim fluidom te
uklanjanjem otapala. Vidljivo je da je kontrola uvjeta taloZenja kompleksan proces, a
nedostatak je i ostatno organsko otapalo u finalnom proizvodu (Lovri¢ i sur., 2015).

Kontrolirano isparavanje otapala druga je bottom up metoda, od koje je najpoznatije susenje
rasprSivanjem gdje se brzim isparavanjem otapala iz rasprsenih kapljica otopine lijeka

pripravljaju nanokristali (Leone i Cavalli, 2015).

Bottom up tehnike Top down tehnike

4 N 4 )
Mljevenje
TaloZenje iz otopine uporabom | - vlazno
antiotapala - suho
- visokoenergetsko vlazno
\ J - J

Visokotla¢na homogenizacija
- tehnika mikrofluidizacije
Kontrolirano isparavanje

| | - homogenizacija na principu
- susenje rasprsivanjem klipa i uskog otvora u vodenom
ili nevodenom mediju

- J - J

Slika 1. Metode priprave nanokristala (alternativa prikazu iz Leone i Cavalli, 2015)

Top down tehnike obuhvacaju usitnjavanje vecéih Cestica visokotlaénom homogenizacijom ili
mljevenjem. Mljevenje moze biti suho (engl. dry milling) ili vlazno (engl. wet milling), a
posljednje se najcesce koristi kako bi se dobile finije Cestice. Mikronizirane Cestice lijeka u
disperzijskom sredstvu uz stabilizator bivaju podvrgnute smi¢nom naprezanju kojeg uzrokuju
kuglice razli¢itog promjera s mjeSatem na magnetskoj mijesalici. Sam proces ovisi o
koncentraciji stabilizatora, vremenu mljevenja, utrosku energije i ¢vrstoc¢i Cestica koje su
podvrgnute mljevenju (Lovri¢ i sur., 2015). Pri suhom mljevenju teSko se dobivaju
submikronske cestice (Leone i Cavalli, 2015), a u industriji se najeSée primjenjuje

visokoenergetsko vlazno mljevenje (engl. high energy wet ball milling) u kojem su Cestice lijeka



izloZzene visokom tlaku i silama smicanja kroz krace vrijeme. Pri takvom postupku je, zbog
velike koli¢ine kuglica za mljevenje, samo 30 % prostora mlina dostupno za uzorak (Lovri¢ i
sur., 2015). Pri mljevenju postoji opasnost od kontaminacije teskim metalima ili staklom,
ovisno od kojeg materijala su izradene kuglice za mljevenje (Goel i sur., 2019).

S druge strane, visokotlatna homogenizacija obuhvaca tehniku mikrofluidizacije i
homogenizaciju na principu klipa i uskog otvora u vodenom ili nevodenom mediju (engl. piston
gap homogenization). Mikrofluidizacija podrazumijeva protiskivanje Cestica pri visokom tlaku
koji uzorkuje koliziju istih. Proces je potrebno vise puta ponavljati zbog niske efikasnosti jer se
ulaze premalo energije. Homogenizacija na principu klipa i uskog otvora je tehnika u kojoj je
priprema uzorka jednaka onoj za mljevenje, tj. Cestice lijeka se dispergiraju u vodi s do 20 %
udjela disperzne faze te na takav sustav djeluje tlak koji stupnjevito raste, a Cestice Se
usitnjavaju zbog raspada mjehura zraka koji nastaju uslijed vrenja vode te smi¢nog naprezanja.
Ukoliko se ne koriste vodene suspenzije, potrebne su manje vrijednosti temperature i tlaka $to
je naslo primjenu u radu s termolabilnim tvarima, a ¢estice Se usitnjavaju zbog sila naprezanja
1 kolizije Cestica. U ovim je tehnikama vazno uzeti u obzir ¢vrstocu tvari koja se usitnjava kako
bi se primijenio prikladan tlak (Lovri¢ i sur., 2015). Najce$¢e se pri izradi nanokristala
kombinira vise metoda odjednom, $to se naziva nanotehnologijom druge generacije, a Cilj je

prevladati nedostatke pojedine metode (Leone i Cavalli, 2015).

1.1.2. Prednosti i nedostaci nanokristala djelatne tvari

Usitnjavanjem Cestica krutine dobiva se ve¢i broj jednakih Cestica koje imaju manji promjer s
ukupno gledano ve¢om povrsinom Kkrutine dostupnom otapalu za otapanje. Primjerice, ako se
usitnjava jedna Cestica €iji promjer iznosi 100 pm na nanocestice kojima je promjer 200 nm,
tada se iz jedne dobiva 125 000 000 nanocestica i povrsina se kumulativno poveca 5 000 puta,
a promjer se smanji 500 puta. Nanocestice osiguravaju vecu brzinu otapanja lijeka u odnosu na
neusitnjene cestice uslijed vece topljivosti 1 vece povrsine Cestica u kontaktu s otapalom, §to je

razvidno iz Noyes-Whitneyjeve jednadzbe (Jacob i sur., 2020; Lovrié i sur., 2015):

dc,
E=k*1‘1*(cs— Cx)

gdje je % brzina otapanja krutine, k konstanta brzine otapanja (uklju¢uje viskoznost koja je

obrnuto proporcionalna brzini otapanja), A specifi¢na povrsina Cestica krutine, Cs topljivost
krutine, a cx koncentracija djelatne tvari u vremenu t u kojem se prati otapanje (Lovri¢ i sur.,
2015).



Usto, tijekom pripreme nanosuspenzija moguce je narusiti kristalnu strukturu lijeka i1 proizvesti
viSe amorfnih oblika $to jo§ viSe povecava topljivost i brzinu otapanja lijeka. Ovisno o putu
primjene, nanosuspenzije mogu osigurati kontrolirano (produljeno) oslobadanje lijeka, ciljani
ucinak, manju toksi¢nost i smanjenu ucestalost doziranja §to povecava adherenciju bolesnika
(Goel S. i sur., 2019). Nanocestice zbog svoje veli¢ine mogu permeirati kroz bioloSke barijere
¢ime se otvara Sirok spektar primjene ukljucujuéi oralnu, intravensku, pulmonalnu, nazalnu,

topikalnu i okularnu primjenu (Leone i Cavalli, 2015).

Sve vaznije prednosti nanosuspenzija navedene su na Slici 2. Usitnjavanje do nanometarskih
veli¢ina reducira dozu lijeka u pripravku te smanjuje troskove proizvodnje (Jacob i sur., 2020).
Medutim, javlja se moguca fizicka nestabilnost nanosuspenzija u vidu sedimentacije,
flokulacije ili aglomeracije ¢estica pri skladiStenju te Ostwaldovo zrenje, tj. rast kristala (Goel
i sur., 2019). Vezano uz sigurnost primjene nanosuspenzija, kao stabilizatori se mogu koristiti
samo neki od polimera kao $to su primjerice polisorbat 80, poloksamer 181, lecitin, natrijev
glikolat i niskomolekulski polivinil pirolidon (Leone i Cavalli, 2015). lako je polisorbat 80
naveden ovdje kao sigurna povrSinski aktivna tvar za stabilizaciju nanosuspenzija, zabiljeZene
su nezeljene reakcije preosjetljivosti te reakcije nefrotoksi¢nosti i neurotoksi¢nosti (Wang Y. i
sur., 2013). Moguce je i mehanicko troSenje nanosustava koje se moze izbjeci opreznim
rukovanjem tijekom transporta. Isto tako, primijecena je promjena kristalnog stanja nanocestica
Sto utjeCe na topljivost, stabilnost i u¢inkovitost djelatne tvari (Goel S. i sur., 2019). Ukoliko se
Cestice djelatne tvari nalaze u kristalnom obliku, nanosuspenzija je stabilnija, a ako su u
amorfnom obliku, povec¢ana im je topljivost, ali i mogucnost rasta kristala (Wang Y. i sur.,
2013). Ukoliko je veli¢ina nanocestica u suspenziji vrlo mala, moguca je njihova endocitoza,
Sto se smatra prednoS¢u za postizanje boljeg terapijskog odgovora, ali isto tako ne smije se
iskljuc¢iti moguéa nanotoksi¢nost iz istog razloga, koja mora biti svedena na minimum (Wang i
sur., 2016). Nestabilnost nanosuspenzija uslijed sedimentacije, aglomeracije i rasta kristala
moze se sprijeciti njihovim prevodenjem u suhi oblik nanokristala susenjem rasprsivanjem ili
susenjem smrzavanjem (liofilizacijom). Liofilizacija je skuplji proces i zahtijeva primjenu
niskih temperatura i krioprotektanata za sprjecavanje agregacije Cestica te se zbog toga cesce
koristi suSenje rasprSivanjem gdje se uz visoku temperaturu uklanja otapalo (Chavhan i sur.,
2011).
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Slika 2. Prednosti uporabe nanosuspenzija u odnosu na konvencionalne suspenzije (alternativa

prikazu iz Leone i Cavalli, 2015)

1.1.3. Flutikazonpropionat — djelatna tvar izbora za nanonizaciju

Flutikazonpropionat je glukokortikoid s protuupalnim, antialergijskim i antipruritiCkim
svojstvima. Djeluju¢i inhibitorno na fosfolipazu A2, smanjuje produkciju prostaglandina i
leukotriena, proupalnih medijatora u organizmu (Valec¢ié, 2017). Samo ime sugerira kako je

lijek ester flutikazona i propanske kiseline sto je vidljivo na Slici 3. (www.pubchem.com).

Koristi se lokalno u terapiji respiratornih bolesti kao $to su alergijski rinitis, nosni polipi i astma,
a zbog niske sistemske raspolozivosti nakon lokalne primjene, sistemske su nuspojave
minimalizirane. Javljaju se samo lokalne nuspojave poput suho¢e nosne Supljine i grla te
krvarenja iz nosa (www.halmed.hr). Velika prednost mu je i $to aktivni metaboliti u organizmu

nisu pronadeni (Harding, 1990).


http://www.pubchem.com/

Slika 3. Flutikazonpropionat (preuzeto s https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/444036)

Flutikazonpropionat je djelatna tvar netopljiva u vodi. Svi pripravci s flutikazonpropionatom
odobreni u Republici Hrvatskoj formulirani su kao suspenzija u obliku spreja za nos, osim lijeka

Flixonase koji je dostupan u obliku kapi za nos (Tablica 1.).

Nazalna primjena nanosuspenzija flutikazonpropionata do sada nije istrazivana, medutim
pulmonalna jest i usporedujuci rezultate s klasi¢nim suspenzijama, dokazano je da se
usitnjavanjem Cestica postiZze dulje zadrzavanje lijeka na mjestu primjene i1 time veéi stupanj
apsorpcije, Sto za posljedicu ima dulje djelovanje, a smanjeno uklanjanje mukocilijarnim
¢is¢enjem. Lijek bi se mogao jo$ dulje zadrzati u plu¢ima uklapanjem u fosfolipidne sustave,
no tada se postavlja pitanje dostupnosti lijeka obzirom na teze oslobadanje (Tao-Tao i sur.,

2019).

Tablica 1. Pripravci za nazalnu primjenu flutikazonpropionata odobreni u Republici

Hrvatskoj (www.halmed.hr)

Trzi$no ime ) ) Doza
N Djelatne tvari ) )
lijeka flutikazonpropionata

Bvmi flutikazonpropionat, 50 .
mista 0 potisku
Y azelastin hidroklorid HEPOPD

. i ) 50 ug po potisku, 400 pg
Flixonase flutikazonpropionat ] ]
po dozi u kapima

Rinoco flutikazonpropionat 50 pg po potisku

flutikazonpropionat, )
Synaze o ] 50 pg po potisku
azelastin hidroklorid



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/444036
http://www.halmed.hr/

1.2.  Putovi primjene nanosuspenzija

1.2.1. Oralna primjena

Oralna primjena lijekova smatra se najsigurnijom, i najbolje je prihvaéena od strane bolesnika
(Wang i sur., 2016). Suspenzija kao oralni farmaceutski oblik preferira se u pedijatriji i
gerijatriji zbog jednostavnijeg gutanja u odnosu na ¢vrste oblike (tablete, kapsule), a pruza
mogucnost maskiranja gorkog okusa djelatne tvari, osiguranja produljenog djelovanja i
povecanja topljivosti, kao i bioraspolozivosti lijeka (Jacob i sur., 2020). Sam oblik prikladan je
za lijekove koji su slabo topljivi u vodi te ako su druga otapala nedozvoljena. Nanonizacijom
suspendiranih ¢estica povecavaju Se topljivost i brzina otapanja, a posljedi¢no i brzina i opseg
apsorpcije lijeka (Jacob i sur., 2020). Istrazivanjima je utvrdeno da apsorpcija lijeka nakon
oralne primjene farmaceutskog oblika s nanokristalima lijeka mozZe biti neovisna o tome uzima
li se lijek u stanju gladi ili uz obrok, Sto povecava adherenciju bolesnika te smanjuje
varijabilnost u bioraspolozivosti lijeka. Na primjeru naproksena dokazana je i sSmanjena iritacija
probavnog sustava oblicima nanokristala lijeka u odnosu na suspenziju mikroniziranog lijeka
(Leone i Cavalli, 2015).

U slucaju oralne primjene kortikosteroida, ¢este su sistemske nuspojave poput supresije lucenja
hormona adrenalne Zlijezde, povecane ucestalosti infekcija, hipertenzije, hipokalcemije,
gastrointestinalnog krvarenja, razvoja osteoporoze te Cushingovog sindroma kao i poremecaja
spavanja, anksioznosti, te hiperaktivnosti. U djece su najéesce prisutne psiholoske nuspojave

uz moguce zaostajanje u rastu (www.halmed.hr).

1.2.2. Parenteralna primjena

Lijekovi se parenteralno najcesce primjenjuju u obliku vodenih otopina, no mikroemulzije ili
suspenzije se mogu primjenjivati intramuskularno, supkutano i transdermalno ukoliko je
veli¢ina Cestica disperzne faze manja od 5 pm, ¢ime se izbjegava rizik od opstrukcije kapilarne
cirkulacije (Jacob i sur., 2020). Primijeceno je da nanosuspenzije nakon parenteralne primjene
bivaju opsonizirane ukoliko su nanocestice vece od 300 nm (Wang i sur., 2016) i fagocitirane
od Kupfferovih stanica u jetri. Na taj nac¢in navedene stanice osiguravaju zalihu lijeka, a isto
tako 1 produljuju njegov ucinak. Takvo saznanje primjenjivo je u lijeCenju oboljenja
uzrokovanih patogenima koji prvotno napadaju makrofage i razmnozavaju se unutar njih (Jacob

i sur., 2020).



Intravenskom primjenom nanokristala docetaksela uklopljenih u lecitin iz soje uoceno je
povecano nakupljanje lijeka na mjestu nastanka tumora, sto otvara dodatne moguénosti u
razvoju lijecenja karcinoma (Leone i sur., 2015). No, prilikom parenteralne primjene
nanosuspenzija mijenjaju se pH i ionska jakost mikrookoline suspendiranih Cestica $to utjece
na promjenu zeta potencijala i moze rezultirati njihovom agregacijom, a to je nepozeljan proces
(Wang Y. i sur., 2013). U istrazivanjima toksi¢nosti i bioraspodjele u organizmu nakon
intravenske primjene odreden je volumen nanosuspenzije koji moze biti primijenjen bez
negativnih posljedica kod Zivotinja, a iznosi 2 ml/kg za bolus te 4 ml/kg za infuziju (Wang i
sur., 2016).

1.2.3. Pulmonalna primjena

Pulmonalna primjena nanosuspenzija istrazuje se u lijeCenju respiratornih bolesti pruzajuci
mogucnost ciljanog lokalnog djelovanja na plu¢a i povecanog stupnja izljeCenja astme i
kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti (Yang i sur., 2008). Tim se putom primjene izbjegava prvi
prolazak lijeka kroz jetru i sistemsko djelovanje koje nije nuzno kod ovih bolesti (Leone i
Cavalli, 2015). Da bi lijek dospio do niZih dijelova pluéa, veli¢ina Cestica lijeka treba biti manja
od 0,5 um, Sto nanosuspenzije ¢ini prikladnim farmaceutskim oblikom lijeka za navedeni put
primjene (Yang i sur., 2008). Odlaganjem lijeka u donje dijelove plu¢a, smanjena je pojava
brzog klirensa i mukocilijarnog ¢iS¢enja iz gornjeg dijela respiratornog sustava. Isto tako,
oblaganjem nanokristala lijeka razli¢itim polimerima poveéava im se afinitet za mukozne
povrsine te se osigurava kontrolirano oslobadanje lijeka iz formulacije (Leone i Cavalli, 2015).
Ono se zbiva i ukoliko su Cestice lijeka vece od 3 pm jer bivaju uspjesno fagocitirane i tako se
dulje zadrzavaju u plu¢ima (Rabinow, 2004). Nanocestice, medutim, mogu osigurati i ubrzani
sistemski u¢inak zbog velike povrsine pluca koja su dobro prokrvljena i osiguravaju povecanu
apsorpciju te difuziju kroz alveole do sistemskog krvotoka (Leone i Cavalli, 2015).
Pulmonalna primjena zahtijeva rasprSenje nanosuspenzija nebulizatorima ili inhalerima s
odmjerenom dozom. Veli¢ina rasprSenih Kkapljica/Cestica i parametri disanja utjeCu na
uspjesnost provodenja terapije (Wang i sur., 2016). Rasprsivanje nanosuspenzija rezultiralo je
kapljicama/Cesticama boljih aecrodinamickih svojstava u odnosu na konvencionalne suspenzije,
Sto je skratilo vrijeme provodenja terapije i rezultiralo boljom suradljivoséu pacijenata (Tao-
Tao i sur., 2019).



Protuupalno djelovanje flutikazona ispitivano je in vivo u laboratorijskih stakora i miSeva
induciranjem akutne upale plu¢a pomocu lipopolisaharida te je uspjeSnost intratrahealne
terapije flutikazonom ovisila o tome koja se koli¢ina lijeka vezala za glukokortikoidne receptore

i koliko dugo je lijek ostao za njih vezan (Tao-Tao i sur., 2019).

1.2.4. Topikalna primjena
Nanosuspenzije u oftalmi¢koj primjeni osiguravaju povecanu topljivost lijeka u suznoj tekucini

1 dulje zadrZzavanje na mjestu primjene uz minimalnu iritabilnost. Isto tako, izbjegava se
problem povecane osmolalnosti koji se javlja tijekom pripreme vodenih otopina lijeka (Jacob i
sur., 2020).

Novija istrazivanja pokazuju ucinkovitost nanosuspenzija progesterona koje su bile
primijenjene vaginalno s ciljem sprje¢avanja prijevremenog rodenja djeteta. Razvijene su i
nanosuspenzije tretinoina za dermalnu i transdermalnu primjenu (Yang i sur., 2008).
Nanosuspenzije su poboljsale penetraciju slabo topljivih lijekova u vodi kroz kozu, poput
nanokristala rutina, resveratrola i hesperidina. Istrazivan je i utjecaj nanokristala kofeina na rast
kose te je primijec¢eno njegovo nakupljanje u dla¢nim folikulima (Leone i Cavalli, 2015). Velik
potencijal nanosuspenzija primijecen je i u ostalim putovima primjene, kao $to su rektalna i

sublingvalna (Wang i sur., 2016).

1.2.5. Nazalna primjena

Kad se govori 0 nazalnoj primjeni lijekova, potrebno je poznavati anatomiju i fiziologiju nosne
Supljine. Nosna Supljina sastoji se od tri zone: vestibularne, olfaktorne i respiratorne.
Vestibularna zona prva je barijera Cesticama iz zraka. Oblozena je slabo vaskulariziranim
epitelom koji se sastoji od skvamoznih i keratiniziranih epitelnih stanica te dlacica. Olfaktorni
epitel jace je prokrvljen i ima ulogu u prepoznavanju mirisa, a respiratorni epitel najveci je zato
Sto oblaze regiju pregradenu s tri nosne skoljke te je graden od cilindri¢nih epitelnih stanica
prekrivenih mikrovilima. Dobro je prokrvljen i stvara sluz te proc¢iS¢ava zrak koji ondje dolazi.
Na respiratornu regiju nastavlja se nazofarinks (Bitter i sur., 2011). Primjenom lijeka u nosnu
Supljinu moguce je osigurati lokalni ucinak lijeka, sistemsku raspoloZivost te izravnu dostavu
lijeka iz nosne Supljine u mozak. Nazalnom primjenom postize se lokalni u¢inak dekongestiva,
antialergijskih lijekova i kortikosteroida. Lokalna nazalna terapija podrazumijeva primjenu
malih doza lijeka, Sto je vazna prednost pri primjeni kortikosteroida i antialergijskih lijekova

jer se tako izbjegavaju sistemske nuspojave, a terapija je ucinkovita (Bitter i sur., 2011).
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Prirodni faktor koji umanjuje zadrzavanje lijeka na sluznici nosa jest mukocilijarno ¢iséenje
koje ima za cilj izmjenom nosne sluzi sprije€iti prolazak ¢estica iz udahnutog zraka do donjih
dijelova diSnog sustava (Marttin i sur., 1998). Da bi se smanjio utjecaj mukocilijarnog ¢is¢enja
na vrijeme zadrzavanja lijeka na nosnoj sluznici, razvijaju se in situ gelirajuci tekuéi oblici koji
se primjenjuju rasprsivanjem, a u doticaju s nosnom sluznicom stvaraju gel koji se dulje
zadrzava na mjestu primjene u odnosu na konvencionalne tekuée oblike. Kotrikosteroidi se
koriste nazalno za lijeCenje alergijskog 1 nealergijskog rinitisa, nosnih polipa i1 kroni¢nog
rinosinuitisa na nacin da djeluju na uzrok same bolesti. Usto sto lijece simptome, Smanjuju
nosne polipe i sprjecavaju povratak bolesti. Takoder, istrazuju se i oblici produljenog

oslobadanja djelatne tvari, odnosno oblici produljenog djelovanja (Nizi¢ i sur., 2019).

Sistemska primjena lijeka putem nosne sluznice omogucuje izbjegavanje prvog prolaska kroz
jetru (kojim se smanjuje udio lijeka kojeg tijelo moze iskoristiti) te moze osigurati brz pocetak
djelovanja lijeka (Bitter i sur., 2011). Upotrebom mukoadhezivnih pomoénih tvari nastoji se
smanjiti brzina mukocilijarnog ¢is¢enja koje umanjuje apsorpciju lijeka. Primjerice, natrijev
hijaluronat produljuje vrijeme kontakta formulacije sa sluznicom, biokompatibilan je i nije
imunogen za ljudski organizam. Ipak, mukocilijarni klirens ne moze biti do kraja sprijecen §to
treba uzeti u obzir pri odredivanju nazalne doze lijeka (Alshweiat i sur., 2020). Preko nosne
sluznice lakse ¢e se apsorbirati hidrofobnije molekule, a hidrofilne bi trebale biti nenabijene
uzimajuéi u obzir njihovu pK vrijednost, obzirom da pH na nosnoj sluznici iznosi od 5,5 do 6,5.
Primije¢eno je da molekule manje od 1 kDa transcelularno prolaze membranu 1 bivaju lakse
apsorbirane, a potrebno je podesiti i osmolalnost formulacije fizioloskim uvjetima (Bitter i sur.,
2011).

Moderna tehnologija omogucila je razvoj terapijskih sustava za izravnu dostavu nazalno
primijenjenog lijeka u mozak putem olfaktornog i trigeminalnog zivca koji inerviraju
olfaktornu i/ili respiratornu regiju nosne Supljine (Bitter i sur., 2011). Razvijaju se i razna
nazalna cjepiva $to je mudar izbor s obzirom da je nazalna sluznica prva linija obrane od

vanjskih patogena (Bitter i sur., 2011).

U Tablici 2. navedeni su lijekovi iz razli¢itih terapijskih skupina, s potencijalom nazalne

primjene u obliku nanosuspenzije.
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Tablica 2. Znacajke razvijenih nanosuspenzija za nazalnu primjenu

Djelatna tvar

Stabilizator

Nanosuspenzija/in

situ gel

in
vitro/in

Vivo

ZapaZanja

Ref.

donepezil

kitozan

nanosuspenzija

in vitro,

in vivo

veci AUC, Cmax, tmax
tri puta veca
koncentracija
donepezila u mozgu u
odnosu na
konvencionalnu
nazalnu suspenziju

lijeka

Bhavna i
sur., 2014

karvedilol

polisorbat 80,
poloksameri,
Span 40, gelan
guma

nanosuspenzija, in

situ gel

in vitro,

in vivo

porastom udjela gelan
gume smanjuje se
brzina oslobadanja
lijeka i postize veca

bioraspolozivost 1 Cmax
u odnosu na oralnu

primjenu lijeka

Saindane
i sur.,
2012

resveratrol

deacetilirana

gelan guma

nanosuspenzija,

in situ gel

in vitro,

in vivo

brze oslobadanje i
dvostruko veca
bioraspolozivost U
odnosu na
konvencionalnu
suspenziju lijeka; veca
koncentracija
resveratrola u mozgu
nakon nazalne nego
nakon intravenske

primjene

Hao i
sur., 2016

zotepin

pluronic F-127,
HPMC, lecitin

iz soje

nanosuspenzija

in vitro,

in vivo

veca bioraspoloZzivost
u odnosu na primjenu
klasi¢nog oblika; veca
koncentracija i tip u
mozgu nakon nazalne
primjene
nanosuspenzija nego

nakon intravenske

Pailla i
sur., 2019
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primjene klasi¢nog
oblika

veca bioraspolozivost i

plazmatska
natrijev koncentracija u Alshweiat
loratadin hijaluronat, nanosuspenzija in vivo odnosu na klasi¢ni i sur.,
poloksamer 188 oralni oblik; lijek 2020

prisutan u plazmi i

nakon 25 sati

AUC je povrsina ispod krivulje ovisnosti koncentracije lijeka u plazmi o vremenu, Cmax 0znacava vr$nu
koncentraciju lijeka u plazmi, a tmax Vrijeme koje je potrebno da se postigne cmax, HPMC je

hidroksipropilmetilceluloza.

1.3. Karakterizacija nanosuspenzija

Proces razvoja nanosuspenzije zapocinje temeljnom fizicko-kemijskom karakterizacijom koja
daje uvid u osnovna svojstva, stabilnost i primjenjivost formulacije. Medu tim svojstvima vazno
mjesto zauzima veli¢ina Cestica 0 K0joj ovise topljivost i brzina otapanja lijeka koji dalje utjecu
na farmakokineticke parametre. Stabilnost se procjenjuje na temelju veli¢ine, polidisperznosti
I zeta potencijala nanocCestica lijeka, a promatra se i povrSinska napetost te reoloska svojstva
koja utjeCu na moguénost formiranja kapljica prilikom rasprSivanja farmaceutskog oblika.
Fiziolosko okruZenje u koje se lijek primjenjuje odreduje pH i osmolalnost koje formulacija

treba zadovoljiti.

1.3.1. Velicina Cestica

Velicina Cestica vazno je svojstvo koje odreduje brzinu otapanja Cestica, topljivost, fizicku
stabilnost 1 bioloske karakteristike. Ovo se svojstvo najceS¢e karakterizira dinamickim
rasprSivanjem svjetlosti, iako se koriste i druge tehnike od kojih svaka ima svoje prednosti i
nedostatke (Chavhan i sur., 2011). DLS (engl. dynamic light scattering) ili dinamicko
rasprsivanje svjetlosti je tehnika pri kojoj se dispergirane ¢estice obasjavaju monokromatskom
svjetlos¢u, koja se, zbog razlicite veli¢ine i1 oblika Cestica, rasprSuje u razli€itim smjerovima

(Slika 4.) (Goel i sur., 2019).
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Glavno ograni¢enje ove tehnike je nemoguénost mjerenja istalozenih Cestica pa tada rezultat
nije relevantan, a analizator veliine Cestica treba biti visoke osjetljivosti jer mjeri veli¢inu
Cestica u nanometrima i to pri vrlo niskim koncentracijama. Kako nanosuspenzija sadrzi vise
razli¢itih nanocestica, konacni rezultat obrade podataka je odraz najvecih ili najprisutnijih

Cestica u uzorku (Goel i sur., 2019).

Osim veli¢ine Cestica, parametar koji se mjeri, a odrazava fizi¢ku stabilnost nanosustava je
indeks polidisperznosti te $to je on manji (0,1-0,25), raspon veli¢ina ¢estica u uzorku je uzi, a
sustav je stabilniji. Ako je indeks polidisperznosti veci od 0,5, t0 znaci da se u uzorku nalazi

siroki spektar Cestica razlicitih velic¢ina (Chavhan i sur., 2011).

detektor '
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raspriena svjetlost

vrijeme

Slika 4. Princip dinamickog rasprsenja svjetlosti (preuzeto s https://wiki.anton-paar.com/no-

en/the-principles-of-dynamic-light-scattering/##data-imagegroup-39782)

1.3.2. Zeta potencijal

Zeta potencijal mjeri se kako bi se okarakterizirala priroda i intenzitet povrSinskog naboja
rasprSenih nanocCestica u nanosuspenziji, a definira se kao razlika potencijala izmedu povrsine
Cvrstih Cestica i otapala u sustavu (Slika 5.). Zeta potencijal definira prirodu same tvari te govori
o moguc¢im interakcijama s drugim tvarima u organizmu i stabilnosti tijekom skladistenja (Goel
i sur., 2019). Da bi se nanosuspenzija smatrala fizicki stabilnom, potrebna je vrijednost zeta
potencijala od minimalno £ 30 mV (Wang i sur., 2016). Vrijednost zeta potencijala ovisi 0
samom lijeku i povrSinski aktivnoj tvari. U sluaju da je nanosuspenzija stabilizirana
elektrostatski i steriCki, za dostatnu stabilizaciju trebala bi biti dovoljna vrijednost zeta
potencijala od £20 mV (Chavhan i sur., 2011). Sto je apsolutna vrijednost zeta potencijala veéa,

to je sustav fizi¢ki stabilniji pri istim uvjetima (Ali i sur., 2009).
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Slika 5. Zeta potencijal Cestica (alternativa prikazu https://analytik.co.uk/zeta-potential-what-

is-it-and-how-can-it-be-characterised/)

1.3.3. Reoloska svojstva

Reologija je znanost o te¢enju, odnosno o deformaciji materijala (Picout i Ross-Murphy, 2003).
Tvari se s obzirom na deformaciju dijela na Newtonove viskozne tekucine i Hookeove elasti¢ne
krutine. Viskoznost (i) je definirana kao koeficijent proporcionalnosti izmedu smic¢nog
naprezanja (z, Pa) i brzine smicanja (y; s*) pri konstantnoj temperaturi (z =5 * y), a za
Newtonove sustave je neovisna o brzini smicanja te je konstantna obzirom na vrijeme smicanja.
Ukoliko se viskoznost povecava ili smanjuje uslijed smicanja rije¢ je o ne-Newtonovim
sustavima. Potonji sustav naziva se pseudoplasti¢ni, a ukoliko viskoznost raste povecanjem
brzine smicanja, rije€ je o dilatantnom sustavu. Promatraju¢i viskoznost u ovisnosti o vremenu,
uslijed konstantne brzine smicanja viskoznost moze padati i rasti. Ako u mirovanju ponovno
raste nakon S§to se smicanje prekine sustav nazivamo tiksotropnim, a ako pada reopektnim.
Hookeov zakon elasti¢nosti govori da je modul smicanja (G) koeficijent proporcionalnosti
izmedu smi¢nog naprezanja (z, Pa) i smi¢ne deformacije (y ) (r = G * y). Modul smicanja sastoji
se od modula pohrane (G") i modula gubitka (G") gdje prvi govori o pohranjenoj energiji
tijekom deformacije i1 elasticna je komponenta sustava, a modul gubitka definira se kao
izgubljena energija tijekom deformacije i viskozna je komponenta sustava. Ovisno koji modul
prevladava, takvim se sustavom raspolaze. Viskoelasticna svojstva sustava ispituju se
oscilacijskim testovima promjene amplitude (engl. Amplitude sweep) i frekvencije (engl.
Frequency sweep). Rotacijskim se testovima ispituju svojstva sustava pri konstantnom

okretnom momentu ili konstantnoj brzini rotacije (Willenbacher i Georgieva, 2013).
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U reoloskim testovima koristi se paralelno mjerno tijelo ¢ija se udaljenost od donje mjerne
ploce na kojoj se nalazi uzorak moze mijenjati, te stozasto mjerno tijelo na fiksnoj udaljenosti
od donje mjerne ploce gdje stozac djeluje na ispitivani sustav pod manjim nagibom
(Willenbacher i Georgieva, 2013).

Provodenjem reoloskih testova moguce je procijeniti ponaSanje nanosuspenzija pri rasprsivanju
te stabilnost nanosuspenzija. Sustavi s potpuno dispergiranim nanocesticama imaju manju
viskoznost od sustava u kojem su nanocestice podlegle agregaciji (Li i sur., 2018). Postupci
reoloSke Kkarakterizacije primjenjivi su i pri in vitro ispitivanjima mukoadhezivnosti
nanosuspenzija, s obzirom na moguénost stvaranja kemijskih i fizickih sila izmedu formulacije

lijeka i mucina kojima se mijenjaju reoloska svojstva sustava (Alsweiat i sur., 2020).

1.3.4. Napetost povrsine

Napetost povrsine je rad tekucine ulozen da se molekula iz unutrasnjosti dovede na povrsinu
podijeljen s poveéanjem povrsine tekucine (Herak, 2001). Ovo je svojstvo 0sobito vazno za
tekucine niske viskoznosti, dakle, u sustavima koji sadrze vodu. Uoceno je da je povrSinska
napetost vode u trenutku novoformirane povrSine veéa u odnosu na onu mjerenu nakon
postizanja ravnoteze. Povrinska napetost varira ovisno o koncentraciji soli i pH u sustavu. Sto
je pH nizi, prije ¢e se neutralizirati hidroksilni ioni i na povrSini ¢e ostati oksonijevi koji
pridonose povecanju povrsinske napetosti (Hauner i sur., 2017). Ona ovisi i 0 koncentraciji
pojedinih polimera zbog kohezivnih sila, a $to su one vece, povecava se i kut rasprienja, §to

smanjuje razmazivost formulacije (Jullaphant i sur., 2018).

Svaka tekuca formulacija lijeka ima manju povrSinsku napetost od vode koja iznosi oko 70

MN/m i obi¢no se za nazalne sprejeve vrijednosti kre¢u od 30 do 44 N/m (Shrestha i sur., 2020).

1.3.5. Osmolalnost

Osmolalnost se definira kao broj molova otopljene tvari po kilogramu otapala, a vazno ju je
podesiti kako se ne bi narusila homeostaza sluznice nosa. Vrijednosti koje se uzimaju kao
referentne za osmolalnost nazalnih pripravaka kre¢u se od 290 do 500 mOsm/kg. Hipotoni¢ne
otopine se ne bi smjele primjenjivati zbog ciliotoksi¢nosti, a hipertonicne samo kod hitnih
stanja, npr. kod edema sluznice, dok se izotoni¢ne otopine mogu koristiti u kroni¢noj uporabi

(Bitter i sur., 2011).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nazalna primjena postaje sve ucestaliji put primjene raznih skupina lijekova. Osim §to
osigurava lokalni uc¢inak lijeka u lijeGenju bolesti nosne sluznice, nazalna primjena pruza i
moguénost sistemske dostave lijeka te izravne dostave lijeka iz nosne Supljine u mozak.
Pacijentima je nazalna primjena lijeka prihvatljiva jer je neinvazivna i jednostavna ¢ime se u
buduénosti mogu poboljsati suradljivost i samolijecenje bolesnika, koji se navode kao

problemati¢ni parametri lijeCenja (Wang 1 sur., 2013).

Ogranicavajuci faktor nazalne primjene lijeka je mukocilijarno ¢is¢enje koje skracuje vrijeme
kontakta lijeka sa sluznicom nosa, zbog Cega se klasi¢ne otopine brzo eliminiraju iz nosa.
Viskozni se sustavi pak teze primjenjuju i doziraju. 1z toga proizlaze prednosti in situ gelirajucih
otopina/suspenzija koje se kao tekué¢i oblici lako primjenjuju rasprSivanjem, a u dodiru sa
sluznicom prelaze u gel koji se ondje dulje zadrzava (Nizi¢ i sur., 2019). U slu¢aju suspenzija,
usitnjavanjem Cestica lijeka do nanometarskih veli¢ina povecava se topljivost i brzina otapanja

lijeka, ¢ime se povecava raspolozivost lijeka na mjestu djelovanja (Rabinow, 2004).

Cilj ovog rada bio je pripremiti in situ geliraju¢e nanosuspenzije flutikazonpropionata,
kortikosteroida s lokalnim u¢inkom, koristenjem polisorbata 80 kao povrsinski aktivne tvari,
manitola kao sredstva za izotonizaciju te polimernih otopina natrijevog hijaluronata i in situ
gelirajuceg pektina (Nizic¢ i sur., 2019). Ispitivan je utjecaj omjera lijeka i surfaktanta u in situ
geliraju¢im nanosuspenzijama flutikazonpropionata na uspjeSnost mljevenja (veli¢inu
nanocestica), zeta potencijal nanocestica, povrSinsku napetost in situ geliraju¢eg sustava,
viskoznost pri mirovanju, vrijeme geliranja i svojstva gela formiranog pri mijesanju s umjetnim

nosnim fluidom.
Specifi¢ni ciljevi:

o Pripremiti in situ geliraju¢e nanosuspenzije flutikazonpropionata s polisorbatom 80 u
razli¢itim omjerima (9 uzoraka) u otopini polimera pektina (0,9 %, m/m) i natrijevog
hijaluronata (0,02 %, m/m) uz manitol kao sredstvo za izotonizaciju (4 %, m/m)

o Ispitati uspjesnost vlaznog mljevenja mjerenjem veliCine Cestica i fizicku stabilnost
mjerenjem zeta potencijala

o Razjasniti utjecaj koncentracije flutikazonpropionata i polisorbata 80 na povrsinsku
napetost i reoloska svojstva in situ geliraju¢ih nanosuspenzija i formiranog gela nakon

mijeSanja s umjetnim nosnim fluidom
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali

U ovom radu za pripremu in situ geliraju¢ih nanosuspenzija koristeni su mikronizirani
flutikazonpropionat (Carbosynth Ltd, UK), polisorbat 80 (Sigma-Aldrich, SAD),
niskometoksilirani amidirani pektin CF 025 stupnja esterifikacije 23-28% i stupnja amidacije
22-25% (Herbstreith & Fox, Njemacka), natrijev hijaluronat molekulske mase 0,8 MDa
(Contipro, Ceska), D (-) manitol (BDH Prolabo, UK) i 1 M otopina NaOH (Kemig, Hrvatska).
Umijetni nosni fluid (engl. simulated nasal fluid, SNF) pripremljen je otapanjem natrijevog
klorida (Kemig, Hrvatska) pri koncentraciji od 150 mM, kalijevog klorida (Kemig, Hrvatska)
pri koncentraciji od 40 mM te kalcijevog klorida dihidrata (Sigma-Aldrich, Njemacka) pri

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

3.2. Metode

3.2.1. Priprema in situ geliraju¢ih nanosuspenzija flutikazonpropionata

Mikronizirani flutikazonpropionat rastrljan je s polisorbatom 80 uz intenzivno mijesSanje
staklenim Stapi¢em u omjerima 1:1, 1:1,33, 1:1,5, 1:2, 1,33:1, 1,5:1, i 2:1. Dodatkom 20 ml
procis¢ene vode i mijeSanjem na magnetskoj mijesalici pripravljene su suspenzije pri rasponu
koncentracija flutikazonpropionata i polisorbata 80 od 2,4 do 4,8 mg/ml. Zatim je u vijale za
mljevenje izvagano po 0,5 g kuglica za mljevenje promjera 0,1, 0,2 i 0,4-0,6 mm. U svaku
vijalu stavljeno je, uz ukupno 1,5 g kuglica za mljevenje, 5 magnetskih mjesac¢a dimenzija 10
x 6 mm i 2,5 g pripremljene suspenzije. Nanosuspenzije flutikazonpropionata pripravljene su

mijeSanjem sadrzaja vijala na magnetskom mjeSacu tijekom 24 sata.

Za pripravu in situ geliraju¢ih nanosuspenzija flutikazonpropionata pripravljene su i
koncentrirane otopine pektina (1,4 %; m/m) i natrijevog hijaluronata (0,5 %; m/m) otapanjem
krutina u procis¢enoj vodi uz mijeSanje na magnetskoj mijesalici pri sobnoj temperaturi.
Otopina pektina prije upotrebe je profiltrirana. Koncentrirane otopine polimera pomijesane su
u odgovaraju¢éim omjerima te razrijedene proc¢is¢enom vodom kako bi se dobile otopine
zeljenih  koncentracija polimera. Tako priredenim otopinama polimera dodana je

nanosuspenzija flutikazonpropionata u koli¢ini od 2,5 g uz mijeSanje na magnetskoj mijesalici.
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Sastav pripravljenih in situ geliraju¢ih nanosuspenzija flutikazonpropionata prikazan je u

Tablici 3. Za izotonizaciju uzoraka dodan je D (-) manitol pri koncentraciji od 4 % (m/m), a pH

vrijednost podesena je na 6,0 = 0,2 pomocu otopine NaOH (1 M). Vrijednost pH praéena je pH

metrom (Mettler Toledo GmBH, Svicarska) uz mijesanje uzoraka na magnetskoj mijesalici.

Tablica 3. Sastav pripremljenih in situ geliraju¢ih nanosuspenzija flutikazonpropionata

) ) ) ) Natrijev )
Flutikazonpropionat | Polisorbat 80 | Pektin 3 Manitol
Uzorak hijaluronat
(%; m/m) (%; m/m) (%; m/m) (%; m/m)
(%; m/m)
1 0,30 0,30 0,90 0,02 4,00
2 0,30 0,45 0,90 0,02 4,00
3 0,30 0,60 0,90 0,02 4,00
4 0,45 0,30 0,90 0,02 4,00
5 0,45 0,45 0,90 0,02 4,00
6 0,45 0,60 0,90 0,02 4,00
7 0,60 0,30 0,90 0,02 4,00
8 0,60 0,45 0,90 0,02 4,00
9 0,60 0,60 0,90 0,02 4,00

3.2.2. Odredivanje velicine i zeta potencijala ¢estica u in situ gelirajué¢im

nanosuspenzijama flutikazonpropionata

Za mjerenje veliCine Cestica te zeta potencijala koriSten je uredaj Zetasizer Ultra (Malvern

Pananalytical, UK; Slika 6.) 1 pripadaju¢i program za rac¢unalnu obradu podataka. Priprema

uzoraka za mjerenje obuhvacala je deseterostruko razrjedivanje

in situ gelirajuce

nanosuspenzije flutikazonpropionata otopinom polisorbata 80 iste koncentracije kao u mjerenoj

nanosuspenziji.
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Slika 6. Zetasizer  Ultra  (Malvern Pananalytical, UK; preuzeto s

www.malvernpanalytical.com/)

3.2.3. Mjerenje povrsinske napetosti
Povrsinska napetost mjerena je uredajem Kriiss Processor Tensiometer K100 (Kriiss GmbH,

Hamburg, Njemacka; Slika 7.).

Slika 7. Kriiss Processor Tensiometer K100 (Kriiss GmbH, Hamburg, Njemacka; preuzeto s

www.Kruss-scientific.com/)

Za mjerenje povrsinske napetosti 50 ml in situ geliraju¢e nanosuspenzije flutikazonpropionata
termostatirano je pri 25 °C tijekom 24 sata. Uredaj je kalibriran pro¢i§¢enom vodom. Posudice
u kojim se vr$i mjerenje povrsinske napetosti prvo su oprane u kromsumpornoj kiselini, a zatim
prokuhane 15 minuta u proc¢iséenoj vodi te do kraja osusene. Posudica za mjerenje (tip SV20
Glass Vessel 121, 5 ml, 70 mm) ima promjer od 66,5 mm i volumen od 121,6 ml te visinu 35,0

mm.
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Prije samog mjerenja, svaki je uzorak ostavljen u mirovanju 30 minuta u uredaju. Mjerenja se
vrSe pomoc¢u metalnog prstena (Kriiss Standard Ring, polumjera 9,545 mm i promjera zZice 0,37
mm) koji se prije mjerenja svakog uzorka Cisti uranjanjem u procis¢enu vodu i Zarenjem
redukcijskim plamenom. Odredivanje povrSinske napetosti za svaki uzorak provedeno je u

triplikatu.

3.2.4. Reoloska mjerenja
Reoloska su ispitivanja provedena pomocu reometra MCR 102 (Anton Paar, GmbH, Austrija;
Slika 8.) koji je spojen s racunalom na kojem su podaci obradeni i analizirani u programu

RheoCompass. Sva reoloSka mjerenja provedena su u duplikatu.

Slika 8. MCR 102 reometar (Anton Paar, GmbH, Austrija; preuzeto s www.anton-paar.com/)

3.2.4.1. Odredivanje viskoznosti pri mirovanju

Viskoznost pri mirovanju (engl. Zero-shear viscosity) in situ geliraju¢ih nanosuspenzija
flutikozonpropionata mjerena je rotacijskim testom puzanja (engl. Creep test) koji prikazuje
ovisnost smi¢ne deformacije o vremenu. Koristeno je mjerno tijelo CP50-1 (engl. cone plate,
promjera 50 mm i nagiba 1°) pri fiksnoj udaljenosti (0,102 mm) od donje ploce. Nakon
nanoSenja uzorka na donju ploc¢u reometra, uzorak je ekvilibriran 3 minute. Viskoznost pri
mirovanju odredivana je tijekom 5 minuta pri temperaturi od 25 °C. Pri ovom testu je koriSteno
konstantno smi¢no naprezanje od 0,1 Pa. Za izracun viskoznosti pri mirovanju koristen je

softver RheoCompass.
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3.2.4.2. Test promjene amplitude

Test promjene amplitude (engl. Amplitude sweep test) je oscilacijski test ovisnosti modula
pohrane (G') i modula gubitka (G") ispitivanog sustava 0 smi¢noj deformaciji (amplitudi) ().
Test je proveden pri temperaturi od 34 °C, kutnoj frekvenciji od 6,28 rad/s i rasponu amplitude
od 0,1 do 100 %. Koristeno je mjerno tijelo PP50 (engl. parallel plate, promjera 50 mm) pri
udaljenosti izmedu plo¢a od 0,500 mm. Mjereni uzorak pripremljen je mijeSanjem in situ
gelirajuce nanosuspenzije flutikazonpropionata i simuliranog nosnog fluida (SNF) u omjeru

1:1. Mjerenje je izvrSeno nakon jedne minute mijeSanja sustava na magnetskoj mijesalici.

3.2.4.3. Test promjene frekvencije

Test promjene frekvencije (engl. Frequency sweep test) je oscilacijski test ovisnosti modula
pohrane (G') i modula gubitka (G") o kutnoj frekvenciji (w). Test je proveden pri temperaturi
od 34 °C 1 pri smi¢noj deformaciji od 0,1 % (iz linearnog viskoelasticnog podrucja). Raspon
kutnih frekvencija bio je od 1 — 100 rad/s. Kori$teno je mjerno tijelo PP50 (engl. parallel plate,
promjera 50 mm) pri udaljenosti izmedu ploc¢a od 0,500 mm. Mjereni uzorak pripravljen je na
isti na¢in kao 1 za test promjene amplitude (dio 3.2.4.2.). Nakon nanoSenja uzorka na donju

mjernu ploc¢u reometra, uzorak je ekvilibriran 10 minuta.

3.2.4.4. Vrijeme geliranja

Vrijeme geliranja (engl. Gelation time test) je oscilacijski test pomocu kojeg se odreduje
vrijeme potrebno da pripremljeni sustav prijede iz sol u gel stanje. On prikazuje ovisnost
modula pohrane (G') i modula gubitka (G") o vremenu. Koristeno je mjerno tijelo PP50 (engl.
parallel plate, promjera 50 mm) i test je raden pri 34 °C tijekom 5 minuta. Udaljenost donje
ploc¢e od mjernog tijela bila je 0,500 mm, kutna frekvencija iznosila je 6,28 rad/s, a smi¢na
deformacija je iznosila 0,1 % (iz linearnog viskoelasticnog podrucja). Priprema uzorka sastojala
se od jednominutnog mijesanja in situ geliraju¢e nanosuspenzije flutikazonpropionata i SNF-a

u omjeru 1:1 na magnetskoj mijesalici, nakon ¢ega je uzorak nanesen na donju mjernu plocu

reometra.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprema in situ gelirajuéih nanosuspenzija flutikazonpropionata
Obzirom da je djelatna tvar u ovom ekperimentalnom radu flutikazonpropionat (C2sH3z1F30sS),
¢ija je topljivost u vodi vrlo niska i iznosi 0,0114 mg/ml, oblikovana je kao nanosuspenzija. Za

suspendiranje djelatne tvari koristen je polisorbat 80 (www.go.drugbank.com/). On je neionski

surfaktant, ¢ija HLB vrijednost (engl. hydrophil-lipophil balance) iznosi 15 te se koristi kao
solubilizator i emulgator u sustavima ulje/voda. HLB vrijednost ina¢e poprima vrijednosti od 0
do 20 i izrazava hidrofilnost, odnosno lipofilnost povrsinski aktivne tvari te Sto je vrijednost
visa, tvar je hidrofilnija i preferira vodeni medij (Curt, 2019). Bitan korak ovog rada je vlazno
mljevenje kojim se Cestice djelatne tvari usitnjavaju do nanometarskog reda veli¢ine, Sto ima

za cilj povecati raspolozivost lijeka na mjestu uc¢inka (Rabinow, 2004).

Za pripravu in situ gelirajue nanosuspenzije koriStene su polimerne otopine pektina i
natrijevog hijaluronata. Pektin je strukturni polisaharid u biljaka koji se sastoji od lanaca D-
galakturonske kiseline povezane a(1, 4) glikozidnom vezom ¢ije slobodne karboksilne skupine
mogu biti acetilirane ili amidirane (Mrak, 2018). U ovom radu koristen je niskometoksilirani
amidirani pektin CF 025 stupnja esterifikacije 23-28% i stupnja amidacije 22-25% ¢ije Ce
negativno nabijene karboksilne skupine galakturonske kiseline gelirati s ionima kalcija iz nosne
tekucine (Curt, 2019).

Hijaluronska kiselina dio je izvanstanicnog matriksa u tkivima i pomaze u cijeljenju rana,
oblaze sluznice te pridonosi stanicnoj pokretljivosti. U kombinaciji s nazalnim
kortikosteroidom i sistemskim antihistaminikom pridonosi smanjenju broja neutrofila, ¢ime se
reduciraju simptomi alergijskog i nealergijskog rinitisa (Cantone i lengo, 2016). Hidroksilne
skupine hijaluronske kiseline pomoé¢u vodikovih veza stvaraju film koji uzrokuje dulje
zadrzavanje tvari i vode na mjestu primjene zbog ¢ega se smatra i prirodnim humektansom bez
izazivanja nezeljenih reakcija. Prednost in situ geliraju¢e nanosuspenzije je $to se kao tekucina
dobro rasprSuje pri primjeni, a nakon doticaja s nosnom sluznicom gelira, opire se
mukocilijarnom c¢is¢enju i produljeno oslobada lijek, osiguravaju¢i minimalnu sistemsku

1zlozenost (Curt, 2019; Nizi¢ i sur., 2019).

Formulacije koje se primjenjuju nazalno trebaju biti izotonizirane, tj. potrebno im je prilagoditi

osmolalnost, $to je ovdje postignuto uporabom manitola (4,0 %, m/m).
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4.2. Velicina Cestica in situ geliraju¢ih nanosuspenzija flutikazonpropiona
Srednji promjer i raspodjela veli¢ina nanocestica flutikazonpropionata u in situ geliraju¢im
nanosuspenzijama pripravljenim 24-satnim vlaznim mljevenjem na magnetskoj mijesalici
prikazani su u Tablici 4. Srednji promjer Cestica bio je u rasponu od 129,1 + 1,8 nm do 162,7 +
3,7 nm, a indeks polidisperznosti iznosio je od 0,213 + 0,015 do 0,297 + 0,040.

Tablica 4. Srednji promjer i indeks polidisperznosti nanocestica flutikazonpropionata u in situ

geliraju¢im nanosuspenzijama

. Srednji
. . . . Natrijev .
Flutikazonpropionat | Polisorbat 80 Pektin N promjer
Uzorak hijaluronat Pl
(%; m/m) (%; m/m) (%; m/m) Cestica
(%; m/m)
(nm)
1 0,30 0,30 0,90 0,02 139,6+2,3 | 0,234+0,004
2 0,30 0,45 0,90 0,02 148,5+1,4 | 0,243+0,019
3 0,30 0,60 0,90 0,02 162,7+£3,7 | 0,297+0,040
4 0,45 0,30 0,90 0,02 129,1+1,8 | 0,238+0,035
5 0,45 0,45 0,90 0,02 135,3+0,9 | 0,247+0,021
6 0,45 0,60 0,90 0,02 149,5+1,6 | 0,240+0,007
7 0,60 0,30 0,90 0,02 135,540,5 | 0,263+0,015
8 0,60 0,45 0,90 0,02 135,7+0,9 | 0,213+0,015
9 0,60 0,60 0,90 0,02 137,6+0,3 | 0,239+0,021

Prikazane su srednje vrijednosti + SD (n=3); Pl = indeks polidisperznosti

Prosjec¢na veli¢ina Cestica u izradenim nanosuspenzijama je manja od 200 nm, ¢ime se zna¢ajno
ubrzava otapanje lijeka sto moze rezultirati pobolj$anjem terapijskog u¢inka (Wang i sur. 2016),

otvarajuc¢i mogucnost prilagodbe doze u formulaciji.

Indeks polidisperznosti ne prelazi vrijednost od 0,3, §to zna¢i da nema mnogo nanocestica u
uzorku koje odskacu od izmjerene srednje vrijednosti veliCine Cestica. Isto tako, Chavhan i sur.

2011. navode kako se tako okarakteriziran sustav moZe smatrati fizi¢ki stabilnim.

Temeljem prikazanih vrijednosti veli€ine i raspodjele veli¢ine nanocestica flutikazonpropionata
u in situ geliraju¢im nanosuspenzijama moze se zakljuciti da je proces vlaznog mljevenja

uspjesno proveden.
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4.3. Zeta potencijal nanocestica flutikazonpropionata u in situ gelirajuéim

nanosuspenzijama

Zeta potencijal nanocestica flutikazonpropionata U in situ geliraju¢im nanosuspenzijama bio je

u rasponu od -83,9 + 2,4 mV do -75,3 + 2,6 mV (Tablica 5.).

Tablica 5. Zeta potencijal nanocestica flutikazonpropionata u in Situ geliraju¢im

nanosuspenzijama

) ) ) ) Natrijev By
Flutikazonpropionat | Polisorbat 80 Pektin . Zeta potencijal
Uzorak hijaluronat
(%; m/m) (%; m/m) (%; m/m) (mV)

(%; m/m)

1 0,30 0,30 0,90 0,02 -78,0+£2,0

2 0,30 0,45 0,90 0,02 -83,6+1,9

3 0,30 0,60 0,90 0,02 -83,9+2,4

4 0,45 0,30 0,90 0,02 -82,9+1,4

5 0,45 0,45 0,90 0,02 -76,9+1,2

6 0,45 0,60 0,90 0,02 -81,5+0,5

7 0,60 0,30 0,90 0,02 -75,5+1,5

8 0,60 0,45 0,90 0,02 -75,3+2,6

9 0,60 0,60 0,90 0,02 -82,4+1,6

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

Zeta potencijal od + 60 mV svrstava nanosuspenzije u grupu vrlo stabilnih (Turkalj, 2018). Za
razvijeni sustav u ovom radu izmjerene su jo$ vece apsolutne vrijednosti zeta potencijala §to
nanosuspenzije flutikazonpropionata svrstava u istu kategoriju i ne dovodi se njihova stabilnost

tijekom skladiStenja u pitanje.

4.4. Povrsinska napetost in situ geliraju¢ih nanosuspenzija

flutikazonpropionata

Povrsinska napetost in situ geliraju¢ih nanosuspenzija flutikazonpropionata kretala se u

rasponu od 35,09 + 0,17 do 37,51 £ 0,19 mN/m, kao $to je prikazano u Tablici 6.
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Tablica 6. Povrsinska napetost in situ geliraju¢ih nanosuspenzija flutikazonpropionata

] ) ] ] Natrijev Povrsinska
Flutikazonpropionat | Polisorbat 80 | Pektin B
Uzorak hijaluronat napetost
(%; m/m) (%; m/m) | (%; m/m)

(%; m/m) (mN/m)
1 0,30 0,30 0,90 0,02 35,89+0,19
2 0,30 0,45 0,90 0,02 35,66+0,14
3 0,30 0,60 0,90 0,02 37,28+0,15
4 0,45 0,30 0,90 0,02 36,09+0,26
5 0,45 0,45 0,90 0,02 35,86+0,09
6 0,45 0,60 0,90 0,02 36,20+0,06
7 0,60 0,30 0,90 0,02 36,30+0,13
8 0,60 0,45 0,90 0,02 35,09+0,17
9 0,60 0,60 0,90 0,02 37,51+0,19

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

Raspon koncentracija flutikazonpropionata i polisorbata 80 je relativno uzak te nije uo¢en jasan

utjecaj koncentracija tvari na povrSinsku napetost.

Povrsinska napetost pripremljenih nanosuspenzija manja je od 44 mN/m, Sto odgovara
vrijednostima sprejeva za nos prema Shrestha i sur. iz 2020. Prisustvo povrsinski aktivne tvari
u ispitivanim koncentracijama rezultiralo je dobrim mocenjem cestica lijeka te se iz tog razloga

moze ocekivati nizak stupanj agregacije nanocestica flutikazonpropionata (Li i sur., 2018).

4.5. Reoloska svojstva in situ gelirajuéih nanosuspenzija

flutikazonpropionata

Kako bi se pripremljeni nanosustavi reoloski okarakterizirali, raden je rotacijski test kojim se
razmatra utjecaj vanjske sile na strukturu sustava (odredivanje viskoznosti pri mirovanju) te
oscilacijski testovi koji ne narusavaju strukturu sustava, a ispituju njegova svojstva: test

vremena geliranja, test promjene frekvencije i test promjene amplitude (Mezger, 2014).

Generalno, in situ gelirajuci sustavi se ubrajaju u ne-Newtonove tekucine i njihova se svojstva
izrazavaju kroz modul pohrane (G') i modul gubitka (G™), gdje bi potonji nakon primjene trebao
biti manji (Cai i sur., 2011).
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4.5.1. Viskoznost pri mirovanju

Viskoznost pri mirovanju in situ geliraju¢ih nanosuspenzija flutikazonpropionata odredivana je
rotacijskim testom puzanja pri konstantnom smi¢nom naprezanju od 0,1 Pa i konstantnoj
temperaturi. Izmjerene vrijednosti prikazane su u Tablici 7., a kre¢u od 8,24 = 0,14 do 10,08 +
1,21 mPas.

Tablica 7. Viskoznost pri mirovanju in situ geliraju¢ih nanosuspenzija flutikazonpropionata

) ] ] ] Natrijev Viskoznost pri
Flutikazonpropionat | Polisorbat 80 Pektin N ) )
Uzorak hijaluronat mirovanju
(%; m/m) (%; m/m) (%; m/m)
(%; m/m) (mPas)
1 0,30 0,30 0,90 0,02 9,62+0,26
2 0,30 0,45 0,90 0,02 10,01+0,17
3 0,30 0,60 0,90 0,02 9,77+0,05
4 0,45 0,30 0,90 0,02 9,25+0,09
5 0,45 0,45 0,90 0,02 10,08+1,21
6 0,45 0,60 0,90 0,02 9,17+0,44
7 0,60 0,30 0,90 0,02 8,24+0,14
8 0,60 0,45 0,90 0,02 9,48+0,22
9 0,60 0,60 0,90 0,02 10,07+0,17

Prikazane su srednje vrijednosti + SD (n=2).

Viskoznost pri mirovanju svojstvo je sustava koje se koristi u procjeni stabilnosti tijekom
vremena primjenom Stokesovog zakona koji izravno dovodi u vezu viskoznost, veli¢inu Cestica
i brzinu taloZenja ¢estica. Sto je sustav manje viskozan i suspendirane Gestice u njemu veée,
taloZzenje uzrokovano silom gravitacije ¢e biti brze, $to smanjuje dugorocnu stabilnost i

efikasnost ispitivanog pripravka (Curt, 2019; Nizi¢ i sur., 2019).

Pri najve¢em udjelu flutikazonpropionata, viskoznost pri mirovanju raste s povecanjem
koncentracije polisorbata 80 u nanosuspenziji, §to moze pridonijeti odrzavanju stabilnog
nanosustava nakon priprave tijekom vremena i efikasnosti pripremljene formulacije u lije¢enju
bolesti. Valja uzeti u obzir i promjenu viskoznosti prilikom primjene nanosuspenzije u nos,

zahvaljuju¢i smi¢nom naprezanju pri rasprsivanju te povecanju temperature nakon primjene.

Naime, lijek se skladisti pri snizenoj ili sobnoj temperaturi, a temperatura nosne sluznice iznosi
oko 34 °C (Agrawal i sur., 2020). Pretjerano velika viskoznost sustava rezultira

nezadovoljavaju¢im stupnjem rasprsenja prilikom primjene lijeka u nos (Singh i sur., 2012).
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4.5.2. Test promjene amplitude
Test promjene amplitude izvodi se kako bi se promotrila ovisnost modula pohrane (G') i modula
gubitka (G") o amplitudi, tj. smi¢noj deformaciji (y) koja se mijenja pri konstantnoj vrijednosti

kutne frekvencije (w) od 6,28 rad/s.

Test promjene amplitude proveden je za gelirane nanosuspenzije flutikazonpropionata koje su
pripravljene mijesanjem in situ geliraju¢ih nanosuspenzija sa SNF-om u volumnom omjeru 1:1.
Za provodenje testa odabrane su nanosuspenzije S najmanjom i najve¢om koncentracijom
flutikazonpropionata i polisorbata 80 kako bi se odabrala vrijednost smi¢ne deformacije koja je
prikladna za provodenje daljnjih reoloskih testova nanosuspenzija nakon geliranja, odnosno pri
kojoj je oCuvana struktura gela ispitivanog sustava. Ovisnost modula pohrane (G') i modula
gubitka (G") o smicnoj deformaciji (y) za in Situ geliraju¢u nanosuspenziju koncentracije
flutikazonpropionata i polisorbata 80 od 0,3 % (m/m), nakon mijesanja s SNF-om u volumnom

omjeru 1:1, prikazana je na Slici 9.

Sliéni profili ovisnosti modula pohrane i gubitka o smi¢noj deformaciji dobiveni su i za in Situ
geliraju¢u nanosuspenziju s najve¢om koncentracijom fluzikazonpropionata i polisorbata 80
(0,6 %, m/m). Temeljem dobivenih rezultata, smi¢na deformacija (y) od 0,1 % odabrana je za
provodenje testa promjene frekvencije pri daljnjoj karakterizaciji geliranih nanosuspenzija

flutikazonpropionata.

Modul pohrane G' Modul gubitka G"
10

Modul pohrane G' (Pa)
Modul gubitka G" (Pa)

0,1

0,133
0,177
0,238
0,757

1,01

0,000999
0,00133
0,00178
0,00237
0,00316

0,0042
0,00559
0,0075
0,00997
0,0133
0,0178
0,0237
0,0316
0,042
0,0562
0,0747
0,0999
0,318
0,428
0,571

Smic¢na deformacija (%)

Slika 9. Ovisnost modula pohrane (G') i modula gubitka (G") o smi¢noj deformaciji (y) za in

situ gelirajucu nanosuspenziju koncentracije flutikazonpropionata i polisorbata 80 od 0,3 %
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(m/m), pektina 0,9 % (m/m) i natrijevog hijaluronata 0,02 % (m/m), nakon mijeSanja s SNF-

om u volumnom omjeru 1:1. Mjerenja su provedena pri temperaturi od 34 °C.

4.5.3. Vrijeme geliranja
Vrijeme geliranja je oscilacijski test u kojem se promatraju modul pohrane (G') i modul gubitka

(G™) u ovisnosti 0 vremenu (t) pri konstantnoj smi¢noj deformaciji i kutnoj frekvenciji. In situ
geliraju¢a nanosuspenzija flutikazonpropionata mijesa se sa SNF-om u omjeru 1:1 prije
mjerenja i ispitivanje se provodi pri temperaturi od 34 °C kako bi se simulirali in vivo uvjeti na
sluznici nosa. Ioni kalcija iz simuliranog nosnog fluida klju¢ni su u procesu umrezavanja

polimernih lanaca pektina (Curt, 2019).

Kao trenutak u kojem sustav gelira uzima se ono vrijeme u kojem je modul pohrane jednak
modulu gubitka (G'=G"), a prikladnije bi bilo promotriti faktor gubitka (tan o) koji se definira
kao omjer modula gubitka i modula pohrane te se kao vrijeme geliranja uzima trenutak kada on

postane neovisan o kutnoj frekvenciji (Winter i Chambon, 1986).

Neovisno o sastavu in situ geliraju¢ih nanosuspenzija, svi su pripremljeni uzorci ve¢ pri pocetku
mjerenja u t = 0 pokazivali ve¢i modul pohrane (G') od modula gubitka (G"), §to znaci da je
sustav gelirao trenutno, prije samog nanoSenja uzorka na uredaj te taj trenutak u kojem bi

moduli bili jednaki (G'=G") nije zabiljezZen (Slika 10.a).

Takoder, u t = 0 vidljivo je kako je faktor gubitka manji od 1, $to dokazuje da se sustav nalazi
u stanju gela (Slika 10.b). Obzirom da su oponaSani okoli$ni uvjeti sluznice nosa, takvi se
rezultati ocekuju 1 primjenom lijeka in vivo. Geliranje je iznimno vazan proces koji se opire
fizioloskom mukocilijarnom ¢is¢enju koje bi u kratkom vremenu uklonilo lijek iz nosa, ali i
smanjuje curenje formulacije u zdrijelo te pristizanje u probavni sustav. No, valja spomenuti i
kako gel ne bi trebao biti precvrst jer je tada moguca sporija difuzija lijeka pri oslobadanju iz
formulacije. Takoder, ukoliko bi volumen gela nakon primjene postao veci nego Sto je volumen
in situ geliraju¢eg sustava pri primjeni, pacijent bi mogao osjecati nelagodu u nosu $to bi

smanjilo suradljivost (Brozovi¢, 2019).
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Slika 10. Graf ovisnosti: a) modula pohrane (G') i modula gubitka (G™) te b) faktora gubitka

(tan &) 0 vremenu (t) za in situ geliraju¢u nanosuspenziju koncentracije flutikazonpropionata

od 0,45 % % (m/m), polisorbata 80 od 0,3 % (m/m), pektina 0,9 % (m/m) i natrijevog

hijaluronata 0,02 % (m/m), nakon mijesanja s SNF-om u volumnom omjeru 1:1. Mjerenja su

provedena pri temperaturi od 34 °C. Ovaj je graf reprezentativan za svih 9 mjerenih

formulacija u duplikatu.
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4.5.4. Test promjene frekvencije

Test promjene frekvencije je reolosko ispitivanje koje uzima u obzir jednake parametre kao i
test promjene amplitude, medutim daje ovisnost modula pohrane (G') i modula gubitka (G™) o
kutnoj frekvenciji (w) pri konstantnoj vrijednosti smi¢ne deformacije (y; 0,1 %). 1zvodi se kako
bi se procijenila ¢vrstoca i stabilnost pripravljene formulacije. Prije mjerenja, in situ gelirajuca
nanosuspenzija flutikazonpropionata mijeSa se sa SNF-om Kkoji sadrZi ione prisutne u nosnom
fluidu u biorelevantnoj koncentraciji, kako bi se $to vjernije simulirali uvjeti na nosnoj sluznici
pri primjeni lijeka.

Na Slici 11. prikazana je ovisnost modula pohrane i gubitka o kutnoj frekvenciji za gelirane
nanosuspenzije flutikazonpropionata koje su medusobno jednake prema koncentraciji pektina i
natrijevog hijaluronata, a razlicite prema koncentracijama flutikazonpropionata i polisorbata
80. U svim ispitivanim uzorcima modul pohrane (G") bio je ve¢i od modula gubitka (G") Sto
upucuje na zakljucak da su nanosuspenzije gelirale uslijed mijeSanja s SNF-om te da je u
sustavu dominantna elasticna komponenta koja moze posluziti kao mjera stabilnosti sustava. U
ispitivanom rasponu kutnih frekvencija odnos G' i G" ostao je nepromijenjen iz ¢ega se moze
zakljuCiti da je formirani gel stabilan. Gelirana struktura ima potencijal osiguravanja
produljenog zadrzavanja na mjestu primjene i produljenog oslobadanja lijeka (Nizi¢ i sur.,
2019).
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Slika 11. Graf ovisnosti modula pohrane (G') i modula gubitka (G") o kutnoj frekvenciji (w)
za in situ gelirajuée nanosuspenzije pripravljene pri koncentracijama: a) 0,3 % (m/m)
flutikazonpropionata i 0,6 % (m/m) polisorbata 80; b) 0,45 % (m/m) flutikazonpropionata i
0,45 % (m/m) polisorbata 80; c) 0,6 % (m/m) flutikazonpropionata i 0,45 % (m/m) polisorbata
80, nakon mijeSanja s SNF-om u volumnom omjeru 1:1. Koncentracija pektina u svim in situ
geliraju¢im suspenzijama iznosi 0,9 % (m/m), a natrijevog hijaluronata 0,02 % (m/m).
Mjerenja su provedena pri temperaturi od 34 °C. Ovi su grafovi reprezentativni za svih 9

mjerenih formulacija u duplikatu.
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5. ZAKLJUCCI

(@]

In situ gelirajuce nanosuspenzije flutikazonpropionata (0,3 % - 0,6 %, m/m) s
polisorbatom 80 (0,3 % - 0,6 %, m/m) kao suspendiraju¢om tvari u otopini pektina
(0,9 %, m/m) i natrijevog hijaluronata (0,02 %, m/m), uz manitol kao sredstvo za

izotonizaciju (4,0 %, m/m), uspjesno su pripravljene.

Srednja veli¢ina Cestica lijeka u nanosuspenzijama kretala se izmedu 129,1 + 1,8 nm
do 162,7 + 3,7 nm. Indeks polidisperznosti iznosio je od 0,213 + 0,015 do 0,297 +
0,040.

Zeta potencijal nanoCestica u nanosuspenzijama iznosio je od -83,9 + 2,4 mV do -75,3
+ 2,6 mV S§to pripravljene nanosuspenzije svrstava u stabilne sustave u kojima se ne

o¢ekuje agregacija Cestica.

Povrsinska napetost in situ geliraju¢ih nanosustava kretala se izmedu 35,09 = 0,17
mN/m i 37,51 + 0,19 mN/m §to potvrduje prikladnost formulacije za primjenu

rasprsivanjem i dobar stupanj mocenja Cestica.

Viskoznost pri mirovanju nanosuspenzija kretala se od 8,24 + 0,14 mPa s do 10,08 +
1,21 mPa s. Pri najve¢em udjelu flutikazonpropionata, viskoznost pri mirovanju rasla

je s povecanjem koncentracije polisorbata 80 u nanosuspenziji.

Sve pripravljene in situ geliraju¢e nanosuspenzije flutikazonpropionata gelirale su

odmah nakon mijeSanja s umjetnim nosnim fluidom.

Pripravljeni gelovi dostatne su stabilnosti: oscilacijskim testom utvrdeno je da je
modul pohrane (G') bio ve¢i od modula gubitka (G™) pri promjeni kutne frekvencije
od 1 do 100 rad/s.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Nazalna primjena kortikosteroida omogucuje lijecenje oboljenja nosne sluznice uz primjenu
manjih doza lijeka, bez znacajne sistemske izlozenosti i uz smanjen rizik od sistemskih
nuspojava. Veliki potencijal u nazalnoj primjeni imaju in situ gelirajuc¢e otopine/nanosuspenzije
koje se kao tekuce formulacije lako primjenjuju rasprSivanjem u nosnu Supljinu, a u dodiru s
nosnom sluznicom geliraju te tako osiguravaju dulje zadrzavanje na mjestu primjene i

produljeno oslobadanje lijeka.

Cilj ovog rada bio je pripremiti in situ geliraju¢e nanosuspenzije flutikazonpropionata razli¢itog
masenog omjera sa surfaktantom polisorbatom 80 i stalnim polimernim sastavom te ispitati
utjecaj omjera lijeka i surfaktanta u in situ geliraju¢im nanosuspenzijama flutikazonpropionata
na uspjesnost mljevenja (veli¢inu nanocestica), zeta potencijal nanocestica, povrSinsku napetost
in situ geliraju¢eg sustava, viskoznost pri mirovanju, vrijeme geliranja i Svojstva gela

formiranog pri mijesanju nanosuspenzije s umjetnim nosnim fluidom.

In situ geliraju¢e nanosuspenzije flutikazonpropionata (0,3 % - 0,6 %, m/m) s polisorbatom 80
(0,3 % - 0,6 %, m/m) u otopini pektina (0,9 %, m/m) i natrijevog hijaluronata (0,02 %, m/m), uz
manitol kao sredstvo za izotonizaciju (4,0 %, m/m), uspjesno su pripravljene. Srednja veli¢ina
Cestica lijeka u nanosuspenzijama kretala se izmedu 129,1 + 1,8 nm do 162,7 & 3,7 nm. Indeks
polidisperznosti iznosio je od 0,213 + 0,015 do 0,297 + 0,040. Zeta potencijal nanoCestica u
nanosuspenzijama iznosio je od -83,9 £ 24 mV do -75,3 + 2,6 mV $§to pripravljene
nanosuspenzije svrstava u stabilne sustave u kojima se ne ocekuje agregacija Cestica.
Povrsinska napetost in situ geliraju¢ih nanosustava kretala se izmedu 35,09 = 0,17 mN/m i
37,51 £ 0,19 mN/m S§to potvrduje prikladnost formulacije za primjenu rasprSivanjem i dobar
stupanj mocenja Cestica. Viskoznost pri mirovanju nanosuspenzija kretala se od 8,24 + 0,14
mPa s do 10,08 = 1,21 mPa s. Pri najve¢em udjelu flutikazonpropionata, viskoznost pri
mirovanju rasla je s povecanjem koncentracije polisorbata 80 u nanosuspenziji. Sve
pripravljene in situ geliraju¢e nanosuspenzije flutikazonpropionata gelirale su odmah nakon
mijeSanja s umjetnim nosnim fluidom. Pripravljeni gelovi dostatne su stabilnosti: oscilacijskim
testom utvrdeno je da je modul pohrane (G') bio ve¢i od modula gubitka (G') pri promjeni kutne
frekvencije od 1 do 100 rad/s. Ostvareni rezultati mogu posluziti kao polazi$na tocka u razvoju

in situ geliraju¢ih nanosuspenzija kortikosteroida.
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Nasal drug administration of corticosteroids allows treatment of diseases of nasal mucosa
applying lower drug doses in comparison to systemic corticosteroid administration, reducing
systemic drug exposure and risk of systemic side effects. In situ gelling nanosuspensions
became subject of interest as they present liquid formulations which are easily delivered to the
nasal mucosa, where they form a gel that ensures longer retention at the nasal mucosa and

sustained release of the drug.

The aim of this study was to prepare in situ gelling nanosuspensions of fluticasone propionate
with different drug to surfactant polysorbate 80 weight ratio, and constant polimeric
composition. The idea was to investigate the influence of drug to surfactant ratio on milling
efficacy, zeta potential, surface tension, zero-shear viscosity, gelation time and properties of gel

formed after mixing of nanosuspension with simulated nasal fluid.

In situ gelling nanosuspensions of fluticasone propionate (0.3 % - 0.6 %, m/m) in pectin (0.9
%, m/m) and sodium hyaluronate (0.02 %, m/m) solution, with mannitol as isotonizing agent
(4.0 %, m/m), were successfully prepared. The mean particle size of the drug in
nanosuspensions was between 129.1 + 1.8 nm do 162.7 + 3.7 nm. The polydispersity index
ranged from 0.213 + 0.015 do 0.297 + 0.040. Zeta potential values of nanoparticles in
nanosuspensions ranged from -83.9 + 2.4 do -75.3 = 2.6 mV, which classifies prepared
nanosuspensions into the stable system in which particle aggregation can not be expected.
Values of the surface tension of in situ gelling nanosystems ranged between 35.09 = 0.17 mN/m
and 37.51 + 0.19 mN/m, which confirms the suitability of the formulation for spray application
as well as satisfying level of wetting the nanoparticles. The zero-shear viscosity of
nanosuspensions ranged from 8.24 + 0.14 mPa s to 10.08 + 1.21 mPa s. At the highest
concentration of fluticasone propionate, increase in polysorbate 80 concentration resulted in
proportional increase in zero-shear viscosity. All prepared in situ gelling nanosuspensions
gelled immediately after mixing with simulated nasal fluid. The prepared gels showed sufficient
stability since oscillation test determined that the storage modulus (G') was greater than the loss
modulus (G") when angular frequency was changed from 1 to 100 rad/s. The results of this
thesis can be applied to further studies in the field of development of in situ gelling

nanosuspensions of corticosteroids.
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