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1. UVOD
1.1 Proces suSenja rasprSivanjem

Susenje rasprsivanjem proces je prevodenja tekuceg sustava (otopina, emulzija i suspenzija) u
suhi praskasti produkt (Ziaee i sur., 2019). Uzorak se pomocu peristalticke pumpe dovodi do
sapnice gdje se atomizira. RasprSene kapljice dolaze u kontakt sa zagrijanim plinovitim
medijem za suSenje KOoji je najcesce zrak, otapalo isparava i formiraju se suhe Cestice praskastog
produkta. Produkt se izolira iz struje plinovitog medija za susenje u ciklonu i skuplja u za to
predvidenu posudu (Cal i Sollohub, 2009).

Dijelovi uredaja kroz koje zrak tijekom tog procesa prolazi i koji utjeu na gibanje zraka su

sljede¢i (www.buchi.com):

otvor za uzimanje zraka

grija¢ zraka

senzor temperature ulaznog zraka

otvor za ulaz zagrijanog zraka u komoru za suSenje
komora za suSenje

senzor temperature izlaznog zraka

ciklon u kojem se produkt odvaja od struje zraka za susSenje

© N o g bk~ w DN PE

aspirator
Proces suSenja rasprSivanjem shematski je prikazan na Slici 1.

Susenje rasprsivanjem je brz, reproducibilan i kontinuirani proces priprave suhog produkta,
jednostavnog uveéanja mjerila. Takoder, pruza moguénost susenja termolabilnih tvari. Razlog
tome su kratko vrijeme doticaja kapljica/Cestica sa zagrijanim plinom za susenje i isparavanje
otapala zbog kojeg njihova temperatura ne dostize vrijednosti temperature kojoj su izlozene.
Nadalje, susenje rasprsivanjem omogucuje uklapanje lijekova unutar nosaca razlicite velicine i
strukture, poput polimernih nanocestica i mikrocestica ili nanokompozita. Uklapanje stiti lijek
od vanjskih ¢imbenika 1 moze pridonijeti vecoj bioraspolozivosti. Nedostatak suSenja
rasprSivanjem je ovisnost prinosa o koli¢ini produkta. U laboratorijskom mijerilu prinos je
obi¢no manji jer je koli¢ina uzorka nad kojim se provodi suSenje rasprSivanjem manja te se
znatnije osjeti gubitak zbog zaostajanja produkta na stijenkama komore za susenje. Do izrazaja
dolazi i gubitak produkta zbog neucinkovitog odvajanja suhih ¢estica manjih od 2 um od

izlaznog zraka, vrtlozenjem u ciklonu.


http://www.buchi.com/

Optimizacijom procesnih i formulacijskih parametara moguce je pripraviti praskasti produkt
zeljene veliCine Cestica, oblika, povrSinskih svojstava i brzine otapanja. Posljedi¢no tome,
suSenje rasprSivanjem vrlo je rasirena metoda za dobivanje suhog produkta te se najvise koristi
u farmaceutskoj, biokemijskoj i prehrambenoj industriji. No, optimizacija formulacijskih i
procesnih parametara vrlo je kompleksna i zahtjeva znac¢ajnu koli¢inu preliminarnih ispitivanja

i utroSenog vremena (Ziaee i sur., 2019; Sosnik i Serementa, 2015).
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Slika 1. Shematski prikaz suSenja rasprSivanjem

1.2 Formulacijski parametri
Kvalitativni i1 kvantitativni sastav otopine za suSenje utjece na svojstva kona¢nog produkta kao
Sto su prinos, uspjesnost uklapanja, veli¢ina Cestica, morfologija, vlaznost i reoloska svojstva

(Henriques i sur., 2022).

Glavne sastavnice otopine za susenje su djelatna tvar, otapalo i pomoc¢ne tvari (Ziaee i sur.,

2019). Otapalo se odabire s obzirom na topljivost lijeka i pomo¢nih tvari. Voda je prvi izbor



kad god je to moguce. Netoksi¢na je, ekoloski prihvatljiva, jeftina i ne zahtjeva upotrebu
inertnih plinova prilikom susenja raspr§ivanjem. Osim vode upotrebljavaju se razlicita organska
otapala kao §to su metanol, etanol, izopropanol, aceton, diklormetan, tetrahidrofuran 1 etil
acetat. Nedostatak organskih otapala je potencijalno zaostajanje u kona¢nom produktu; tesko
se uklanjaju i zaostale koli¢ine Cesto prelaze dopustene ICH (engl. International Conference on
Harmonization) vrijednosti. Zbog slabe topljivosti djelatnih i pomo¢nih tvari u upotrebi su ¢esto

mjesavine razli¢itih otapala (Miller i sur., 2016; Singh i Mooter, 2016).

Zhang i suradnici (2020) istrazivali su utjecaj omjera acetona i vode U smjesi otapala, na
svojstva mikrosfera s enzalutamidom pripravljenih metodom susenja raspr$ivanjem. Koristene
su smjese acetona i vode u volumnim omjerima 10:0, 9:1, 8:2 i 7:3. Utvrdeno je da dodatak
vode u otopinu za suSenje poboljSava mijeSanje enzalutamida s polimerom i odrzava
enzalutamid u amorfnom obliku nakon procesa susenja. Mikrosfere pripravljene iz Cistog
acetona kao otapala sferi¢nog su oblika, dok je prisutnost vode u otopini uzrokovala konkavan

oblik i naboranu povrsinu ¢estica (Zhang i sur., 2020).

Ji i suradnici (2016) proucavali su utjecaj omjera etanola i vode na fizikalno-kemijska svojstva
Cestica lizozima pripravljenih metodom suSenja rasprSivanjem. Povecanje udjela etanola u
otopini za suSenje rezultiralo je smanjenjem prinosa. SuSenjem uzroka u kojem je koriStena
Cista voda proizvedene su sferi¢ne, rupicaste Cestice, dok su povecanjem udjela etanola
proizvedene presavijene Cestice naborane povrsine. Kao moguéi uzroci spomenute morfologije
navedeni su brze susSenje uzorka koji sadrzi etanol (etanol isparava brze od vode) i manja
topljivost lizozima u etanolu u usporedbi s vodom §to rezultira ranijom precipitacijom (Ji i sur.,
2016).

Vazan parametar u pripremi mikrosfera susenjem rasprSivanjem odabir je odgovarajuceg
polimera za uklapanje lijeka i njegov udio u susenom uzorku (Singh i Mooter, 2016). Prirodni
polimeri koji se ¢esto koriste u izradi mikrosfera su derivati celuloze, alginat i kitozan. Takoder,
koriste se polimeri metakrilata, polikaprolaktona (PCL, engl. polycaprolactone), polilakti¢ne
(PLA, engl. polylactic acid) i poliglikolne kiseline (PGA, engl. polyglycolic acid) te njihovi
kopolimeri (Bowey i Neufeld, 2010).

Kitozan je biorazgradljiv, biokompatibilan i netoksi¢an §to ga ¢ini dobrim izborom u
formuliranju pripravaka za nazalnu primjenu (Akbarbaglu i sur., 2021). Kationski je polisaharid
koji se sastoji od ponavljajuc¢ih jedinica N-acetil-D-glukozamina i D-glukozamina povezanih

(1,4)-pB-glikozidnom vezom (Slika 2.) (Guerini i sur., 2022). Dobiva se izolacijom hitina te



njegovom djelomi¢nom deacetilacijom. Stupanj deacetilacije i molekulska masa odreduju
fizikalno-kemijska svojstva kao $to su topljivost, molekulska konformacija i kemijske
interakcije s ostalim komponentama sustava (Casettari i Illum, 2014). Sun i suradnici (2009)
istrazivali su utjecaj molekulske mase kitozana na svojstva mikrosfera metotreksata. Koristen
je niskomolekularni (40 kDa), srednjemolekularni (480 kDa) i visokomolekularni (850 kDa)
kitozan. Povecanje molekulske mase kitozana rezultiralo je pove¢anjem veli¢ine mikrosfera i
smanjenjem nasipne gustoce. Povecanje molekulske mase takoder rezultira ve¢im produljenjem
oslobadanja lijeka §to moze biti rezultat vece Sposobnosti bubrenja i manje poroznosti
trodimenzionalne strukture formiranog gela. Za ocekivati je da ¢e mukoadhezivnost biti najveca
kod mikrosfera koje sadrze visokomolekularni kitozan. Medutim, najveéa mukoadhezivnost
zabiljezena je kod mikrosfera koje sadrze srednjemolekularni kitozan. Naime, s porastom
molekulske mase kitozana raste i moguénost zaplitanja polimernog lanca. Zaplitanjem se
smanjuje broj dostupnih amino skupina koje se mogu vezati za mucine te je posljedi¢no
mukoadhezivnost manja (Sun i sur., 2009). Odabir i udio polimera u uzorku moze utjecati na
vlaznost kona¢nog produkta. Nizi¢ Nodilo i suradnici (2021) zapazili su da ostatna vlaznost
mikrosfera s deksametazonom gradenih od hipromeloze i1 pektina ovisi o omjeru polimernih
sastavnica, odnosno raste s porastom udjela pektina u sastavu mikrosfera. To se moze objasniti

vecom higroskopnoscu pektina u odnosu na hipromelozu (Nizi¢ Nodilo i sur., 2021).

CHs
OH O0—<
NH
o e HO o”
HO 0 ¥
NH,
OH

— -n

Slika 2. Struktura kitozana. Nacrtano pomocu programa Marvin JS, ChemAxon.

Osim polimera, u izradi otopine/suspenzije za susenje rasprSivanjem mogu se Koristiti i druge

pomoc¢ne tvari. Neke od njih koje se Cesto primjenjuju su manitol, laktoza i trehaloza.



Russo i suradnici (2006) ispitivali su utjecaj razli¢itih pomocnih tvari na svojstva praskastog
produkta s uklopljenim morfinom, dobivenog susenjem rasprsivanjem. U praskastom produktu
koji je sadrzavao laktozu ili trehalozu pronaden je manji broj aglomeriranih Cestica nego u
produktu koji je sadrzavao manitol. Posljedi¢no tome veli¢ina Cestica U praskastom produktu s
manitolom bila je veca. Cestice koje su sadrzavale laktozu bile su najmanje. Uzorci koji su

sadrzavali B-ciklodesktrin ili trehalozu nisu zadovoljili test stabilnosti (Russo i sur., 2006).

Perkusic i suradnici (2021) utvrdili su da mikrosfere s donepezilom koje sadrze manitol imaju
bolja svojstva teCenja te da su prikladnija za nazalnu primjenu od mikrosfera s donepezilom

koje sadrze laktozu (Perkusic i sur., 2021).

Sachetti i suradnici (2002) su susenjem rasprsivanjem Cistog kofeina proizveli Cestice igli¢astog
oblika. Dodatkom manitola i povecanjem koncentracije manitola u otopini za suSenje Cestice
su poprimile sfericniji oblik i smanjena je aglomeracija. Upotrebom polimera
hidroksipropilmetil celuloze (HPMC) postignut je gotovo sferi¢ni oblik mikrosfera. S druge
strane dodatak polietilenglikola (PEG 6000) rezultirao je pove¢anom aglomeracijom cestica i
tendencijom lijepljenja produkta za stijenke komore za suSenje, 0dn0OSNo znatnim smanjenjem

prinosa (Sachetti i sur., 2002).

Povecanjem udjela otopljenih tvari u susenom uzorku poveéava se veli¢ina Cestica (Miller i
sur., 2016). Jedan od razloga je veci sadrzaj otopljene tvari u manjem sadrzaju otapala koje
laks$e ispari iz aerosoliziranih kapljica. Drugi razlog je moguce povecanje viskoznosti otopine
za susenje (posebice ako je u pitanju otopina polimera) i formacije vecih kapljica prilikom
atomizacije (Nagda i sur., 2012; Henriques i sur., 2022). Spomenutu uzro¢no-posljedi¢nu vezu
izmedu viskoznosti otopine i veli¢ine Cestica takoder su uocili Turan i Kahyaoglu (2020) kod
mikrosfera pripravljenih iz ekstrakta borovnice (Turan i Kahyaoglu, 2020). Nagda i suradnici
(2012) ispitivali su utjecaj vrste i udjela razli¢itih polimera na svojstva mikrosfera S
ketorolakom. Kao polimeri koristeni su karbopol, polikarbofil i kitozan. Povecanje udjela
polimera u susenom uzorku rezultiralo je povecanjem veli¢ine Cestica. Kod karbopolskih i
kitozanskih mikrosfera znacajno je povecan prinos, dok je kod polikarbofilnih mikrosfera
primijeCeno blago smanjenje prinosa (Nagda i sur., 2012). Trend poveéanja prinosa s
povecanjem udjela razli¢itih polimera zapazen je i kod priprave mikrosfera s propranololom
(Harikarnpakdee i sur., 2006).



1.3 Procesni parametri

1.3.1 Atomizacija

Atomizacija je proces u kojem se tekuci sustav rasprsuje u fine kapljice u plinovitom mediju za
susenje (Aundhia i sur., 2011). Za atomizaciju se koriste rotacijski atomizatori, hidraulicne
(tla¢ne), pneumatske i ultrazvucne sapnice (Singh i Mooter, 2016). U laboratorijskom mjerilu
u primjeni su najée$¢e bifluidna sapnica koja se ubraja u pneumatski tip rasprSivaca i
ultrazvucna sapnica (Henriques i sur., 2022). Odabir atomizatora utjece na svojstva kona¢nog

produkta, prvenstveno na morfologiju i veli¢inu Cestica (Ziaee i sur., 2019).

Kod bifluidne sapnice atomizacija proizlazi iz trenja koje se javlja prilikom doticaja uzorka s
komprimiranim zrakom (Cal i Sollohub, 2009). Prikladna je za proizvodnju sitnih Cestica
veli¢ine 1 — 30 um (Henriques i sur., 2022), prema nekim izvorima 10 — 100 pm (Ziaee i sur.,
2019). Na veli¢inu Cestica u najvecoj mjeri utjecCe tlak na sapnici i protok uzorka (Ziaee i sur.,
2019). Pogodna je za susenje visokoviskoznih uzoraka te je najuéinkovitiji odabir za suSenje
uzoraka s ciljem proizvodnje vrlo sitnih cestica (Aundhia i sur., 2011). Nedostatak je relativno
Cesto zacepljenje sapnice. Djelomi¢no rjeSenje je postavljanje igle unutar sapnice koja se
pomice pod utjecajem komprimiranog zraka, no time se ujedno smanjuje i prostor za prolazak

uzorka za suSenje $to predstavlja nedostatak opisanog pristupa (Cal i Sollohub, 2009).

Ultrazvucna sapnica radi na principu pretvorbe zvucnih valova visoke frekvencije u mehanicku
energiju koja se prenosi na uzorak sto rezultira nastankom stojnih valova i atomizacijom uzorka

(www.sono-tek.com). Veli¢ina proizvedenih kapljica nesto je veéa nego kod bifluidne sapnice

te se krece u rasponu 5 — 1000 um. Veli¢ina ovisi 0 primijenjenoj frekvenciji — vec¢a frekvencija
rezultirat ¢e manjim kapljicama i posljediéno manjim suhim Cesticama. Prednost koristenja
ultrazvucne sapnice je mogucénost priprave Cestica veceg promjera i/ili uzeg raspona raspodjele
veli¢ine. Takoder, kapljice rasprSene ultrazvuénom sapnicom imaju manju brzinu zbog ¢ega se
dulje zadrZavaju u komori za suSenje §to rezultira manjim udjelom vlage u kona¢nom produktu.
Ultrazvucna sapnica je manje sklona zacepljenju te ima mogucénost samocis¢enja Sto uvelike
olakSava samu izvedbu susenja (Henriques i sur., 2022; Ziaee i sur., 2019). Turan i suradnici
(2016) proveli su istrazivanje utjecaja tipa sapnice koristene za rasprsivanje uzorka pri pripravi
mikrosfera ekstrakta borovnice. Ispitivanjima je utvrdeno da mikrosfere pripravljene
koriStenjem ultrazvuéne sapnice bolje =zadrzavaju svoja fizicko-kemijska svojstva
(antioksidativni ucinak, sadrzaj fenola i sadrzaj antocijana) u usporedbi s mikrosferama
pripravljenim uz koristenje konvencionalnih sapnica. Uklapanje ekstrakta borovnice je takoder

bilo ucinkovitije te su Cestice bila uniformne, glatke povrsine i uske raspodjele veli¢ina (Turan
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i sur., 2016). Ruphuy i suradnici (2020) istrazivali su uklapanje kurkumina i ibuprofena u
mikrosfere koriste¢i glukan kvasca kao polimer. Ultrazvuénom sapnicom proizvedene su veée
kapljice rasprSenog uzorka u usporedbi s bifluidnom sapnicom, §to je u konacnici rezultiralo
ucinkovitijim uklapanjem kurkumina i ibuprofena u mikrosfere. Osim ultrazvuéne sapnice

uklapanju je pridonio i veci udio suhe tvari u susenom uzorku (Ruphuy i sur., 2020).

1.3.2 Otvoreni i zatvoreni ciklus

SuSenje rasprSivanjem moze se provoditi u otvorenom ili zatvorenom ciklusu. U otvorenom
ciklusu kao medij za suSenje naj¢eSce se primjenjuje zrak koji se nakon prolaska kroz komoru
za susenje vraca u atmosferu. Kod zatvorenog ciklusa susenja koriste se inertni plinovi (u vecini
sluc¢ajeva dusik) te se plin za susenje reciklira i ponovno koristi. Zatvoreni ciklus primjenjuje
se kad se zeli izbjeci kontakt s kisikom, bilo zbog zapaljivih otapala u sustavu ili komponenata
podloznih oksidaciji. Zatvoreni ciklus smanjuje rizik eksplozije zbog izlozenosti visokim
temperaturama i sprjecava izlaganje atmosfere organskim otapalima te potencijalnim toksi¢nim
produktima. Koristenjem zatvorenog ciklusa organska otapala mogu se uz primjenu kondenzora

ukapljiti i ponovno koristiti $to pridonosi ekonomiénosti (Ziaee i sur., 2019).

1.3.3 Smjer strujanja plinovitog medija za suSenje

Uzimaju¢i u obzir smjer strujanja zraka za susSenje i tekuceg sustava nad kojim se provodi
susenje, postoje tri na¢ina izvedbe: istosmjerni (engl. co-current), protusmjerni (engl. counter-
current) i kombinacija istosmjernog i protusmjernog nac¢ina (engl. combined). Najcesce se
primjenjuje istosmjerni na¢in susenja. Ulaz plina za susenje i sapnica nalaze se u gornjem dijelu
komore za susenje te se plin i tekuci sustav nad kojim se provodi susenje gibaju u istom smjeru.
Rasprsene kapljice dolaze u kontakt sa zagrijanim plinom kad sadrzi najvecu koli¢inu vlage.
Strujanjem rasprSenih kapljica i medija za susenje prema donjem dijelu komore, otapalo iz
rasprSenih kapljica isparava, a plinoviti medij se hladi zbog ¢ega je konacan produkt u doticaju
s plinom kad je on najhladniji. Takav nacin suSenja pogoduje susenju termolabilnih tvari. Kod
protusmjernog nacina plinoviti medij i rasprsene kapljice gibaju se u suprotnom smjeru — plin
se uvodi u komoru za susenje s donje strane, a tekuéi sustav rasprsuje se 0dozgo. Produkt je u
konacnici izloZen vis§im temperaturama, ali je toplina efikasnije iskoristena. Kod kombiniranog
nacina sapnica je smjeStena u srediStu komore za susenje. Tekuéi sustav se ovisno o termickoj

stabilnosti rasprSuje prema gore (termostabilni sustav) ili prema dolje (termolabilni sustav).



Plinoviti medij se uvodi iz gornjeg dijela komore za susenje i giba se prema dolje. Shematski

prikazi razli¢itih izvedbi prikazani su na Slici 3. (Cal i Sollohub, 2009).

A
L

Slika 3. Shematski prikazi a. istosmjernog (engl. co-current), b. protusmjernog (engl. counter-
current) i c. kombiniranog (engl. combined) nacina susenja rasprSivanjem. Izradeno pomoc¢u
PowerPoint programa 1 prilagodeno prema Cal i Sollohub, (2009).

1.3.4 Ostali procesni parametri

Procesni parametri kao S§to su rad aspiratora, vlaznost medija za suSenje, ulazna i izlazna
temperatura, brzina protoka medija za suSenje, brzina dovodenja tekuceg sustava i
koncentracija suhe tvari u teku¢em sustavu u kompleksnom su meduodnosu. Njihov utjecaj na
svojstva konacnog produkta medusobno je isprepleten te ponekad nije moguée zasebno
promatrati dva odredena parametra, a da se u obzir ne uzmu preostali. Usprkos spomenutom,

utvrdene su odredene uzro¢no-posljedi¢ne veze (Singh i Mooter, 2016).

Veca ulazna temperatura rezultira manjim sadrzajem vlage u kona¢nom produktu. Povecani rad
aspiratora rezultira vecom izlaznom temperaturom te boljom separacijom ¢estica u ciklonu i
posljedi¢no ve¢im prinosom (Nizi¢ i sur., 2018). Medutim, tekuéi sustav nad kojim se provodi

suSenje krace se zadrzava u komori za suSenje, stoga ¢e konacni produkt biti vlaZniji

(www.buchi.com). Povecanjem rada pumpe (brzine dotoka uzorka) smanjuje se izlazna
temperatura zbog veceg isparavanja otapala. TO moze rezultirati smanjenjem prinosa zbog

nedovoljno dobro osusenih Cestica i njihovog prianjanja za stijenke komore za susenje (Nizi¢ i


http://www.buchi.com/

sur., 2018). Ako se ulazna temperatura i rad aspiratora odrzavaju konstantnim, a rad pumpe se
smanji, kona¢ni produkt sadrzavat ¢e manje vlage (www.buchi.com). Ostali utjecaji procesnih
Tablica 1. Utjecaj formulacijskih i procesnih parametara na izlaznu temperaturu i svojstva

produkta suSenja rasprsivanjem (www.buchi.com)

parametara prikazani su u Tablici 1.
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1.4 Kriti¢ni atributi kvalitete suhog praskastog produkta za nazalnu primjenu

Nazalni put primjene lijekova sve se vise istrazuje (Wang i sur., 2019). Razlog tome je
minimalna invazivnost, zaobilazak prvog prolaska kroz jetru i krvno-mozdane barijere te
povecanje bioraspolozivosti nazalno primijenjenog lijeka u odnosu na konvencionalne nacine
sistemske primjene lijekova (Fortuna i sur., 2022; Pires i sur., 2009). Bez obzira na navedeno,
i dalje su prisutne odredene prepreke koje je potrebno savladati kako bi se ostvarila
odgovarajuca primjena i ucinak. Forbes i suradnici (2020) poti¢u istrazivanje optimizacije
nazalne primjene lijekova i utvrdivanje kriti¢nih atributa kvalitete (Forbes i sur., 2020). Kriti¢ni
atribut kvalitete (CQA, engl. critical quality attributes) moze se definirati kao fizicko,
kemijsko, biolosko ili mikrobiolo§ko svojstvo koje mora biti unutar odredenih granica, raspona
ili raspodjele kako bi se odrzala Zeljena kvaliteta proizvoda (EMA, 2011). Neka od njih

navedena su u nastavku.

Nazalna primjena lijekova ograni¢ena je volumenom nosne Supljine koji je malen i iznosi oko
25 cm?® (Agrawal i sur., 2018). Shodno tome, najveéa koli¢ina praska koja se moze primijeniti
u nosnu Supljinu iznosi 10 — 25 mg po nosnici (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018). Veli¢ina Cestica
takoder je vazno svojstvo. Kako bi se osiguralo odlaganje lijeka u nosnoj Supljini Europska
agencija za lijekove i medicinske proizvode (engl. European Medicines Agency, EMA) navodi
da glavnina aerosoliziranih ¢estica mora biti ve¢a od 10 um (EMA 2006). Cestice manje od
navedene granice mogle bi dospjeti u pluca i izazvati nezeljene ucinke (Rathananand i sur.,
2007). Tiozzo Fasiolo i suradnici (2018) navode da je optimalna veli¢ina Cestica 10 — 45 um.
Veli¢ina od 45 um navedena je kao gornja granica jer nosna valvula i donja nosna skoljka mogu
sprijeciti prodor vecih Cestica u distalne dijelove nosne Supljine (Henriques 1 sur., 2022; Tiozzo
Fasiolo i sur., 2018). Kako bi se izbjegla iritacija nosne sluznice, pH vrijednost formulacije
treba biti jednaka pH vrijednosti nazalne sluznice koja iznosi 5 — 6,5. Lijek ¢e ovisno o svojoj
pKa vrijednosti biti u ioniziranom ili neioniziranom obliku §to moze utjecati na apsorpciju.

Neionizirani lijek lakSe se apsorbira (Schwarz i Merkel, 2019; Pires i sur., 2009).

Morfologija ¢estica moze imati utjecaj na svojstva teCenja praskastog produkta. [zmedu Cestica
glatke povrSine postoji veca dodirna povrSina ¢ime do izraZaja dolaze adhezijske sile. Jace
adhezijske sile povezane su s aglomeracijom Cestica i slabijim svojstvima te¢enja. U slucaju
naboranih Cestica dodirna povrSina je manja Sto rezultira slabijom adhezijom. Medutim, kod
Cestica nepravilne povrsine zabiljeZeno je medusobno zapinjanje koje za posljedicu ima slabija

svojstva tecenja (Henriques 1 sur., 2022; Walton i Mumford, 1999).
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Ostali parametri koji utje¢u na apsorpciju nazalno primijenjenog lijeka su mukocilijarni klirens
koji moze smanyjiti vrijeme zadrzavanja lijeka na sluznici, slaba permeabilnost lijeka i enzimska
degradacija (Agrawal i sur., 2018). Kod normalne mukocilijarne funkcije potrebno je 12 — 15
minuta da se nosna sluznica ocisti od stranih tvari (Forbes i sur., 2020). Za povecanje
mukoadhezivnosti dodaju se pomoc¢ne tvari kao §to su kitozan, zelatina, Skrob te razliciti
derivati celuloze (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018). Mukoadhezivno svojstvo kitozana zasniva se na
¢injenici da su pri pH vrijednosti niZzoj od 6,5 amino skupine kitozana pozitivno nabijene te kao
takve stupaju u elektrostatsku interakciju s negativno nabijenim komponentama mucina.
Djelomi¢nu ulogu u mukoadhezivnosti imaju vodikove veze i hidrofobne interakcije (Guerini i
sur., 2022; Sogias i sur., 2008). Kako bi se poboljsala apsorpcija lijeka, koriste se pomo¢ne tvari
s razli¢itim mehanizmima djelovanja, primjerice, surfaktanti, zuéne soli, masne kiseline i
kelirajuci agensi. Za sprjecavanje enzimske razgradnje lijeka primjenjuju se inhibitori enzima
kao $to su bestatin i amastatin (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018). Iz navedenog se moze zakljuciti da
se upotrebljava Sirok raspon razli¢itih pomoc¢nih tvari kako bi se poboljsala svojstva i ucinci
formulacije. Usprkos tome, iz sigurnosnih razloga preporuca se da pripravak sadrzi §to manje
pomoc¢nih tvari te da one budu sigurne za primjenu kako bi se izbjegli toksiéni u¢inci na nosnu

sluznicu (Tiozzo Fasiolo i sur., 2018).

1.5 Terapijski sustavi za nazalnu primjenu pripravljeni suSenjem rasprsivanjem

Mikrocestice (mikrosfere — u slucaju da su sferi¢nog oblika) vrlo se ¢esto koriste kao nosaci
lijeka za nazalnu primjenu. Njihove prepoznate prednosti su zastita lijeka od enzimske
razgradnje, moguénost postizanja zeljenog profila oslobadanja odabirom odgovarajuc¢eg
polimera te veca stabilnost u odnosu na tekuce pripravke. SuSenje rasprSivanjem cesto je
koriStena metoda u pripravi mikrocestica (Lombardo i sur., 2021; Tiozzo Fassiolo 2018; Pires
i sur., 2009). U Tablici 2. izdvojeni su rezultati odabranih istraZivanja svojstava mikro¢estica

za nazalnu primjenu pripravljenih metodom susenja rasprsivanjem.

Tablica 2. Svojstva izdvojenih praskastih sustava (mikroéestica) za nazalnu primjenu

ispitivanih u prethodne tri godine

Koristeni polimeri Kriti¢na svojstva Zakljucéak Literatura
Meloksikam
Kitozan Prinos: 29 — 48 % Ulazna temperatura i rad Bartos i
Veli¢ina ¢estica: 2 -4 pm pumpe nisu imali utjecaj na sur., 2021
Morfologija: povrSinska raspodjelu veli¢ine Cestica i

udubljenja (meloksikam + 0 TTP, = morfologiju.
meloksikam + 1 ml TPP

11



Pektin/hipromeloza

Pomoc¢ne tvari:
laktoza ili manitol

Kitozan

Kitozan

Alginat

otopine); sferi¢ne, glatke Cestice
(meloksikam + 2 ml TPP
otopine)

Carrov indeks: 17 — 29

TPP koristen je kao sredstvo za
umrezavanje kako bi se
povecala stabilnost. Dodatkom
TPP otopine povecana je
veli¢ina Cestica.

Topljivost, difuzija i
sposobnost bubrenja smanjuju
se s povecanjem koli¢ine
dodane TPP otopine.

Deksametazon

Prinos: 13,9 - 68,6 %
DL:1,4-335%

EE: 852+4,8-101,9+0,3%
Dv10: 1,4 +£0,0-2,6 £ 0,3 um
D\50: 2,2 +£0,0-14,9 + 3,4 um
Dv90: 3,7+ 0,0 -42,9 0,6 pm
Morfologija: sferi¢na, Cestice
glatke, valovite povrSine
Hausnerov omjer: 1,14 + 0,00 —
1,96 +0,18

Kut rasprSenja: 19,6 £ 1,0 -
26,5+0,3°

Ostatna vlaga: 3,2+0,8-9,1 +
0,2%

Mikrosfere deksametazona s
manitolom pokazale su se kao
najbolji izbor za nazalnu
primjenu. Postignuto je
produljeno oslobadanje i vec¢a
mukoadhezivnost u odnosu na
sami lijek.

Zapazeno je da se prinos
poveéava S poveéanjem ulazne
temperature te smanjenjem
brzine dovodenja uzorka.
Povecanje koncentracije
hipromeloze i deksametazona
rezultiralo je poveéanjem
veli¢ine Cestica. Dodatak
manitola ili laktoze rezultirao
je povec¢anjem kuta rasprienja i
smanjenjem ostatka u kapsuli.

(**Pro,**Phe)CGRP27-37
(Peptidni antagonist CGRP-a)

Prinos: 45 %

Prosjec¢na veli¢ina Cestica: 10,7
+1,36 um

Morfologija: sferi¢na,
varijabilna povrSinska struktura —
prisutne Cestice s glatkom
povrsinom i one s grubom,
naboranom povrSinom

Sadrzaj vlage: 8,2 %

Mikrosfere
(3*Pro,*Phe)CGRPy7.37 S
kitozanom pogodne su za
nazalnu primjenu. Prilikom
uklapanja i in vitro ispitivanja
nije zabiljezena razgradnja
peptida.

Astragalus polisaharid

DL:9,11-21,50 %
Veli¢ina ¢estica: 40 — 60 pm

Morfologija: uniformna, sferi¢ne

Cestice, razlicit stupanj
naboranosti u ovisnosti 0
uvjetima suSenja

Sadrzaj vlage: 18,59 — 25,28 %
Nasipna gusto¢a: 0,31 — 0,38
g/lem?®

Ropinirol

Prinos: 70 % (ulazna
temperatura 140 °C)

EE: 101 - 106 %

Veli¢ina ¢estica: 2,5-4,4 um
Morfologija: udubljene i
perforirane Cestice (160 °C);
sfericne s pukotinama (120 °C)

Optimizacijom parametara
suSenja rasprsivanjem dobivene
su mikrosfere pogodne za
nazalnu primjenu. In vitro
ispitivanja pokazala su dobar
profil oslobadanja lijeka. In
vivo ispitivanja na animalnom
modelu pokazala su potencijal
sustava za umanjenje simptoma
alergijskog rinitisa.

Susenje rasprsivanjem pogodno
je za izradu mikrosfera
ropinirola za nazalnu primjenu.
Ulazna temperatura i
formulacijski parametri imali
su znacajan utjecaj na veli¢inu i
morfologiju Cestica.

Nizi¢
Nodilo i

sur., 2021.

von
Mentzer i
sur., 2020

Wang i sur.,

2020

Hussein i
sur., 2019
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Pektin/hipromeloza
u razli¢itim
omjerima

Melatonin

Prinos: 47,1 - 65,0 %
Dv10:54+1,4-6,9+0,8 um
D\50: 10,5+2,6 — 14,6 £2,4 um
Dv90: 17,3 +£2,0-22,7+ 1,5 um
EE: 96,7+4,1%-1032+1,4
%

Morfologija: Pektinske
mikrosfere — uniformne velidine,
sferi¢ne, naborane Gestice;
Mikrosfere gradene od pektina i
hipromeloze — polidisperzne
veli¢ine — manje Cestice su
smezurane, a vece glatke

povrsine

Sadrzaj vlage: 2,0+ 0,3 % - 5,2

+ 0,2 % (veca vlaznost pektinskih

nego mikrosfera gradenih od
pektina i hipromeloze)

Bubrenje: mikrosfere gradene od

pektina i hipromeloze bolje bubre
u SNF-u od pektinskih
mikrosfera

Vecdi udio hipromeloze pridonosi
mukoadhezivnosti.

TPP = natrijev tripolifosfat (engl. tripolyphosphate)

DL = sadrzaj lijeka (engl. drug loading)

EE = uspjesnost uklapanja (engl. entrapment efficiency)

D,10, D\50, D90 = volumni promjeri

Povecanjem udjela polimera
smanjila se brzina oslobadanja
lijeka iz mikrosfera.

Utvrdeno je da mikrosfere koje
sadrze alginat i ropinirol u
omjeru 90:10 (m/m) imaju
najprikladnija svojstva.

Mikrosfere s melatoninom
gradene od pektina i
hipromeloze pogodne su za
nazalnu primjenu.

Najmanji prinos ostvaren je
kod omjera pektina i
hipromeloze 1:3 (m/m).

Imaju veliku uspjesnost
uklapanja.

Hipromeloza u najveéoj mjeri
poveéava mukoadhezivnost.
Melatonin se iz mikrosfera
produljeno oslobada — moguce
je optimirati sastav kako bi se
dobio zeljeni profil
oslobadanja.

Nedostatak je mala depozicija
mikrosfera u turbinatnoj i
olfaktornoj regiji nosne
Supljine. Smjesa mikrosfera s
laktozom kao inertnim
nosac¢em karakterizirana je
ucinkovitijom depozicijom u
ciljnim regijama nosne
Supljine.

CGRP = kalcitonin gen-povezani peptid (engl. calcitonin gene-related peptide)

Nizi¢ i sur.,

2020

(3*Pro,®Phe)CGRP,7_37 = peptidni antagonist humanog kalcitonin gen-povezanog peptida (CGRP-a)

SNF = simulirani nosni fluid (engl. simulated nasal fluid)
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2. OBRAZLOZENJE TEME
Procjenjuje se da vise od 55 milijuna ljudi u svijetu zivi s nekim oblikom demencije, od ¢ega

60 — 70 % slucajeva ¢ini Alzheimerova bolest (www.who.com). Znakovi i simptomi

Alzheimerove bolesti obuhvacaju gubitak pamcenja, dezorijentaciju u vremenu i prostoru,
povlacenje i izbjegavanje socijalnih interakcija, promjene u ponasanju i osobnosti te poteskoce
u komunikaciji, planiranju i rje$avanju problema, izvr§avanju rutinskih zadataka i prosudivanju
rizi¢nih situacija $to uvelike utjece na kvalitetu Zivota bolesnika i njegove obitelji (Atri, 2019).
Alzheimerova bolest najces¢e se lijeci inhibitorima acetilkolinesteraze u koje se ubrajaju
donepezil, rivastigmin i galantamin te blokatorom NMDA (N-metil-D-aspartat) receptora,
memantinom (Cummings 1 sur., 2019). Donepezil znacajno smanjuje neuropsihijatrijske
simptome te pobolj$ava kognitivnu funkciju kod pacijenata s blagim do umjerenim stadijem.
Zasad je dostupan samo u oralnim oblicima. Nedostaci oralne primjene obuhvacaju
metabolizam lijeka prvim prolaskom kroz jetru te podloznost enzimskoj razgradnji i
sistemskom klirensu. Krvno-mozdana barijera, P-glikoproteini, volumen raspodjele i vezanje
lijeka za proteine plazme takoder mogu imati ograni¢avajuéi u¢inak na dostavu adekvatne doze
u mozak. Nazalna primjena lijeka je neinvazivna te omogucuje zaobilazak navedenih barijera i
izravnu dostavu lijeka iz nosne Supljine u mozak. Usto, pogodna je za starije bolesnike koji
imaju problema s gutanjem (Agrawal i sur., 2018; Espinoza i sur., 2019). U usporedbi sa
sprejevima i kapima, praSkasti sustavi pruzaju mogucénost duljeg zadrZzavanja u nosnoj Supljini
zahvaljuju¢i vecoj otpornosti na mukocilijarni klirens (Trenkel i Scherlie3, 2021). Metoda
susenja rasprSivanjem vrlo je pogodna za pripravu praskastih sustava zbog mogucnosti
optimizacije procesnih i formulacijskih parametara sto omogucuje pripravu produkta zeljenih
svojstava. S obzirom na kompleksnost utjecaja razli¢itih parametara na pripravu i izravnu
dostavu praskastih sustava iz nosne Supljine u mozak, potice se njihovo daljnje istrazivanje i

razvoj.

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj ulazne temperature u procesu susenja
rasprsivanjem na fizicko-kemijska svojstva mikrosfera s donepezilom za nazalnu primjenu.
Specificni ciljevi ukljucuju:

= pripravu mikrosfera s donepezilom za nazalnu primjenu metodom suSenja
rasprSivanjem pri razliitim ulaznim temperaturama zraka za suSenje,
» odredivanje svojstava pripravljenih mikrosfera s donepezilom kao $to su iskoriStenje

procesa, uspjeSnost uklapanja donepezila, sadrzaj donepezila u mikrosferama,
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raspodjela veli¢ine Cestica, Hausnerov omjer, kut rasprsenja, ostatak u kapsuli nakon
aktivacije uredaja za rasprsivanje,

analizu utjecaja ulazne temperature zraka za suSenje na navedena svojstva pripravljenih

mikrosfera s donepezilom.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1 Materijali

Za izradu mikrosfera s donepezilom koristene su sljedece tvari:

= donepezilklorid (dalje u tekstu donepezil; Carbosynth Ltd., UK)
= niskomolekularni kitozan (dalje u tekstu kitozan; Sigma-Adrich Chemie, Njemacka)
= manitol (Lach-Ner, Ceska)

* procis¢ena voda

3.2 Metode

3.2.1 Priprema otopine za suSenje rasprSivanjem

Otopina za suSenje rasprSivanjem pripremljena je mijeSanjem koncentrirane otopine kitozana s
vodenim otopinama manitola i donepezila. Koncentrirana otopina kitozana (2 %, m/V) izradena
je otapanjem kitozana u 0,5 %-tnoj octenoj kiselini i mijeSanjem na magnetskoj mijeSalici
tijekom 24 sata. Tako dobivena otopina filtrirana je koristenjem vakuumske pumpe kako bi se
uklonila potencijalna onecis¢enja. Koncentrirane otopine manitola (30 %, m/V) i donepezila (8
%, m/V) izradene su otapanjem tvari u pro¢is¢enoj vodi i mijeSanjem na magnetskoj mijesalici.
Koncentracije kitozana, manitola i donepezila u otopini za suSenje redom su iznosile 1,5 %

(MIV), 6,0 % (MIV) i 0,4 % (m/V).

3.2.2 Priprava mikrosfera s donepezilom metodom suSenja rasprsivanjem

Mikrosfere s uklopljenim donepezilom pripravljene su suSenjem rasprSivanjem vodene otopine
donepezila, kitozana i manitola. Koristen je uredaj BUCHI Mini Spray Dryer B-290 (Biichi
Labortechnik AG, Svicarska) s ultrazvuénom sapnicom (Biichi Labortechnik AG, Svicarska).
Kao medij za suSenje koriSten je zrak te je primijenjen otvoreni ciklus suSenja. SuSenje je
provedeno pri Cetiri razlicite ulazne temperature zraka: 110, 125, 140 i 150 °C. Odgovarajuce
izlazne temperature zraka iznosile su redom: 63, 69, 80 i 89 °C. Ostali parametri drzani su
konstantnim: rad peristalticke pumpe za dovodenje uzorka do sapnice uredaja na 10 %
kapaciteta, rad aspiratora na 100 % kapaciteta, protok zraka na 35 % i snaga ultrazvucne sapnice
na 65 % kapaciteta. Formulacijski i procesni parametri priprave mikrosfera s donepezilom

prikazani su u Tablici 3.
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Tablica 3. Formulacijski i procesni parametri priprave mikrosfera s donepezilom metodom

susenja rasprsivanjem

Uzorak 1 Uzorak2 Uzorak3  Uzorak 4
Koncentracija donepezila

(%, m/V) 0,4 0,4 0,4 0,4
Koncentracija kitozana (%, m/V) 1,5 1,5 15 1,5
Koncentracija manitola (%, m/V) 6,0 6,0 6,0 6,0
Ulazna temperatura (°C) 110 125 140 155
Izlazna temperatura (°C) 63 69 80 89
Snaga sapnice (%) 65 65 65 65
Aspirator (%) 100 100 100 100
Pumpa (%) 10 10 10 10
Protok zraka (%) 35 35 35 35

3.2.3 Izracun iskoriStenja
Iskoristenje, | (%), izraCunato je iz omjera mase dobivenog suhog praskastog produkta i

teorijske mase suhe tvari u otopini za susenje (7,9 g).

masa dobivenog praskastog produkta (g)
I (%) = — . — P x 100
teorijska masa suhe tvari u otopini za suSenje (g)

3.2.4 Odredivanje uspjeSnosti uklapanja i sadrzaja donepezila u mikrosferama

Standardna otopina donepezila koncentracije 0,1 mg/ml pripremljena je otapanjem 5 mg
donepezila u 50 ml deionizirane vode. U odmjernim tikvicama od 25 ml, pipetiranjem
odgovaraju¢ih volumena standardne otopine, pripremljen je niz radnih otopina c¢ije su
koncentracije redom iznosile 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30 i 40 pg/ml. Radne otopine filtrirane su
kroz filter veli¢ine pora 0,2 pm (Chromafil® Xtra PES-20/25, Machgerey-Nagel GmbH & Co.
KG, Njemacka). Apsorbancija svake radne otopine odredena je spektrofotometrijski
koristenjem uredaja UV-Visible Spectrophotometer Cary 50 Probe (Varian, SAD) pri valnoj
duljini od 271 nm. Mijerenja su provedena u triplikatu. Jednadzba kalibracijskog pravca
(y=0,0288x — 0,0068; R? = 0,9997) odredena je iz prosje¢nih vrijednosti apsorbancija radnih

otopina u ovisnosti o njihovoj koncentraciji. Kalibracijski pravac prikazan je na Slici 4.

U svrhu odredivanja uspjesnosti uklapanja 1 sadrzaja lijeka u mikrosferama, 10 mg mikrosfera
s donepezilom suspendirano je u 25 ml proc¢is¢ene vode. Suspenzije su podvrgnute dvosatnom

soniciranju te filtrirane koristenjem filtra veli¢ine pora 0,2 um (Chromafil® Xtra PES-20/25,
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Machgerey-Nagel GmbH & Co. KG, Njemacka). Sadrzaj donepezila u filtriranim uzorcima
odreden je spektrofotometrijski koriStenjem uredaja UV-Visible Spectrophotometer Cary 50
Probe (Varian, SAD), pri valnoj duljini od 271 nm. Koncentracija donepezila izracunata iz
jednadzbe prethodno odredenog kalibracijskog pravca: y=0,0288x — 0,0068 (R? = 0,9997).

Apsorbancija svakog uzorka mjerena je u triplikatu i za izracun je koriStena srednja vrijednost.

1,4

1,2 y=0,0288x-0,0068 o
R2=0,9997 .-+

1,0

0,8

0,6

04 o

0,2 .

0,0

¢ (ng/mL)

Slika 4. Kalibracijski pravac donepezila

Uspjesnost uklapanja donepezila, (engl. entrapment efficiency, EE (%)) izracunata je iz
omjera stvarne mase lijeka i teorijske mase lijeka u ispitivanoj koli¢ini mikrosfera prema
jednadzbi:

stvarna masa lijeka u mikrosferama

EE (%) = 100

teorijska masa lijeka u mikrosferama

Sadrzaj donepezila u mikrosferama (engl. drug loading, DL (%)) izraCunat je iz omjera mase

uklopljenog lijeka i mase ispitivanih mikrosfera prema jednadzbi:

DL (%) = masa uklopljenog lijeka u mikrosferama < 100
o masa ispitivanih mikrosfera
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3.2.5 Odredivanje raspodjele veli¢ina Cestica

Raspodjela veli¢ina Cestica odredena je pomocu uredaja Mastersizer 3000 opremljenog s Hydro
SV ¢elijom (Malvern Instruments Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo) pri ¢emu je koriStena metoda
laserske difrakcije. Suspenzija za analizu pripremljena je dispergiranjem manje koli¢ine
mikrosfera u 10 mL 96 %-tnog etanola (V/V) uz trominutno soniciranje. Prvo je u ¢eliju dodan
sami 96 %-tni etanol kako bi se snimile i ponistile pozadinske interferencije. Nakon toga je u
¢eliju stavljena suspenzija mikrosfera u 96 %-tnom etanolu i provedeno je mjerenje veli¢ine
suspendiranih Cestica. Analiza je provedena pri opskuraciji u rasponu od 10 do 20 %. Mjerenje

je provedeno u pentaplikatu. Rezultati su izrazeni volumnim promjerima Dv10, D50 i Dv90.

3.2.6 Ispitivanje reoloskih svojstava mikrosfera s donepezilom

Ispitivanje svojstava tecenja mikrosfera s donepezilom provedeno je indirektnom metodom
(Nizi¢ Nodilo i sur., 2021). KoriStena je brizgalica volumena 5 mL ¢iji je vrh osiguran
parafilmom. U brizgalicu je izvagano 300 mg praSkastog produkta. Oc¢itan je volumen koji
praskasti produkt zauzima. Brizgalica je zajedno s izvaganim sadrzajem potresivana do
konstantnog volumena (~ 100 puta), poslije ¢ega je o€itan volumen nakon potresivanja.
Mjerenja su provedena u triplikatu za svaki uzorak. Iz vrijednosti mase praskastog produkta u
brizgalici, volumena prije potresivanja i volumena nakon potresivanja izracunate su vrijednosti

nasipne gustoce prije potresivanja, pbulk i nasipne gustoce nakon potresivanja, ptapped, Na temelju

¢ega su izraCunati Hausnerov omjer i Carrov indeks prema sljede¢im jednadzbama:

. Ptapped
Hausnerov omjer = —ZPPEE

Pouik

Ptapped — Ppulk

Carrov indeks (%) = X 100

Pouik

phulk - nasipna gustoca prije potresivanja; ptapped - nasipna gustoca nakon potresivanja

3.2.7 Odredivanje kuta rasprsenja

Za odredivanje kuta rasprsenja koristen je jednodozni nazalni insulfator (MIAT®, Monodose
inhaler atteunuator, Miat S. p. A., Italija), uredaj za nazalnu primjenu praska. U uredaj je
umetnuta kapsula (veli¢ina 3, Vcaps® Plus; Lonza, Svicarska) koja je sadrzavala 15 mg
praskastog produkta. Uredaj je postavljen ispred crne pozadine. Postupak rasprSivanja sniman
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je kamerom s konstantne udaljenosti. 1zdvojene su fotografije u trenutku rasprsivanja te je kut
raspr$énja izmjeren uz pomo¢ virtualnog kutomjera (Slika 5.). Mjerenja su provedena u

triplikatu.

Slika 5. Mjerenje kuta rasprsenja virtualnim kutomjerom

3.2.8 Odredivanje ostatka u kapsuli

U svrhu odredivanja ostatka u kapsuli, prije svakog mjerenja izvagana je prazna kapsula
(veli¢ina 3, Vcaps® Plus; Lonza, Svicarska). Zatim je u kapsulu odvagano 15 mg praskastog
produkta. Nakon rasprSivanja praskastog produkta iz MIAT® uredaja za rasprSivanje,
izmjerena je masa kapsule zajedno s preostalim sadrZzajem. Iz razlike mase kapsule nakon

rasprSivanja i mase prazne kapsule izracunat je ostatak u kapsuli prema sljedecoj jednadzbi:

Ostatak u kapsuli (mg) = Myapsula+ostatak nakon raspriivanja — Mprazna kapsula

Mkapsula+ostatak nakon rasprsivanja — 1Nasa kapsule nakon raspr§ivanja; Mprazna kapsula— Masa prazne

kapsule
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4. REZULTATI | RASPRAVA
Ukupni rezultati provedenih ispitivanja prikazani su u Tablici 4.

Tablica 4. Fizicko-kemijska svojstva mikrosfera s donepezilom pripravljenih metodom

susenja rasprSivanjem. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD (n=3, za veli¢inu

Cestica n=5).

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4
tﬂ'é‘)z”a UGBS 110 125 140 155
Iflazna temperatura 63 69 80 89
(°C)
I(s)korlstenje procesa 54.5 60.6 66.0 55,5
(%)
EE (%) 97,9 +0,4 98,3 +2,6 97,5+2,6 99,4+2,0
DL (%) 496+0,02 498+0,13 494+0,13 5,03+0,10
Hausnerov omjer 1,24 £0,1 1,22 +0,1 1,15+0,1 1,13+0,1
Carrov indeks (%0) 19,44 +481 17,86+6,19 12,82+4,44 11,11 £4,81
Kut rasprsenja (°) 18,6 £ 1,0 18,6 £ 1,5 19,2 +0,2 17,5+ 1,7
Ostatak u kapsuli (%0) 1,1+1,4 2,0+£0,7 0,0+ 0,0 1,5+0,3
Dv10 (um) 9,5+1.0 9,0+ 1,0 99+14 7,3+0,5
Dv50 (um) 35,7+ 1,6 32,3+2,1 31,7+ 1,0 26,3+0,9
D\90 (um) 72,7+ 1,1 62,5+ 1,1 61,9+ 1,6 60,3+ 0,7

EE — uspjesnost uklapanja lijeka; DL — sadrzaj lijeka u mikrosferama; Dv10, Dv50 i Dv90 —
volumni promjeri mikrosfera

4.1 IskoriStenje procesa priprave mikrosfera s donepezilom metodom suSenja
raspriivanjem

Mikrosfere s donepezilom pripravljene su metodom suSenja rasprSivanjem. Cjelokupan
postupak opisan je u potpoglavljima 3.2.1 i1 3.2.2. Vrijednosti iskoriStenja procesa bile su
relativno visoke i iznosile su 54,5 — 66,0 % (Tablica 4.). Povecanje ulazne temperature od 110
°C do 140 °C rezultiralo je povecanjem iskoriStenja procesa. Daljnje povecanje ulazne

temperature na 155 °C nije rezultiralo o¢ekivanim poveéanjem iskoriStenja procesa.
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Pardeshi i suradnici (2012) pripravili su polimerne mikrosfere s valsartanom Kkoristeéi
laboratorijski uredaj za susenje rasprSivanjem (LU222 Advanced, Labultima, Mumbai, India) i
bifluidnu (0,7 mm) sapnicu. Ulazna temperatura iznosila je 70 i 90 °C, brzina dovodenja uzorka
6 — 10 ml/min i rad aspiratora 35 — 40 %. Hidroksipropilmetil celuloza (HPMC) Kkoristena je
kao polimer. Iskori$tenje procesa iznosilo je 17,5 — 38 %. Jedan od navedenih uzroka relativno
malog prinosa koristenje je malog volumena otopine za suSenje (100 ml). IskoriStenje procesa
povecavalo se s povecanjem ulazne temperature (Pardeshi i sur., 2012). U izradi mikrosfera s
donepezilom, za potrebe izrade ovog rada, koristen je jednak volumen otopine za susenje te je
iskoriStenje bilo znatno vece. Pardeshi i suradnici (2012) u radu ne navode to¢ne udjele
pojedinih sastavnica, no moguéi razlog veceg iskoriStenja procesa suSenja rasprSivanjem u
slu¢aju izrade mikrosfera s donepezilom moze biti ve¢i udio ¢vrstih sastavnica u otopini za

susenje (Saha i sur., 2022; Ruphuy i sur., 2020; www.buchi.com).

Saha i suradnici (2022) pripravili su mikrosfere s ivermektinom koriste¢i Biichi B-290 ureda;j s
bifluidnom (0,7 mm) sapnicom. Rad aspiratora bio je podeSen na 80 %, brzina dovodenja
uzorka 1 ml/min i protok zraka na 670 I/h. Kao otapalo koristeni su etanol i voda (90:10).
Primjenom ulazne temperature od 80 °C ostvareno iskoristenje procesa iznosilo je 42 — 47 %,
dok je pri ulaznoj temperaturi od 100 ° iskoriStenje procesa bilo 50 — 60 % (Saha i sur., 2022).
Primjenom vece ulazne temperature dobiva se konacan produkt s manjim udjelom vlage.
Posljedi¢no tome produkt je manje ljepljiv te manje prianja uz stijenke komore za suSenje §to
u konacnici rezultira ve¢im iskoriStenjem procesa (Saha i sur., 2022; Nizi¢ i sur., 2018). Saha i
suradnici  (2022) pokusali su tijekom preliminarnih studija pripremiti mikrosfere s
ivermektinom pri 120 °C 1 140 °C. Medutim, primjenom tako visokih temperatura priprema
mikrosfera bila je neuspjesna jer je produkt bio previse ljepljiv (Saha i sur., 2022). Uzrok
manjeg iskoristenja procesa pri ve¢oj ulaznoj temperaturi moze biti nisko stakliSte produkta §to
moze utjecati na povecanu ljepljivost produkta i njegovo prianjanje uz stijenke komore za
suSenje (Ziaee i sur., 2017). Kao §to je navedeno u uvodnom dijelu rada, joS jedan uzrok manjeg
prinosa pri vecoj ulaznoj temperaturi moze biti manja veli€ina Cestica §to za posljedicu ima

neucinkovitije odvajanje produkta u ciklonu iz struje zraka (Sosnik i Serementa, 2015).

4.2 Uspjesnost uklapanja i sadrzaj donepezila u mikrosferama

UspjesSnost uklapanja i sadrzaj donepezila u mikrosferama odredeni su prema jednadzbama
navedenim u potpoglavlju 3.2.4. Uspjesnost uklapanja bila je vrlo visoka te je iznosila 97,5 +
2,6 — 99,4 + 2,0 %. Sadrzaj donepezila izrazen je kao maseni udio lijeka u mikrosferama te je
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iznosio 4,94 + 0,13 — 5,03 £ 0,10 % (Tablica 4.) §to je vrlo blizu teorijskom sadrzaju lijeka
(5,06 %). Iako nije uocena znacajna razlika uspjesnosti uklapanja i sadrzaja donepezila u
mikrosferama koje su pripremljene pri razliitim ulaznim temperaturama, najveéi postotak

postignut je pri najviSoj primijenjenoj ulaznoj temperaturi susenja od 155 °C.

Sli¢ne vrijednosti uspjeSnosti uklapanja postignute su u drugim istrazivanjima. Beck-
Broichsitter i suradnici (2016) vibracijskim su$enjem rasprSivanjem pripremili su mikrocestice
sa sildenafilom. Kod pripreme veéine mikrocestica koristen je uredaj Biichi B-90 s 4,0 ili 7,0
um sapnicom. PLGA (kopolimer lakti¢ne i glikolne kiseline, engl. poly(lactic-co-glycolic acid)
je posluzio kao polimer, a aceton kao otapalo. Ulazna temperatura podesena je na 45 °C, izlazna
je iznosila 25 — 30 °C, dok je brzina protoka medija za suSenje (dusik/ugljikov dioksid) bila 100
I/min te dotok rasprSivanog uzorka 100 %. Uspjesnost uklapanja iznosila je 90 + 10 —
102 £+ 6 % (Beck-Broichsitter i sur., 2016). Jain i suradnici (2009) su kod pripreme mikrosfera
sa sumatriptanom ostvarili uspjes$nost uklapanja 90,18 — 98,18 %. Koristili su laboratorijski
uredaj za suSenje rasprSivanjem (LU222 Advanced, Labultima, Mumbai, India) s bifluidnom
sapnicom (0,7 mm). Kao polimer koristen je HPMC, a metanol i diklormetan kao otapala.
Ulazna temperatura bila je postavljena na 75 — 85 °C, izlazna je iznosila 55 — 65 °C, rad
aspiratora bio je 40 — 50 % i brzina rada pumpe 9 — 10 ml/min (Jain i sur., 2009). Nesto nizu
uspjesnost uklapanja postigli su Nagda i suradnici (2012). Kod mikrosfera s ketorolakom koje
su sadrzavale kitozan, uspjesnost uklapanja iznosila je 85,56 + 2,54 1 92,19 + 3,21 % ovisno o
masenom omjeru lijeka i polimera (1:4 i 1:5). Pri upotrebi karbopola ili polikarbofila uspjesnost
uklapanja bila je manja (Nagda i sur., 2012).

Donepezil se primjenjuje jedanput dnevno u dozi od 5 ili 10 mg (www.halmed.com). Za

ucinkovitu izravnu dostavu lijeka iz nosne Supljine u mozak, dovoljno je da 0,01 — 1 % oralne
doze bude odloZeno u olfaktornoj regiji nosne Supljine ili apsorbirano putem neurona (Erdo i
sur., 2018). U istrazivanju Perkusi¢ i suradnika (2022a) najveci postotak postignute depozicije
mikrosfera s donepezilom u olfaktornoj regiji nosne Supljine iznosio je 65,5 + 0,2 %
primijenjene doze. Vazno je napomenuti da je pri izradi mikrosfera s donepezilom koristen isti
uredaj za susenje rasprSivanjem kao i u ovom radu. Formulacijski i procesni parametri takoder
su bili sli¢ni. Uzorak kod kojeg je postignut navedeni postotak depozicije u olfaktornoj regiji
pripravljen je susenjem rasprsivanjem otopine donepezila (0,4 %, m/m), manitola (6,0 %, m/m)
i kitozana (1,5 %, m/m) pri ulaznoj temperaturi zraka od 110 °C, rad pumpe bio je podeSen na
15 %, rad aspiratora na 100 % i rad ultrazvu¢ne sapnice na 65 %. Uzimajuéi u obzir navedeno

i ¢injenicu da se u nosnu Supljinu moze primijeniti 10 — 25 mg praska po nosnici, postignuti
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sadrzaj lijeka u mikrosferama u ovom radu prikladan je za nazalnu primjenu donepezila
(Perkusic i sur., 2022a; Tiozzo Fasiolo i sur., 2018).

4.3 Velic¢ina mikrosfera s donepezilom

Veli¢ina mikrosfera s donepezilom odredena je metodom laserske difrakcije i izrazena
volumnim promjerima Dv10, Dv50 i Dv90. Vrijednosti Dv10, Dv50 i Dv90 oznacavaju promjer
od kojeg manje ¢estice zauzimaju 10, 50 i 90 % ukupnog volumena uzorka (Kulkarni i sur.,

2016). I1zmjerene vrijednosti Dv10, Dv50 i Dv90 bile su, redom, u sljede¢im rasponima:

= 73+0,5-99+ 1,4 um
= 263+0,9-357+1,6um
= 603+0,7-72,7+1,1 um

(Tablica4.)

Postotak mikrosfera s donepezilom u ukupnom uzorku koje su bile manje od 10 um za uzorke
1, 2, 3 i 4 iznosio je redom 7,9, 8,0, 8,8 1 9,9 %. Iz navedenog je vidljivo da je veéina
pripravljenih mikrosfera bila je veéa od 10 um ¢ime se smanjuje rizik depozicije lijeka u
plu¢ima i osigurava depozicija u nosnoj Supljini. Nadalje, uoceno je da povecanje temperature

ulaznog zraka prilikom susenja rasprsSivanjem rezultira smanjenjem veli¢ine mikrosfera.

Perkusi¢ i1 suradnici (2022a) metodom susenja rasprSivanjem pripravili su mikrosfere s
donepezilom pomoc¢u uredaja Biichi Mini Spray Dryer B-290 (Biichi, Switzerland)
opremljenog s ultrazvu¢nom sapnicom. Raspodjela veli¢ina mikrosfera odredena je metodom
laserske difrakcije pomoc¢u uredaja Malvern Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Itd, UK).
Takoder je uoCeno da smanjenje ulazne temperature zraka rezultira povecanjem veli¢ine
mikrosfera. Moguée objasnjenje je veca kohezivnost i aglomeracija najmanjih Cestica suhog
produkta pripravljenog pri nizim ulaznim temperaturama suSenja, a uslijed veceg sadrzaja
ostatne vlage. lzmjerene vrijednosti Dv10, Dv50 i Dv90 bile su vrlo slicne vrijednostima
izmjerenim za potrebe ovog rada te su redom bile u sljede¢im rasponima: 6,7 + 0,4 — 11,6 + 0,4

um, 17,1 £0,1 -35,7+ 1,6 um i 34,1+ 0,2 — 72,7 = 1,1 um (Perkusic i sur., 2022a).

Schaefer i Lee (2015) metodom suSenja rasprsivanjem pripravili su mikrocestice s katalazom
pri razli¢itim ulaznim temperaturama zraka (90, 110, 130 i 160 °C) koriste¢i uredaj ProCept 4

MB (ProCept Processing Equipment, Zelzate, Belgium) opremljen ultrazvuénom sapnicom.
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Velicina Cestica odredena je metodom laserske difrakcije. Izmjereni Dv50 je bio u rasponu 30
— 33 um (Schaefer i Lee, 2015).

Gavini i suradnici (2008) metodom suSenja rasprSivanjem pripravili su mikrosfere s
metoklopramidom. Za pripravu mikrosfera s metoklopramidom koristili su uredaj Mini Spray
Dryer Biichi B-191 (Biichi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland) opremljen bifluidnom (0,7
mm) sapnicom. Ulazna temperatura zraka iznosila je 120 °C, a izlazna 60 °C. Rad pumpe bio je
postavljen na 13 %, rad aspiratora na 73 % te brzina rasprSivanja suSene otopine na 8 ml/min.
Raspodjela veli¢ina Cestica odredena je metodom laserske difrakcije. Ovisno o vrsti i udjelu
polimera u suSenoj otopini, vrijednosti Dv50 pripravljenih mikrosfera s metoklopramidom

iznosile su oko 6 — 9 um (Gavini i sur., 2008).

Navedeni izvori i rezultati odredivanja raspodjele veli¢ina mikrosfera s donepezilom u ovom
radu potvrduju ¢injenicu da upotreba ultrazvucne sapnice prilikom suSenja rasprSivanjem

rezultira ve¢om veli¢inom pripravljenih ¢estica, u odnosu na upotrebu bifluidne sapnice.

4.4 ReoloSka svojstva mikrosfera s donepezilom

Prilikom razvoja praskastih sustava za nazalnu primjenu vazno je provesti ispitivanja reoloskih
svojstava. Ona mogu utjecati na sposobnost rasprSivanja pripravka, ujednacenost doziranja i
geometriju oblaka aerosola te samim time na depoziciju pripravka u nosnoj Supljini (Bobi¢anec
1 Kobas, 2020).

Reoloska svojstva mikrosfera s donepezilom procijenjena su Hausnerovim omjerom i Carrovim
indeksom. Hausnerov omjer bio je u rasponu 1,13 = 0,1 — 1,24 + 0,1, dok je Carrov indeks
iznosio 11,11 +£4,81 — 19,44 +£4,81 % (Tablica 4.). Na temelju spomenutih vrijednosti i kriterija
navedenih u Tablici 5. svojstva te¢enja pripravljenih mikrosfera s donepezilom okarakterizirana
su kao dobra do zadovoljavajuca. Povecanje ulazne temperature suSenja rezultiralo je blagim

padom vrijednosti oba parametra, odnosno poboljSanjem svojstava tecenja.

Moguc¢i uzroci pobolj$anja svojstva teCenja poveéanjem ulazne temperature zraka su promjena
morfologije mikrosfera i manji udio ostatne vlage. Hussein i suradnici (2019) su tijekom
pripreme mikrocestica s ropinirolom metodom sus$enja rasprSivanjem utvrdili da temperatura
ulaznog zraka moze imati utjecaj na morfologiju Cestica. Pri ulaznoj temperaturi od 120 °C
proizvedene su sfericne mikrocestice s povrSinskim fisurama i pukotinama, dok su cestice

pripremljene pri 160 °C bile udubljene i1 perforirane. Primjenom ulazne temperature od 140 °C
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postignuta je optimalna, sfericna morfologija (Hussein i sur., 2019). Sferi¢ni oblik Cestice
osigurava najmanju mogucu dodirnu povrSinu sa susjednim ¢esticama. Upravo zbog toga

Cestice sfericnog oblika ostvaruju najvecu sposobnost te¢enja (Aulton i1 Taylor, ured., 2018).

lako za potrebe izrade ovog rada nije provedeno ispitivanje morfologije pripremljenih
mikrosfera, jedno od mogucih objasnjenja poboljSanja svojstava teCenja povecanjem ulazne
temperature zraka ukljuuje moguci utjecaj ulazne temperature na sferi¢nost pripravljenih
mikrosfera. Nadalje, udio ostatne vlage veci od 2 — 5 % moZe povecati koheziju Cestica 1
rezultirati njihovom aglomeracijom te negativno utjecati na tecCenje praskastog uzorka
(Henriques 1 sur., 2022; Salade 1 sur., 2018). Kao $to je ve¢ spomenuto u uvodnom dijelu,
povecanje ulazne temperature zraka moze rezultirati manjim udjelom ostatne vlage u kona¢nom

produktu te samim time pobolj$anim svojstvima tecenja.

Tablica 5. Klasifikacija svojstava te¢enja praska s obzirom na vrijednosti Hausnerovog
omjera i Carrovog indeksa (Ph. Eur. 9.0, 2016)

Hausnerov omjer Carrov indeks (%0) Kategorija svojstva teCenja
1,00-1,11 <10 odli¢no
1,12-1,18 11-15 dobro
1,19-1,25 16 — 20 zadovoljavajuce
1,26 -1,34 21-25 moguce
1,35-1,45 26 -31 lose
1,46 - 1,59 32-37 vrlo lose

> 1,60 > 38 vrlo, vrlo loSe

4.5 Kut rasprsenja mikrosfera s donepezilom

Kut rasprsenja mikrosfera s donepezilom iznosio je 17,5 £ 1,7 — 19,2 + 0,2 ° (Tablica 4.).
Najveci kut rasprsenja zabiljezen je primjenom ulazne temperature zraka od 140 °C, a najmanji
pri 155 °C. Nije uocena znacajna ovisnost kuta rasprsenja o primijenjenoj ulaznoj temperaturi

zraka prilikom suSenja rasprSivanjem.

S obzirom na izmjerene vrijednosti kutova rasprsenja pripravljene mikrosfere s donepezilom
trebale bi posti¢i adekvatnu depoziciju koja bi mogla osigurati izravnu dostavu lijeka iz nosne
Supljine u mozak. Naime, postizanje Zeljene depozicije praskastog sustava u nosnoj Supljini
uvelike ovisi o kutu rasprsenja (Gao i sur., 2020). Izravna dostava nazalno primijenjenog lijeka

u mozak moze se ostvariti putem olfaktornih neurona koji se nalaze u olfaktornoj regiji nosne
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Supljine, ali i putem trigeminalnog zivca Koji najve¢im dijelom inervira respiratornu regiju
nosne Supljine (Nizi¢ Nodilo i sur., 2021; Agrawal i sur., 2018). Pri kutu rasprsenja manjem od
30 ° moguce je postic¢i depoziciju 90 % primijenjene doze u turbinatnoj regiji nosne Supljine.
Kako se kut rasprsenja povecava sve veci udio primijenjenog praskastog sustava odlaze se u
anteriornoj regiji nosne Supljine (Bobic¢anec i Kobas, 2020; Gao i sur., 2020; Foo i sur., 2007).
Bobicanec i Koba$ (2020) metodom suSenja rasprSivanjem pripravili su mikrosfere s
deksametazonom. Koristili su uredaj Biichi Mini Spray Dryer B-191 (Biichi, Flawil, Svicarska)
s bifluidnom sapnicom (0,7 mm). Ulazna temperatura iznosila je 140 °C, izlazna temperatura
79 °C, protok komprimiranog zraka 650 Nl/h, kapacitet aspiratora 50 %, a protok susSene
otopine iznosio je 3,5 g/min. Za odredivanje kuta raspr$enja primijenjen je jednak postupak kao
1 za potrebe izrade ovog rada te je za rasprSivanje praSakastih sustava korisSten jednodozni
nazalni insuflator (MIAT® S. p. A, Italija). Izmjereni kutovi rasprsenja bili su u rasponu 17,3
+0,9 - 28,4+ 0,6 °. Uoceno je da rasprsivanje prasaka s manjim Carrovim indeksom, odnosno
boljim svojstvima tecenja, rezultira manjim kutom rasprSenja (Bobicanec i Kobas, 2020).
Perkusi¢ i suradnici (2021) metodom suSenja rasprSivanjem pripravili su mikrosfere s
donepezilom koje sadrze razliCite masene udjele laktoze ili manitola. Koristili su uredaj Biichi
Mini Spray Dryer B-290 (Biichi, Switzerland) koji je opremljen ultrazvu¢nom sapnicom.
Ulazna temperatura bila je podeSena na 140 °C , rad pumpe na 5 %, rad aspiratora na 100 %,
snaga ultrazvuéne sapnice na 65 % te je brzina dotoka uzorka iznosila 3,3 ml/min. Kut
rasprsenja mikrosfera s donepezilom koje su sadrzavale manitol, neovisno o masenom udjelu
manitola, iznosio je oko 17,5 © (Perkusi¢ i sur., 2021). Perkusi¢ i suradnici (2022b) koristeci
isti uredaj te varijacijom procesnih i formulacijskih parametara, pripravili su mikrosfere s
donepezilom. Osim kuta rasprsenja, odredivali su uspjeSnost dostave mikrosfera u olfaktornu i
turbinatnu regiju nosne Supljine. Kut rasprsenja bio je u rasponu 22,5 £ 0,2 — 28,3 + 0,9 °. Udio
doze donepezila koji je uspjesno dostavljen u olfaktornu regiju iznosio je 13,9+1,9 — 65,5 + 0,2
%, a u turbinatnu 19,4 + 5,8 — 47,6 + 6,8 % (Perkusic i sur., 2022b).

Osim kuta rasprsenja, na profil nazalne depozicije praskastog sustava utjeCu kut primjene,
poloZzaj glave i nacin disanja za vrijeme primjene, dubina umetanja vrha uredaja za primjenu u
nosnu Supljinu, primijenjeni volumen praskastog sustava, geometrija praskastog sustava pri

rasprSivanju iz uredaja te svojstva same formulacije (Gao i sur., 2020).

27



4.6 Ostatak mikrosfera s donepezilom u kapsuli

Prilikom aktivacije jednodoznog nazalnog insuflatora (MIAT® S. p. A, Italija) gotovo sav
sadrzaj kapsule bio je rasprSen te je ostatak u kapsuli iznosio 0,0 + 0,0 — 0,3 = 0,1 mg, odnosno
samo 0,0 +£ 0,0 — 2,0 = 0,7 % primijenjene doze je zaostalo u kapsuli (Tablica 4.). Ulazna
temperatura zraka pri suSenju rasprSivanjem nije znatno utjecala na vrijednosti ostatka

mikrosfera s donepezilom u kapsuli.

U istrazivanju Nizi¢ i1 suradnika (2020), ostatak mikrosfera s melatoninom u kapsuli nakon
rasprsivanja pri protoku udahnutog zraka od O I/min iznosio je 12,7 + 2,6 %, odnosno 10,3 +
0,7 % pri protoku udahnutog zraka od 20 I/min. Za pripravu mikrosfera s melatoninom koristen
je uredaj Biichi Mini Spray Dryer B—191 (Biichi, Flawil, Switzerland) opremljen s bifluidnom
sapnicom (0,7 mm). Srednji promjer pripravljenih mikrosfera s melatoninom bio je znacajno
manji od srednjeg promjera mikrosfera s donepezilom pripravljenih za potrebe izrade ovog rada
(Nizi¢ i sur., 2020). Nadalje, Bobi¢anec i Kobas (2020) postigli su vrlo visoku (97,2 + 2,0 —
99,2 £ 0,7 %) ucinkovitost isporuke praskastih sustava koji su sadrzavali laktozu monohidrat
GranuLac®, sorbitol ili manitol kao nosace mikrosfera s deksametazonom. Srednji promjer
pripravljenih mikrosfera s deksametazonom bio je manji u usporedbi sa srednjim promjerom
mikrosfera pripravljenih za potrebe izrade ovog rada. Medutim, s obzirom na ostvarenu visoku
ucinkovitost isporuke pretpostavljeno je da su velika ukupna povrSina i kohezivne sile
uzrokovale aglomeraciju mikrosfera s deksametazonom (Bobicanec i Koba$ 2020). U
istrazivanju koje su proveli Nizi¢ Nodilo i sur. (2021) svojstva teCenja smjese mikrosfera s
deksametazonom i manitolom prema vrijednostima Hausnerovog omjera mogu se opisati kao
mogucéa. No, usprkos relativno visokom Hausnerovom omjeru, ostatak u kapsuli iznosio je
samo oko 1,7 %. Na temelju navedenog potvrdeno je da, iako farmakopejska klasifikacija (Ph.
Eur. 9.0, 2016) svojstava teCenja dobro opisuje slobodno tecenje prasaka, nije nuzno

primjenjiva za opisivanje prasaka koji se primjenjuju rasprsivanjem (Nizi¢ Nodilo i sur., 2021).
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5. ZAKLJUCCI

Mikrosfere s donepezilom te manitolom i niskomolekularnim kitozanom kao pomoc¢nim
tvarima uspjeSno su pripravljene metodom suSenja rasprSivanjem upotrebom
ultrazvucne sapnice pri ispitivanim procesnim i formulacijskim parametrima.
Ostvareno je relativno visoko iskori§tenje procesa u rasponu 54,5 — 66,0 %, ovisno o
primijenjenoj ulaznoj temperaturi zraka za suSenje. Povecanje ulazne temperature zraka
za suSenje do 140 °C rezultiralo je povecanjem iskoriStenja procesa.

Postignuta je visoka uspjesnost uklapanja donepezila koje je iznosila 97,5 + 2,6 — 99,4
+ 2,0 %. Takoder, izmjerene vrijednosti sadrzaja donepezila u mikrosferama (4,94 +
0,13 — 5,03 £+ 0,10) bile su blizu teorijskoj vrijednosti (5,06 %).

Dv10, Dv50 i Dv90 vrijednosti bile su redom u rasponima 7,3+ 0,5-9,9 + 1,4 um; 26,3
+0,9-357+1,6 umi60,3+0,7—-72,7+ 1,1 um. Vecina Cestica bila je veca od 10
um. Smanjenje ulazne temperature zraka za susenje rezultiralo je povecanjem veli¢ine
mikrosfera s donepezilom.

Povecanje ulazne temperature zraka za suSenje rezultiralo je poboljSanjem svojstava
teCenja mikrosfera s donepezilom od zadovoljavajucih do dobrih prema farmakopejskoj
klasifikaciji.

Kut rasprsenja mikrosfera s donepezilom iznosio je 17,5 £ 1,7 — 19,2 + 0,2 ° §to
odgovara dostavi praskaste formulacije iza nosne valvule.

Nakon aktivacije jednodoznog nazalnog insuflatora ostatak u kapsuli iznosio je 0,0 +
0,0 — 2,0 £ 0,7 %, ukazuju¢i na moguénost dostave adekvatne doze lijeka u nosnu

Supljinu.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA
(**Pro,**Phe)CGRP27-37 - peptidni antagonist humanog Kkalcitonin gen-povezanog peptida
(CGRP-a)

© — stupanj

°C — stupanj Celzijev
A — apsorbancija

¢ — koncentracija

CGRP — kalcitonin gen-povezani peptid (engl. calcitonin gene-related peptide)
CQA — kriti¢ni atributi kvalitete (engl. critical quality attributes)

DL — sadrzaj lijeka (engl. drug loading)

Dv10, Dv50, Dv90 — volumni promjeri — vrijednosti Dv10, Dv50 i Dv90 oznacavaju promjer od

kojeg manje ¢estice zauzimaju 10, 50 1 90 % ukupnog volumena uzorka
EE — uspjesnost uklapanja (engl. entrapment efficiency)

EMA — Europska agencija za lijekove i medicinske proizvode (engl. European Medicines
Agency)

HPMC — hidroksipropilmetil celuloza

| — iskoriStenje

ICH — engl. International Council of Harmonization

kDa — kilodalton

MIAT® — jednodozni nazalni insulfator (engl. Monodose inhaler atteunuator)
Mkapsula+ostatak nakon raspriivanja — Masa kapsule nakon rasprsivanja

Mprazna kapsula — Masa prazne kapsule

NMDA — N-metil-D-aspartat

PCL — polikaprolakton (engl. polycaprolactone)

PEG - polietilen glikol

PGA — poliglikolna kiselina (engl. polyglycolic acid)
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pKa — negativni logaritam konstante disocijacije kiseline
PLA — polilakti¢na kiselina (engl. polylactic acid)
PLGA — kopolimer lakti¢ne i glikolne kiseline (engl. poly(lactic-co-glycolic acid)

SNF — simulirani nosni fluid (engl. simulated nasal fluid)
TTP — natrijev tripolifosfat (engl. tripolyphosphate)
UK — Ujedinjeno Kraljevstvo

B — beta
pbulk — nasipna gustoca prije potresivanja

Ptapped — NASIPNa gustoca nakon potresivanja
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8. SAZETAK/SUMMARY

Metoda susenja rasprSivanjem pogodna je za pripravu praSkastih sustava za nazalnu primjenu
zbog mogucnosti optimizacije procesnih i formulacijskih parametara te priprave produkta
zeljenih svojstava. Zbog svojih prednosti, nazalni put primjene lijekova sve se viSe istrazuje te
se potic¢u daljnja istrazivanja kriti¢nih atributa kvalitete nazalnih formulacija lijeka kako bi se

osigurala optimalna primjena i u¢inkovitost.

Cilj ovog diplomskog rada bio je pripraviti mikrosfere s donepezilom za nazalnu primjenu
metodom suSenja rasprSivanjem te ispitati ovisnost fizicko-kemijskih svojstava mikrosfera o
ulaznoj temperaturi u proizvodnom procesu. Mikrosfere s donepezilom uspje$no su
pripravljene suSenjem rasprsivanjem otopine donepezila (0,4 %, m/V), manitola (6,0 %, m/V) i
kitozana (1,5 %, m/V) pri ulaznoj temperaturi od 110, 125, 140 i 155 °C, snazi sapnice od
65 %, radu aspiratora od 100 %, radu pumpe od 10 % te protoku zraka od 35 %. IskoriStenje
procesa iznosilo je 54,5 — 66,0 %. Postignuta je visoka uspjeSnost uklapanja donepezila u
rasponu 97,5 + 2,6 — 99,4 + 2,0 % te je sadrzaj lijeka (4,94 + 0,13 — 5,03 + 0,10 %) bio blizu
teorijske vrijednosti (5,06 %). Volumni promjeri Dv10, Dv50 i Dv90 bili su redom u rasponima
7,3+05-99+ 1,4 um, 26,3+0,9-35,7+ 1,6 um i 60,3 + 0,7 — 72,7 = 1,1 um. Povecanje
ulazne temperature zraka za susenje rezultiralo je povec¢anjem iskoriStenja procesa (do 140 °C),
smanjenjem veli¢ine mikrosfera s donepezilom i poboljSanjem svojstava tecenja. Za sve
pripravljene mikrosfere s donepezilom i neovisno o ulaznoj temperaturi u procesu susenja, kut
rasprsenja (17,5 + 1,7 — 19,2 £ 0,2 °) i ostatak mikrosfera u kapsuli nakon rasprsivanja (0,0 +
0,0 — 2,0 £ 0,7 % nominalne doze) pokazuju potencijal za u¢inkovitu dostavu adekvatne doze

donepezila u nosnu Supljinu.
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Spray drying presents a suitable method for the preparation of nasal powder formulations
offering the possibility of optimizing process and formulation parameters to gain the product
with desired properties. Nasal route of drug delivery is being increasingly investigated due to
its recognized advantages, thus further research of critical quality attributes of nasal drug

formulations is encouraged to ensure optimal drug administration and efficacy.

The aim of this study was to prepare spray-dried microspheres for nasal donepezil delivery and
to investigate the influence of inlet air temperature in the production process on the physico-
chemical properties of the microspheres. Donepezil-loaded microspheres were successfully
prepared by spray drying of a donepezil (0.4%, m/V), mannitol (6.0%, m/V) and chitosan (1.5%,
m/V) solution at inlet temperature of 110, 125, 140 and 155 °C, nozzle power of 65 %, aspirator
rate of 100 %, pump rate of 10 % and air flow of 35 %. The process yield ranged between 54.5
and 66.0 %. Drug entrapment efficiency was high (97.5 £2.6 — 99.4 + 2.0 %) and drug loading
(4.94 £0.13 — 5.03 = 0.10 %) was close to the theoretical value (5.06 %). Volume diameters
Dv10, Dv50 and Dv90 ranged from 7.3 £0.5t0 9.9 £ 1.4 pm, 26.3 £ 0.9 to 35.7 = 1.6 um and
60.3 £0.7to 72.7 = 1.1 um, respectively. Increase of the inlet air temperature resulted with an
increase in process yield (up to 140 °C), a reduction in size distribution of donepezil-loaded
microspheres and an improvement of flow properties. For all donepezil-loaded microspheres,
regardless of inlet-air temperature in the production process, spray cone angle (17.5 = 1.7 —
19.2 + 0.2 °) and percentage of microspheres retained within the capsule upon aerosolization
(0.0 £ 0.0 — 2.0 £ 0.7 % of the nominal dose) indicate the potential for effective delivery of
adequate donepezil dose to the nasal cavity.
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