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1. UVOD



Optimalna farmakoterapija oralnom primjenom lijekova Cesto je ograniena
metaboliCkom razgradnjom lijeka tijekom prvog prolaska kroz jetru ili u
gastrointestinalnom sustavu te nuspojavama uslijed neselektivne distribucije lijeka u
organizmu. Stoga je izucavanje alternativnih putova primjene lijeka u centru
znanstvenog interesa razliCitih istrazivackih skupina. Sistemska primjena lijekova
putem mukoznih sluznica tijela (bukalna, nazalna, rektalna i vaginalna sluznica) pruza
mnoge prednosti u odnosu na oralnu primjenu lijekova. To je neinvazivan nacin
primjene, pa je moguca 1 automedikacija. Mukozne sluznice tijela su dobro
prokrvljene 1 relativno permeabilne, a apsorpcijom lijeka putem mukoznih sluznica
tijela izbjegava se razgradnja molekule lijeka u gastrointestinalnom sustavu i jetri.

Veliki broj lijekova koji svoje farmakolosko djelovanje ostvaruju u SZS su
izrazito aktivne molekule, tj. djeluju ve¢ u vrlo niskim dozama. Peroralna primjena
ovih lijekova je vrlo cesto povezana s velikim brojem nuspojava te brzom
metabolickom razgradnjom lijeka tijekom prvog prolaska kroz jetru. Odabirom puta
primjene kojim bi se mogao ostvariti izravan transport lijeka u cerebrospinalnu
tekucinu (CST) 1/ili parenhim mozga, mogla bi se smanjiti primijenjena doza lijeka te
izbjeci njegovo nezeljeno djelovanje.

Novija ispitivanja ukazuju na ¢injenicu da se nazalnom primjenom lijekova
moze ostvariti izravan transport lijeka u CST i/ili mozdano tkivo (Bagger i
Bechgaard, 2004; Westin 1 sur., 2005). Izravna apsorpcija lijeka u CST i/ili mozdano
tkivo zavisi o molekularnoj veli€ini te lipofilnosti molekule lijeka. Za male lipofilne
molekule utvrdeno je da se vrlo brzo pojavljuju u CST, a omjer koncentracije lijeka u
CST i u plazmi je znatno veéi nakon nazalne primjene lijeka nego nakon intravenske

primjene iste doze lijeka (Illum 2003).



1.1. Anatomija nosne supljine

Bulbus olfactorius

Lamina cribrosa

Tractus olfactorius

o~
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R. nasalis internus medialis /
n. ethmoidalis anterior Y
LY

Nn. olfactorii (1)

N. nasopalatinus

Canalis incisivus

Septum nasi

Slika 1. Shematski prikaz sagitalnog presjeka nosne Supljine ¢ovjeka (Netter, 2003).

U Slici 1. prikazana je grada nosne Supljine covjeka. Nosne Supljine, lijeva i
desna odijeljene su u sredini nosnom pregradom (septum nasi), a otvaraju se sprijeda
nosnicama. Povrsina nosne $upljine iznosi oko 150 cm” a volumen oko 15 ml. Obje
nosne Supljine podijeljene su u tri podruja: predvorje nosa te respiratorno i
olfaktorno podrucje. Predvorje je prednji, proSireni dio nosne Supljine. Koza s vanjske
povrsine nosa ulazi u nosnice i oblaze prednji dio predvorja. Na unutrasnjoj povrsini
nosa nalaze se Zlijezde znojnice 1 lojnice te kratke, zadebljane dlacice (vibressae),
koje imaju ulogu zaustavljanja vecih Cestica iz udahnutog zraka. U predvorju epitel
gubi svoj oroznjeni sloj i na prijelazu u nosne Supljine prelazi u respiratorni epitel
(Slika 2.) koji se sastoji od Cetiri vrste stanica: cilindri¢ne stanice s trepetljikama,

cekinjaste stanice, vrcaste te bazalnih stanice.
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Slika 2. Shematski prikaz grade respiratorne sluznice nosne Supljine: (a) sloj sluzi, (b)
cilindri¢ne stanice s trepetljikama, (c) vréaste stanice, (d) bazalne stanice, (e) bazalna

membrana, (f) splet kapilara (Mathison i sur, 1998).

Bazalne stanice su male okrugle stanice koje leze na bazalnoj membrani koja
se nalazi iznad laminae propriae, ali se ne protezu do luminalne povrSine epitela.
Otprilike 15-20% povrSine respiratornih stanica prekriveno je slojem trepetljika
duzine 2 — 4 um, koje se pokrecu koordinirano frekvencijom 10-20 Hz (Edsman i
Hiagerstorm, 2005; Ugwoke 1 sur., 2005), pomicuci sloj mucina po povrsini sluznice
prema zdrijelu. Cekinjaste stanice pokrivene su sa oko 300 mikrovila po stanici koje
znacajno povecavaju povrSinu stanica, Sto olakSava medustani¢ni transport
supstancija i vode. Vrcaste stanice nalaze se izmedu cilindri¢nih stanica te luce sluz
(mucus) koja oblaze epitel. Sloj mucina uz povrsinu stanica je nize viskoznosti, dok je
sloj u kojeg su uronjeni vrhovi trepetljika znacajno viskozniji.

Epitelne stanice su medusobno vrlo ¢vrsto povezane medustaniCnim
spojevima. Cvrsti spojevi (zonula occludens) nalaze se pri samom vrhu stanice.
Osnovna funkcija ¢vrstih spojeva je stvaranje barijere koja sprjeCava protok tvari
izmedu epitelnih stanica u bilo kojem smjeru. U respiratornom epitelu postoji jos
jedna vrsta medustani¢nog spoja, a to je zonula adherens. Taj spoj okruzuje stanicu
poput pojasa, a smatra se da sluzi povezivanju susjednih stanica. VaZna osobina ovog
spoja je prisutnost brojnih aktinskih mikrofilamenata koji potjecu od zavr$ne mreZice
koja se nalazi u apikalnom dijelu citoplazme. Smatra se da zavrSna mrezica osigurava
odredenu ¢vrstocu vrha stanice. Treca vrsta medustani¢nih spojeva u respiratornom
epitelu su dezmosomi (macula adherens) koji osiguravaju c¢vrstu vezu medu

susjednim stanicama u viSeslojnom epitelu.



Cvrsti spojevi ograni¢avaju permeabilnost molekula s hidrodinamskim
radijusom ve¢im od 3.6 A, a u potpunosti su nepropusni za molekule s
hidrodinamskim radijusom ve¢im od 15 A. Tesko je povezati hidrodinamski radijus
molekule s njenom molekularnom masom, narocito u slucaju peptida i proteina, jer
njihov oblik zavisi o fizikalno-kemijskim karakteristikama medija te o sekundarnoj i
tercijarnoj strukturi molekule. Prema literaturnim podacima, transport molekula
molekularne mase vece od 100 Da kroz ¢vrste medustanicne spojeve je veoma
ograni¢en (Illum 2003).

Respiratorno podrucje nosne Supljine je dobro prokrvljeno gustom mrezom
kapilara u lamini densi. Arterijska cirkulacija se odvija putem karotidnih arterija, a
venska cirkulacija se odvija putem sphenopalatalnog foramena ili putem gornje

oftalmicke vene, dok se krv iz prednjih dijelova nosa odvodi putem facijalnih vena.

Slika 3. Shematski prikaz grade olfaktorne sluznice nosne Supljine: (a) sloj mucina,
(b) receptorske cilije, (c) olfaktorni neuroni, (d) potporne stanice, () bazalne stanice,
(f) bazalna membrana, (g) lamina propria, (h) Bowmanova zlijezda, (i) snopovi

neurona (fila olfactoria) i (j) Schwannove stanice (Mathison 1 sur, 1998).



Njusni receptori nalaze se u njusnom (olfaktornom) epitelu, koji prekriva
specijalizirani dio sluznice u krovu nosne Supljine (Slika 3.). U ¢ovjeka to podrucje
zauzima povr$inu oko 10 cm?’, debljine oko 100 pm. Buduéi da se olfaktorno
podru¢je nalazi iznad puta protoka zraka, mirisi dolaze do osjetilnih receptora
procesom difuzije. Postupak udisanja pospjesuje difuziju uzrokujuéi vrtloZenje
zraka unutar nosne Supljine prema gore, te veci postotak molekula dolazi u kontakt s
receptorskim neuronima. Olfaktorni epitel je viSeredni cilindri¢ni epitel sastavljen
od 3 vrste stanica. Potporne stanice su u gornjem dijelu Siroke, cilindri¢ne, a prema
bazi se suzavaju. Na slobodnoj povrSini imaju mikrovile uronjene u tekuci sloj
nastao izlu¢ivanjem mukoznog i seroznog sekreta, koji pokriva cijelu povrSinu
epitela. Dobro razvijeni spojni kompleksi povezuju potporne stanice sa susjednim
njusnim stanicama. Bazalne stanice su malene, okrugle i tvore jedan sloj u
bazalnom dijelu epitela. Izmedu bazalnih 1 potpornih stanica nalaze se njusne
stanice. To su bipolarni neuroni, kojima jezgre leze nize od jezgara potpornih
stanica. Njihovi tanki apikalni kraj zavrSava zadebljanjem, s kojeg polazi 6-20
dugackih i1 nepokretnih cilija. One se smatraju neposrednim receptorima, koje
reagiraju na mirisne tvari stvaranjem receptorskog potencijala te znacajno
povecavaju receptorsku povrSinu. Aferentni aksoni njusnih stanica su
nemijelinizirani te prolaze kroz bazalnu membranu i udruzuju se u snopove koji su
smjesteni u lamini proprii. Aksoni su oblozeni glija stanicama (Schwannove stanice)
1 s kolagenom tvore nervne fascije (fila olfactoria) koje prolaze kroz laminu propriu
te ulaze u kranijalnu Supljinu kroz male otvore na reSetkastoj plo¢i etmoidne kosti.
Snopovi ziv€anih vlakana prolaze kroz povrSinu olfaktornog bulbusa, te tvore
sinapse sa mitralnim dendritima ili ostalim neuralnim strukturama u glomerulu
bulbusa. Osjetilni neuroni, zahvaljuju¢i svojoj anatomskoj organizaciji, su u
direktnom kontaktu s mirisnim tvarima, no izloZzene su i ostalim sastojcima
udahnutog zraka koji obuhvacaju razliCite kemikalije te virusne i bakterijske
patogene. Stoga olfaktorni neuroni imaju relativno kratak vijek trajanja, od 30 do 90
dana. UniSteni neuroni zamjenjuju s€ novim senzornim neuronima, a neurogeneza
karakteristicna za olfaktorni epitel nije uofena u ostalim dijelovima ziv€anog
sustava odrasle osobe.

U submukozi olfaktornog epitela su smjestene i alveole Bowmanovih zlijezda

te krvne 1 limfne zile. Opskrba krvlju olfaktornog podrucja odvija se putem gornjih 1



doljnjih etmoidnih ogranaka oftalmicke arterije. Venska drenaza odvija se na isti

nacin kao 1 u ostatku nosne Supljine (Mathison i sur. 1998; Illum 2004).

1.2. Putovi transporta lijeka iz nosne Supljine u sredisnji Zivcani sustav

Mnogobrojna ispitivanja na animalnim modelima dokazuju da se veliki broj
lijekova nakon nazalne primjene transportira u SZS te se postizu vise koncentracije u
CST i olfaktornom bulbusu nego nakon intravenske primjene. U nekim sluc¢ajevima,
zabiljezen je transport molekule lijeka i do parenhima mozga. Taj popis obuhvaca
cefaleksin (Sakane i sur., 1991%), sulfonamide (Sakane i sur., 1991b; Sakane 1 sur.,
1994), kokain (Javard i1 Davis, 1993; Chow i sur., 1999) zidovudin (Seki i sur., 1994),
antihistaminike (Chou 1 Donovan, 1998; Kandimalla i Donovan, 2005),
dihidroergotamin (Wang i sur., 1998), razli¢ite lokalne anestetike (Chou i Donovan,
1998), propranolol (Einer-Jensen i Larsen, 2000), razli¢ite alkilne ester L-dope (Kao i
sur., 2000), dopamin (Dahlin i sur., 2001), benzilekognin (Chow i sur., 2001),
sumatriptan i naratriptan (Einer-Jensen i sur., 2001), melatonin (van den Berg i sur.,
2004%), estradiol i progesteron (van den Berg i sur., 2004b) te morfin (Westin 1 sur.,
2005).

Nakon nazalne primjene, lijek koji nije enzimatski razgraden ili uklonjen iz
nosne Supljine mukocilijarnim sustavom ¢iS¢enja, prolazi nazalnu membranu i brzo se
apsorbira u sistemsku cirkulaciju. Apsorpcija u sistemsku cirkulaciju odvija se
uglavnom u respiratornom podrucju sluznice nosa, koje je dobro prokrvljeno.
Bioraspolozivost lipofilnih lijekova nakon nazalne primjene je uglavnom potpuna.
Nakon apsorpcije u sistemsku cirkulaciju, lijek se zavisno o svojim karakteristikama
transportira kroz krvno-mozdanu barijeru ili podlijeze eliminaciji. Za lipofilne
molekule niske molekularne mase, transport kroz krvno mozdanu barijeru odvija se
procesom pasivne difuzije, dok se neke makromolekule kao $to su inzulin, transferin i
albumin transportiraju specifiénim transportnim mehanizmima (Mathison i sur., 1998;
[lum, 2000; Illum 2004).

Poznato je da razli¢iti neurotropni virusi ulaze u receptorske stanice olfaktorne
sluznice nosne Supljine te se transportiraju u SZS putem olfaktornog Zivca (Mathison i

sur., 1998). Aksonalni transport putem olfaktornog zivca dokazan je i za razliCite



markere, kao $to su Cestice koloidnog zlata, aluminijev laktat te peroksidaza hrena, pri
¢emu se ulazak markera u stanicu neurona odvija pomoc¢u endocitoze ili pinocitoze te
se transportira intracelularnim aksonalnim transportom u olfaktorni bulbus (Mathison
1 sur., 1998). Smatra se da je aksonalni transport posljedica citoplazmatskog toka.
Takav transport je vrlo spor te se njime ne moZze objasniti brzi transport malih
lipofilnih molekula (Sakane i sur., 1991%; Wang i sur., 1998; Chow i sur., 2001) te
nekih proteina (Gizurarson i sur., 1997; Thorne i sur., 2004) iz nosne $upljine u SZS.

Novija istrazivanja ukazuju da se brz transport iz nosne Supljine moze pripisati
apsorpciji putem olfaktorne sluznice, tzv. perineuralnim putem apsorpcije (Mathison i
sur. 1998; Illum 2003). Perineuralni put apsorpcije ukljucuje transport lijekova kroz
medustani¢ne veze izmedu olfaktornih neurona i potpornih stanica ili transport kroz
medustanicne veze izmedu potpornih stanica i Bowmanovih Zlijezda do bazalne
membrane. Nakon prolaska kroz bazalnu membranu, lijek ulazi u laminu propriu,
odakle se transportira prema SZS kroz perineuralni prostor koji okruzuje njusni Zivac
na mjestu prolaska kroz otvore na etmoidnoj kosti. Transport lipofilnih lijekova do
bazalne membrane odvija se kroz epitelne stanice (transcelularno) do submukoze
odakle se ovi lijekovi transportiraju do perineuralnog prostora. Perineuralni transport
lijeka iz nosne $upljine u SZS osim njusnog Zivca ukljuduje i Zivce koji se nalaze u
blizini nosne Supljine, kao §to je trigeminalni zivac (Mathison i sur., 1998; Thorne i
sur., 2004).

Lijek koji se putem olfaktorne sluznice apsorbirao do razine lamine propriae
mozZe se transportirati u SZS i putem limfnog sustava sve do cervikalnih limfnih
¢vorova (Thorne i sur., 2004).

Transport lijekova niske molekularne mase iz nosne $upljine do SZS zavisi o
fizikalno kemijskim svojstvima molekule lijeka. Apsorpcija kokaina nakon nazalne
primjene je vrlo brza te rezultira pojavom euforije 3 do 5 minuta nakon primjene.
Takav ucinak pripisuje se postojanju izravnog puta apsorpcije kokaina iz nosne
Supljine u tkivo mozga te njegovom nakupljanju u odredenim dijelovima mozga
(Chow i sur., 1999). Javard i Davis (1993) pratili su koncentracije kokaina u serumu i
pojedinim dijelovima mozga nakon intraperitonealne primjene kokaina Stakorima.
Ustanovljeno je da je brzina apsorpcije kokaina nakon intraperitonalne primjene
slicna onoj kao u ljudi nakon nazalne primjene. Maksimalna koncentracija kokaina u
tkivu mozga postize se 10 minuta nakon primjene. Intraperitonealnom primjenom ne

dolazi do selektivnog nakupljanja kokaina u pojedinim dijelovima mozga. Do sli¢nih



rezultata dosli su Chow 1 sur. (1999) pratec¢i koncentraciju kokaina u mozgu Stakora
nakon nazalne i intravenske primjene. Dokazali su da je nakon nazalne primjene
apsorpcija kokaina bila brza te je uoCena selektivna distribucija kokaina u tkivu
mozga. Maksimalna koncentracije kokaina nadena je u olfaktornom bulbusu, a nize
koncentracije u olfaktornom traktu i1 ostatku mozga. Minutu nakon primjene,
koncentracija kokaina u olfaktornom bulbusu bila je 3 puta visa u usporedbi s
koncentracijom nakon intravenske primjene. Nakon toga nema razlike u koncentraciji
kokaina primijenjenog nazalno ili intravenski. Autori zakljucuju da se kokain
transportira u tkivo mozga uglavnom apsorpcijom u sistemsku cirkulaciju nakon koje
slijedi prolazak lijeka kroz krvno mozdanu barijeru, a tek manjim dijelom izravnim
transportom, u kratkom vremenu nakon nazalne primjene. Transport sumatriptana i
naratriptana iz nosne $upljine u SZS odvija se istim mehanizmom (Einer-Jensen i sur.,
2001), te je nazalnom i parenteralnom primjenom bioraspolozivost oba lijeka u CST
jednaka.

U sluc¢aju benzoilekognina, dobiveni su drugaciji podaci (Chow i sur., 2001).
Pratio se omjer povrSina ispod krivulje (AUC) koja prikazuje ovisnost koncentracije
lijeka u CST, odnosno plazmi o vremenu, pri nazalnoj i intravenskoj primjeni.
Nazalnom primjenom benzoilekognina omjer AUC,iakiomoi butbus/ AUCplama je 10 do
100 puta veci u usporedbi s intravenskom primjenom jednake doze lijeka. Specifi¢no
nakupljanje lijeka nakon nazalne primjene uoceno je 1 u drugim dijelovima mozga,
kao Sto su mali mozak, mozdano deblo i kora mozga. Nadalje, nazalnom primjenom
lijeka, koncentracija benzoilekognina u olfaktornom bulbusu je rasla brze u odnosu na
koncentraciju lijeka u plazmi. Ti podaci ukazuju da se benzoilekognin transportira
izravno iz nosne Supljine u tkivo mozga, a visoke koncentracije lijeka u tkivu mozga
su zadrZane kroz dulji vremenski period.

Razlike u apsorpciji kokaina i benzoilekognina pripisuju se fizikalno
kemijskim karakteristikama lijekova. Kokain je znacajno lipofilniji u odnosu na
bezoilekognin (koeficijent raspodjele kokaina 1 benzoilekognina u sustavu
oktanol/fosfatni pufer (pH-vrijednost 7.4) iznose 7.6, odnosno 0.15). To je razlog brze
apsorpcije kokaina u sistemsku cirkulaciju. Sistemska apsorpcija benzoilekognina je
takoder potpuna, no odvija je znacajno sporije (konstante apsorpcije nazalno
primijenjenog kokaina i benzoilekognina iznose 0.306, odnosno 0.086 min™). Zbog
sporije nazalne apsorpcije, veci dio doze benzoilekognina zaostaje u nosnoj Supljini te

je raspoloziv za izravnu apsorpciju u tkivo mozga. Znacajno viSe koncentracije



benzoilekognina u tkivu mozga nakon nazalne primjene lijeka posljedica su izravnog
transporta lijeka iz nosne Supljine u SZS, dok slabi prolaz lijeka kroz krvno-mozdanu
barijeru dodatno usporava eliminaciju benzoilekognina iz SZS.

Nazalna primjena dopamina rezultira znacajno vis§im koncentracijama lijeka u
olfaktornom bulbusu i u CST u usporedbi s intravenskom primjenom (Dahlin i sur.,
2001). Nepromijenjeni dopamin se transportira olfaktornim putem do olfaktornog
bulbusa kroz 30 minuta nakon primjene, a iz olfaktornog bulbusa transportira se u
viSe mozdane strukture. Nazalnom primjenom je sistemska apsorpcija dopamina
zna¢ajno smanjena, a time se smanjuje i nezeljeno djelovanje dopamina na perifernim
organima.

Nazalnom primjenom alkilnih estera L-dope apsorpcija lijeka u sistemsku
cirkulaciju je brza i kompletna (Kao i1 sur., 2000). U plazmi se lijekovi brzo
biotransformiraju u farmakoloski aktivnhu L-dopu, dok je nastajanje dopamina, koji
uzrokuje nezeljene ucinke na perifernim organima, zanemarivo. Nazalnom primjenom
butilnog estera L-dope bioraspolozivost L-dope u CST je znatno poboljSana u odnosu
na intravenski primijenjen prolijek. Rezultati ukazuju da nazalna primjena hidrofilnih
prolijekova L-dope u terapiji Parkinsonove bolesti moZe imati prednosti kao Sto je
povecana bioraspolozivost lijeka, smanjenje ucestalosti nuspojava te direktan
transport lijeka u SZS.

Apsorpcija estrogena 1 progesterona nazalnom primjenom je brza, a
bioraspolozivost je odgovara intravenskoj primjeni ¢etverostruko nizih doza (van den
Berg i sur., 2004°). Maksimalne koncentracije lijekova u CST i plazmi postizu se 15
minuta nakon nazalne primjene. Vrijednosti omjera AUCcst/AUCp1azma za estradiol i
progesteron su podjednake, bez obzira na nacin primjene. Nazalnom primjenom
estradiol 1 progesteron se brzo apsorbiraju u plazmatsku cirkulaciju, odakle hormoni
koji nisu vezani na proteine plazme ulaze u CST prelaze¢i krvno mozdanu barijeru.
Rezultati ispitivanja ne ukazuju na izravan transport ovih lijekova iz nosne Supljine u
SZS.

Lipofilnost molekule lijeka je jedan od kljuénih parametara koji odreduje
apsorpciju lijeka iz nosne Supljine u CST i/ili tkivo mozga. Sakane i sur. (1991%)
ispitivali su utjecaj lipofilnosti molekule lijeka na transport iz nosne Supljine u CST.
Ispitivanje je obuhvatilo niz sulfonamida: sulfanilnu kiselinu, sulfameizol,
sulfizoksazol 1 sulfizomidin ¢ije vrijednosti koeficijenta razdjeljenja u sustavu

izoamilni alkohol/fosfatni pufer iznose 0.012, 0.250, 0.261, odnosno 0.892.



Usporedivale su se koncentracije lijekova u CST nazalnom primjenom i intravenskom
primjenom iste doze lijeka. Dok su nazalnom primjenom koncentracije lijekova u
plazmi bile su znacajno nize od onih dobivenih intravenskom primjenom lijeka,
koncentracije lijekova u CST su bile znafajno viSe nakon nazalne primjene.
Koncentracija pojedinog sulfonamida odredenog u CST bila je u korelaciji s
lipofilnos¢u molekule lijeka.

Chou 1 Donovan (1998) ispitivali su distribuciju niza lokalnih anestetika u
CST nakon nazalne primjene. Niz je uklju€ivao hidrokloride prokaina, lidokaina,
tetrakaina 1 bupivakaina C¢ije vrijednosti koeficijenta razdjeljenja u sustavu
oktanol/voda iznose -0.092, 1.55, 2.18, odnosno 2.22. Dokazali su da bioraspolozivost
lijeka nazalnom primjenom ovisi o lipofilnosti molekule lijeka. Zbog niske
lipofilnosti, apsolutna nazalna bioraspoloZivost prokaina iznosila je 43%. Za
lipofilnije lokalne anestetike, nazalna bioraspolozivost iznosila je 100% u odnosu na
intraarterijsku primjenu. Omjeri AUCcst nakon nazalne i intraarterijske primjene
lijekova slijede niz: tetrakain > bupivakain > lidokain > prokain, $to je u korelaciji s
vrijednostima koeficijenta raspodjele molekule lijeka u sustavu oktanol/voda.

Vazan ¢imbenik koji utjece na transport lijekova iz nosne Supljine u CST i/ili
tkivo mozga je ionizacija molekule. Sakane i sur. (1994) ispitivali su utjecaj stupnja
disocijacije sulfizomidina, lijeka s pK,-vrijednos¢u 7.5, na transport u CST kod
Stakora. Lijek je primijenjen nazalno u medijima razli¢itih pH-vrijednosti u rasponu
od 5.5 do 9.4. Istovremeno, kao kontrola, lijek je primijenjen intravenski. Dokazano je
da se stupanj apsorpcije sulfizomidina u sistemsku cirkulaciju, kao 1 transport lijeka u
CST smanjuje s porastom udjela ioniziranih molekula lijeka zavisno o pH-vrijednosti
sustava.

Utjecaj molekularne mase lijeka na transport lijeka iz nosne Supljine u CST
kod Stakora, ispitan je primjenom dekstrina razli¢itih molekularnih masa (4400 — 40
500 Da) obiljezenih fluorescin-izocijanidom (Sakane i sur., 1995). Ispitivanja su
pokazala da se lijekovi molekularne mase do 20 000 Da mogu transportirati iz nosne
Supljine do CST, a koncentracija lijeka u CST je obrnuto proporcionalna njegovoj
molekularnoj masi. Transport molekula visoke molekularne mase ogranicen je
veli¢inom  medustaniénih ~ prostora  olfaktorne  sluznice. = Koncentracije
visokomolekularnih markera u CST nakon nazalne primjene su znac¢ajno nize nego

kod lijekova niske molekularne mase (0.01 — 0.1%).
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Ispitivanja pokazuju da se radioaktivno obiljezeni inzulin nazalnom
primjenom brzo transportira u olfaktorni bulbus (tijekom 10 min), dok intravenskom
primjenom ne dolazi do zna¢ajnog transporta radioaktivno obiljezenog inzulina u SZS
(Gizurarson i sur., 1997).

Nazalna primjena razlicitih peptida ima veliki potencijal u lije€enju razlic¢itih
neurodegenerativnih bolesti. Dokazano je da nazalna primjena inzulinu sli¢ne
molekule faktora rasta rezultira zna¢ajnim smanjenjem obujma oSteCenja mozdanog
tkiva te poboljSanjem neuroloskih funkcija nakon mozdanog inzulta u Stakora (Liu i
sur., 2001). Nazalno primijenjeni faktor rasta transportira se ekstracelularnim putem
kroz olfaktorni i trigeminalni zivac, pri ¢emu zaobilazi krvno mozdanu barijeru te
brzo ostvaruje bioloske ucinke u mozgu i kraljeznickoj mozdini (Thorne i sur., 2004).

Istim putem transportira se 1 interferon beta (Ross 1 sur., 2004), pri ¢emu se
nazalnom primjenom §takorima ostvaruje 88-98% veée koncentracije peptida u SZS
te 100-1650% nize koncentracije peptida u perifernim organima u usporedbi s
intravenskom primjenom. Nazalno primijenjen, interferon beta dolazi u SZS
nepromijenjen te ostvaruje svoj farmakodinamski u¢inak na INF; receptoru. Zbog
svog imunomodulacijskog ucinka, interferon beta je pogodan za lijecenje neuroloskih
bolesti kao S$to je multipla skleroza i Alzheimerova bolest. Da bi postigao
djelotvornost, lijek mora pro¢i krvno mozdanu barijeru. Primijenjen parenteralno,
interferon beta ne prolazi krvno-mozdanu barijeru stoga nazalna primjena pruza
mogucnost neinvazivne terapije interferonom beta.

Transport lijeka iz nosne Supljine u tkivo mozga najviSe se ispituje na
animalnim modelima, i to naj¢es¢e na Stakorima (Illum, 2000). Olfaktorni epitel u
glodavaca zauzima relativno veliki udio povrSine sluznice nosa (oko 50%), te se stoga
rezultati ispitivanja dobiveni na animalnim modelima ne mogu direktno preslikati na
covjeka, kod kojeg olfaktorno podru¢je zauzima samo 3-5% povrSine nazalne
sluznice. Ispitivanjem transporta lijeka iz nosne Supljine u CST i/ili tkivo mozga u
ljudi, Cesto nije moguce odrediti brzinu transporta te koncentracije lijeka u CST i/ili
tkivu mozga, ve¢ se prate farmakodinamski uéinci lijeka na SZS.

U brojnim klinickim ispitivanjima, istraZzen je ucinak razli¢itih polipeptida,
kao §to su adenokortikotropin (Smolnik i sur., 1999), inzulin (Kern i sur., 1999) te
kolecistokinin-8 (Pietrovsky 1 sur., 2001), na kognitivne sposobnosti pacijenata.
Polipeptidi su primijenjeni nazalno te intravenski kao kontrola. Rezultati ukazuju da

je ucinak polipeptida na kognitivne sposobnosti ispitanika izraZeniji nazalnom
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primjenom u odnosu na intravensku primjenu, Sto ukazuje na izravan transport
ispitivanih peptida iz nosne $upljine u SZS i u ljudskom organizmu (Illum, 2000).

Melanokortin, vazopresin i1 inzulin primijenjeni nazalno ljudima se brzo
transportiraju u CST, gdje njihova koncentracija ostaje zna¢ajno poviSena u odnosu na
fiziolosku razinu tijekom 80 minuta, te se vrijednosti koncentracije peptida znacajno
razlikuju od skupine pacijenata koji su primili placebo (Born i sur., 2002). Pri tome,
nije doSlo do promjene koncentracije peptida u plazmi, a razina glukoze u plazmi nije
se promijenila nakon nazalne primjene inzulina. Ovi podaci ukazuju na postojanje
izravnog transporta peptida iz nosne 3upljine u SZS ljudi, pri ¢emu se zaobilazi
sistemska cirkulacija.

Ucinkovitost nazalne primjene lidokaina na terapiju migrene s aurom ispitana
je u dvostruko-slijepom, kriznom ispitivanju koje je ukljucivalo 81 bolesnika (Maizels
i sur., 1996). Smatra se da je mjesto djelovanja lidokaina sfenopalatalni ganglij u SZS,
koji ima klju¢nu ulogu u razvoju simptoma migrene. Rezultati ispitivanja su pokazali
da nazalna primjena lidokaina rezultira brzim prestankom simptoma migrene u 55 %
pacijenata, $to neposredno ukazuje na klini¢ki znaGajan transport lijeka u SZS
nazalnom primjenom. Nazalna primjena lidokaina pokazala se uspjeSnom u
dugotrajnoj terapiji migrene s aurom (Maizels, 1999).

Nazalna primjena angiotenzina II rezultirala je jednakim profilom
koncentracija lijeka u plazmi kao i intravenska primjena, no farmakodinamski ucinci
lijeka bili su razli¢iti (Derad 1 sur., 1998). Intravenska primjena angiotezina II
uzrokuje trenutni porast vrijednosti krvnog tlaka, koji ostaje povisen do 3 sata nakon
primjene, dok se nazalnom primjenom krvni tlak brzo smanjuje na pocetnu razinu.
Takoder, nazalnom primjenom angiotenzina II koncentracije vazopresina u plazmi
bile su znacajno vise u odnosu na vrijednosti nakon intravenske primjene lijeka. Sli¢ni
ucinci angiotenzina Il zabiljezeni su i kod Zivotinja intracerebroventrikularnom
primjenom, §to ukazuje na izravan u¢inak angiotenzina II na SZS nakon nazalne
primjene.

Lindhardt i sur. (2001) pratili su u¢inak nazalno primijenjenog diazepama na
oblik encefalograma i plazmatsku koncentraciju lijeka u pacijenata oboljelih od
epilepsije. Bioraspolozivost nakon nazalne primjene 4 i 7 mg diazepama iznosila je
45, odnosno 47% u odnosu na intravensku primjenu. Promjene na encefalogramu

ukazuju da je nazalnom primjenom diazepama mogucée ostvariti transport klinicki
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u¢inkovite doze lijeka u SZS, te se ova primjena moze koristiti u tretmanu akutnog
napada epilepsije.

Merkus 1 suradnici (2003) pratili su koncentraciju melatonina (lipofilna
molekula, My, 232) i1 hidroksikobalamina (hidrofilna molekula, My, 1346) u plazmi i
CST nakon nazalne i intravenske primjene ovih lijekova ljudima. Nazalna primjena
melatonina i cijanokobalamina rezultira brzom apsorpcijom lijekova u sistemsku
cirkulaciju 1 CST. S obzirom na postignute koncentracije lijekova u CST nazalnom 1
intravenskom primjenom, autori zakljuuju da nema dokaza o izravnom transportu
melatonina i cijanokobalamina iz nosne Supljine u CST. No valja napomenuti da su
koncentracije melatonina i hidroksikobalamina u CST bile podjednake bez obzira na
na¢in primjene. Stoga se moze zakljuciti da je nazalna primjena prikladan 1

neinvazivan naéin lije¢enja lijekovima ¢&ije je mjesto djelovanja u SZS.

1.3. Mukoadhezivni polimeri u nazalnoj primjeni lijekova

Respiratorno i olfaktorno podrucje nosne Supljine prekriveno je slojem sluzi,
koja se sastoji od vode (oko 95%), glikoproteina i lipida (od 0.5 do 5%), mineralnih
soli (od 0.5 do 1%) te slobodnih proteina u koli¢ini oko 1% (Khanwilkar i sur., 2001).
Sastav sluzi mijenja se zavisno o patoloSkim stanjima sluznice. Prilikom prehlada
dolazi do hipersekrecije sluzi ¢ime se mijenja njen proteinski sastav, a najcesce
prisutni proteini su IgA imunoglobulini, albumin, laktoferin 1 lizozim, koji su nastali u
samom diSnom sustavu. Takoder i sastav lipidne komponente sluzi varira zavisno o
patoloSkim stanjima sluznice. Lipidi prisutni u sluzi su slobodne masne kiseline,
trigliceridi, kolesterol i fosfolipidi. Prisustvo lipidne komponente odgovorno je za
povrsinsku aktivnost sloja mucina. PovrSinska aktivnost moze imati znacajan utjecaj
na stabilnost i/ili permeabilnost tvari dispergiranih u sluzi (Ugwoke 1 sur., 2005).

Mucin je glavni sastojak sluzi, a nalazimo ga u dva oblika: sekretorni mucin
koji je u topljivom obliku te netopljivi mucin vezan na membrane. Zbog svoje velike
molekularne mase te sposobnosti da tvori intermolekularne disulfidne veze sekretorni
mucin tvori viskozan gel. Membranski vezani mucin razlikuje se od sekretornog

mucina po tome $to sadrzi hidrofobne domene preko kojih se veze na plazmatske
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membrane te ne tvori intramolekularne disulfidne veze. Zbog toga je sloj mucina u
kontaktu s tkivom sluznice manje viskozan.

Mucin je glikoproteinska makromolekula kod koje 10 do 30% mase otpada na
proteinsku jezgru, a ostatak ¢ine oligosaharidni lanci vezani putem o-glikozidnih veza
na protein. Proteinska komponenta molekule mucina uglavnom je gradena od
aminokiselina kao $to su serin, treonin, alanin, glicin i prolin, dok su aromatske
aminokiseline manje zastupljene. Oligosaharidni lanci gradeni su od 2 do 15 Se¢ernih
jedinica, a mogu biti i razgranate strukture. Naj¢eSce zastupljeni monosaharidi su N-
acetilgalaktozamin, N-acetilglukozamin, galaktoza, fukoza 1 sijalinska kiselina.
Prisutnost sijalinske kiseline i1 sulfatnih ostataka doprinosi negativnhom naboju
molekule mucina (Khanwilkar i sur., 2001).

Debljina sloja sluzi u nosnoj Supljini iznosi oko 5 um. Sloj sluzi prekriva tkivo
sluznice te joj pruza fizicku i enzimsku zastitu od nepovoljnih ¢imbenika iz okoline,
odrzava njenu vlaznost, te djeluje kao adheziv koji sprecava ulazak alergena,
bakterija, virusa i/ili toksina u nize dijelove diSnog sustava. Takve tvari ostaju
pri¢vrséene na povrsini ili se otapaju u sloju sluzi te se djelovanjem cilija epitelnih
stanica transportiraju prema nazofaringsu i1 dalje u gastrointestinalni trakt. Ovaj
mehanizam naziva se mukocilijarni klirens. Prosjecna brzina mukocilijarnog klirensa
iznosi oko 6 mm/min. Odrzavanje optimalnog mukoadhezivnog klirensa vazno je u
preventivi infekcija respiratornog sustava. Na mukocilijarni klirens utjecu razliciti
¢imbenici iz okoline te patoloska stanja nosne sluznice. Temperatura ispod ili iznad
23°C, udisanje sumporovog dioksida ili dima cigarete umanjuje ucinkovitost
mukocilijarnog klirensa. Patoloska stanja kao $to je Kartagenerov i Sjorgensov
sindrom, astma, nazalna polipoza, defekti septuma, rinitis, alergije, prehlade i
sinusitisi mijenjaju mukocilijarni klirens zbog utjecaja na frekvenciju cilijarnog
gibanja 1/ili reoloska svojstva sloja sluzi. Patoloska stanja i utjecaj ¢imbenika okoline
utjecat ¢e 1 na ucinkovitost terapijskih sustava za nazalnu primjenu $to treba uzeti u
obzir tijekom njihove formulacije (Ugwoke i sur., 2005).

U otopini, mucin stvara velike molekularne agregate. Postoji viSe teorija koje
objasnjavaju strukturu agregata. Smatra se da su za tercijarnu strukturu molekule
mucina odgovorne nekovalentne, intermolekularne veze izmedu karboksilnih skupina
polisaharidnih ogranaka te intermolekularne disulfidne veze. Takoder, dolazi do

medusobne interakcije susjednih lanaca molekule mucina. Time se lanci mucina
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medusobno povezuju i produzuju te nastaje kompleksna struktura slicna patentnom
zatvaraCu koja predstavlja prepreku transportu molekula lijeka do povrSine sluznice,
tj. mjesta apsorpcije. Transport lijekova kroz sloj mucina kontroliran je difuzijom.
Dokazano je da male neutralne molekule difundiraju brzo kroz sloj sluzi te se na
povrsini sluznice apsorbiraju. Mikrocestice 1 liposomi s uklopljenim lijekovima
takoder imaju dobra transportna svojstva te dolaze do povrSine epitela u intaktnom
obliku. Veli¢ina, svojstva mocenja i povrsinski naboj ¢estica su ¢imbenici koji utjecu
na transport lijekova kroz sloj mucina. Interakcije izmedu polimera koriStenih u
oblikovanju mikrocestica i lijeka s mucinom i/ili mukoznim tkivom su kompleksne i
do sada nisu u potpunosti razjasnjenje. Bolje poznavanje i razumijevanje takvih
interakcija omogucilo bi izbjegavanje problema kao Sto je niska bioraspolozivost
lijekova te njihovo iskoriStavanje u poboljSanju transporta lijeka kroz sloj sluzi.
Promjene svojstava ljekovitog oblika u smislu variranja povrSinske pH-vrijednosti,
ionske jakosti, vrste polimera, povrSinskog naboja mikrocestica i sl. mogle bi utjecati
na gel strukturu sloja mucina, $to bi moglo dovesti do povecanja bioraspolozivoti
nazalno primijenjenog lijeka (Khanvilkar i sur., 2001; Ugwoke i sur., 2005).

Zbog mukocilijarnog c¢iS¢enja ograniceno je vrijeme zadrzavanja lijeka na
mjestu primjene Sto znacajno moze smanjiti bioraspolozivost. Dokazano je da
poluvrijeme klirensa nazalno primijenjene otopine lijeka iznosi 15-20 minuta (Illum,
2003). Primjenom mukoadhezivnih polimera koji usporavaju brzinu mukocilijarnog
klirensa uslijed interakcija sa sluznicom povecava se vrijeme kontakta i apsorpcije
lijeka, a time 1 bioraspoloZivost nazalno primijenjenog lijeka (Zhou i Donovan, 1996;
Soane i sur., 1999, Ugwoke i sur., 2005).

Mukoadhezivni polimeri pokazuju svojstvo prianjanja (adhezije) na mukozna
tkiva (Edsman 1 Hégerstrom, 2005). Mehanizam nastajanja adhezivne veze zavisi o
velikom broju ¢imbenika, kao $to su vrsta polimera te njegova molekularna masa,
stupanj umrezenosti i ionizacija, a ukljucuje nastanak mehanickih i kemijskih veza.

Za nastajanje adhezivne veze izmedu polimera i sluznice nosne Supljine nuzan
je bliski kontakt izmedu mukoadhezivnog polimera i sluznice koji nastaje mocenjem
(hidratacijom) mukoadhezivne povrsine i bubrenjem polimera (Edsman i Hagerstrom,
2005; Ugwoke i sur., 2005). Hidratacijom dolazi do disocijacije interpolimernih
vodikovih veza §to uzrokuje relaksaciju polimernih lanaca (bubrenje) pri cemu oni
postaju dostupni za interakciju s polisaharidnim ograncima molekule mucina.

Takoder, polisaharidni ogranci molekule mucina interpenetriraju u poroznu strukturu
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izbubrenog polimera. Nakon interpenetracije polimernih lanaca dolazi do stvaranja
slabih kemijskih veza izmedu polimera i molekule mucina $to dodatno ojaCava
adhezivnu vezu. Postoji kritican stupanj hidratacije polimera potreban za optimalnu
mukoadhezivnost. U slu¢aju nepotpune hidratacije polimerni lanci ostaju u
konformaciji klupka, pri ¢emu je oteZana njihova interpenetracija s lancima mucina.
Time skupine odgovorne za nastajanje adhezivne veze nisu dostupne za interakciju s
molekulama mucina. Prekomjerna koli¢ina vode slabi adhezivnu vezu uslijed
nastajanja viSestrukih vodikovih veza.

Utjecaj molekularne mase polimera na njegova mukoadhezivna svojstva nije
jednoznadan, ve¢ ovisi o vrsti i stupnju umrezenosti polimera. Tako je
mukoadhezivnost umrezene poliakrilne kiseline (PAA) maksimalna pri molekularnoj
masi od 1 000 kDa (Tobyn i sur.,, 1996), dok mukoadhezivna svojstva
karboksimetilceluloze (CMC) i polietilenglikola (PEG) rastu linearno s porastom
molekularne mase. Fleksibilnost i konformacija polimernih lanaca znacajno utjece na
mukoadhezivna svojstva polimera. Kod PEG-a, mukoadhezivnost raste s porastom
molekularne mase od 100 do 4 000 kDa, jer je molekula PEG linearne konformacije
te su polimerni lanci dostupni za interpenetraciju. Nasuprot tome, dekstrani
molekularne mase 19 500 kDa pokazuju slicnu mukoadhezivnost kao i oni
molekularne mase 200 kDa. Konformacija dekstranskih molekula je uzvojita, pa su
mnoge aktivne adhezivne grupe zasjenjene unutar uzvojnice 1 time nedostupne za
adheziju. Zbog takve strukture ¢eS¢e se uspostavljaju neuinkovite intramolekularne
veze, nego povrSinske intramolekularne veze koje doprinose adheziji (Gandhi i
Robinson, 1994).

Stupanj umrezenja negativno utjeCe na mukoadhezivna svojstva polimera.
Porastom stupnja umreZenja PAA (od 0.1 do 2%) slabi sila mukoadhezije uslijed
smanjenja koeficijenta difuzije, fleksibilnosti i motiliteta segmenata lanaca polimera
¢ime je reduciran udio interpenetracije (Park i Robinson, 1987). Ako se
umrezavanjem mijenja kemijska struktura polimera, do¢i ¢e do promjene
mukoadhezivnih svojstava. Transmisijskom elektronskom mikroskopijom dokazano
je da mucin ima ve¢i afinitet prema neumrezenim kitozanskim mikrocesticama u
odnosu na mikrocestice s kitozanom umrezenim dodatkom glutaraldehida (Genta i
sur., 1998). Budu¢i da glutaraldehid reagira s amino skupinama molekule kitozana,
smanjuje se broj funkcionalnih skupina polimera dostupnih za interakciju s

molekulom mucina.
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Kemijska struktura polimera odreduje vrstu interakcija izmedu polimera i
molekule mucina te utjee na svojstva bubrenja. Vodikove veze imaju znacajan
utjecaj u interakciji izmedu PAA i molekule mucina pri nizim pH-vrijednostima.
Dodatak tvari koje ometaju nastajanje vodikovih veza znacajno umanjuje
mukoadhezivna svojstva karbomera i polietilenoksida (Mortazavi 1995). KoriStenjem
atenuirane infracrvene spektroskopije s totalnom refleksijom (ATR-FTIR) dokazano
je postojanje vodikovih veza u interpenetracijskom sloju PAA i mucina (Saiano 1 sur.,
2002). Osim vodikovih veza, vaznu ulogu u interakciji polimera i molekule mucina
imaju elektrostatske interakcije te je dokazana korelacija izmedu vrijednosti zeta-
potencijala i mukoadhezivnih karakteristika polimera (Bogataj i sur., 2003, Martinac i
sur., 2005). Uoceno je da pozitivno nabijeni polimeri, kao $to su kitozani pokazuju
izrazenija mukoadhezivna svojstva u odnosu na negativno nabijene polimere kao §to
su polikarbofil i CMC. Interakcija izmedu tioliranih polimera i molekule mucina
odvija se nastajanjem kovalentnih veza (Bernkop-Schnurch i Steininger, 2000).

Novija istrazivanja ukazuju da neki mukoadhezivni polimeri kao Sto su
karbomeri 1 kitozan utjeu na propusnost sluznice uzrokuju¢i otvaranje Cvrstih
medustanicnih veza te tako olakSavaju paracelularni put apsorpcije (Junginger i
Verhoef, 1998). Smatra se da je mehanizam djelovanja u keliranju izvanstani¢énog
kalcija s karboksilnim, odnosno amino skupinama polimera $to uzrokuje
destabilizaciju proteinskih vlakana u zonuli okludens, zonuli adherens te
citoskeletnim elementima medustani¢nih spojeva pa dolazi do njihova otvaranja (Li i
sur., 2006). Ucinak tih polimera na propusnost sluznice je reverzibilan, bez

citotoksi¢nog ucinka.
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1.4. Ciklodekstrini

Ciklodekstrini su ciklicki oligosaharidi gradeni od 6, 7 ili 8 glukopiranoznih
jedinica (a-, B-, y-ciklodekstrin) vezanih a-1,4-glikozidnom vezom (Slika 4.).
Ciklodekstrini s manje od 6 glukopiranoznih jedinica ne mogu nastati zbog sterickih
razloga, a ciklodekstrini s vise od 8 glukopiranoznih jedinica nisu od znacaja u

farmaciji (Fromming i Szejtli, 1994; Uekama 2002).
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Slika 4. Strukture prirodnih ciklodekstrina (Fromming i Szejtli, 1994).

Zbog nemogucnosti slobodne rotacije oko a-1,4 veza molekule ciklodekstrina
nisu cilindri¢ne strukture (Slika 5.). Najstabilnija molekularna konfiguracija ovih
ciklickih oligosaharida je krnji stozac s centralnom Supljinom. Zbog rigidne prirode
ciklicke strukture molekule ciklodekstrina, primarne i sekundarne hidroksilne skupine
nalaze se na suprotnim stranama Supljine. Uslijed slobodne rotacije primarnih

hidroksilnih skupina smanjuje se promjer Supljine na strani primarnih hidroksilnih
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skupina. Unutrasnjost centralne Supljine molekule ciklodekstrina omedena je C-C, C-
H i C-O-C vezama (Fromming i Szejtli, 1994). Takva grada odgovorna je za
hidrofilna svojstva vanjskog dijela molekule 1 relativno dobru topljivost
ciklodekstrina u vodi te za lipofilni karakter Supljine i1 sposobnost stvaranja
inkluzijskih kompleksa s hidrofobnim molekulama (molekularno kapsuliranje).
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Slika 5. Molekularna konfiguracija ciklodekstrina (Fromming i Szejtli, 1994).

Unutar molekule ciklodekstrina nastaje prsten vodikovih veza izmedu C,-OH i
susjedne C3-OH glukopiranozne jedinice. Tako u molekuli B-ciklodekstrina nastaje 7
intramolekularnih vodikovih veza koje uzrokuju rigidnost molekule zbog cega je
topljivost B-ciklodekstrina ogranicena te iznosi 1.85 g/100 mL vode. U molekuli a-
ciklodekstrina zbog sterickih razloga nastaju samo 4 od 6 mogucih vodikovih veza pa
topljiv je y-ciklodekstrin koji je neplanarne, fleksibilnije strukture (20.6 g/100 mL
vode). Talista a-, B- 1 y-ciklodekstrina iznose izmedu 240 1 265 °C Sto je posljedica
stabilne strukture kristalne resetke.

Supstitucijom jedne od hidroksilnih skupina u molekuli B-ciklodekstrina
prekida se prsten intramolekularnih vodikovih veza te se topljivost nastalih derivata
ciklodekstrina znacajno povecava. Drugi razlog koji doprinosi poveéanju topljivosti
derivata B-ciklodekstrina je u tome Sto kemijskom modifikacijom molekule nastaje
veliki broj izomera Cime se kristalini¢ni ciklodekstrin pretvara u amorfnu smjesu
izomernih derivata. Hidrofilni derivati ciklodekstrina zna¢ajni u farmaciji obuhvacaju
metilirane, hidroksialkilirane te razgranate derivate. NajceS¢e se koriste nasumic¢no

metilirani ~ B-ciklodekstrin  (RAMEB), dimetil-B-ciklodekstrin  (DM-B-CD),
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hidroksipropil-B-ciklodekstrin (HP-B-CD) te maltozil- i1 glukozil-B-ciklodekstrin
(Loftsson i Brewster, 1996; Szente i Szejtli 1999).

Uvodenjem izrazito lipofilnih supstituenata, kao Sto su alkilne i acetilalkilne
skupine dobiven je niz lipofilnih derivata ciklodekstrina, nize topljivosti u vodi,
prikladnih za izradu pripravaka s produzenim oslobadanjem hidrofilnih lijekova te
polipeptida i proteina (Hirajama 1 Uekama, 1999). Uvodenjem ioniziraju¢ih skupina u
molekulu dobiveni su derivati ciklodekstrina ¢ija topljivost ovisi o pH-vrijednosti
medija, a medu njima su najznacajniji karboksilirani, karboksialkilirani te
alkilsulfonirani  derivati, npr.  sulfobutileter-B-ciklodekstrin ~ (SBE-B-CD).
Medusobnim umrezavanjem ili vezanjem ciklodekstrinskih molekula na polimerne
nosace dobiveni su polimeri ciklodekstrina. Polimeri nize molekularne mase, gradeni
od 5-10 ciklodekstrinskih jedinica topljivi su u vodi, a oni veée molekularne mase
bubre u vodi stvarajuéi gelove (Fromming i Szejtli, 1994).

Ciklodekstrini su u potpunosti biokompatibilni (Irie i Uekama, 1997; Uekama
i sur., 1998). Nakon oralne primjene, metaboliziraju se utjecajem crijevne mikroflore
u maltodekstrin, maltozu i glukozu, koji se ukljuuju u metabolizam ugljikohidrata te
se izlucuju u obliku CO; i vode. Moguca je topicka i oralna primjena a-, B- i y-
ciklodekstrina, te njihovih hidrofilnih derivata kao S§to su 2-hidroksipropil-p-
ciklodekstrin, sulfobutil-B-ciklodekstrin 1 maltozil-B-ciklodekstrin. Hidrofilni derivati
ciklodekstrina slabo prolaze lipofilne bioloske membrane, zbog cega imaju
zanemarivo nisku oralnu, dermalnu ili okularnu bioraspolozivost, te ne uzrokuju
lokalne iritacije i/ili kontaktne alergije. y-ciklodekstrin i hidrofilni derivati B-
cikodekstrina kao $to su 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin, sulfobutil-B-ciklodekstrin
mogu se koristiti i u parenteralnim pripravcima zbog njihove dokazane intravenozne
netoksinosti te brze eliminacije u nepromijenjenom obliku putem bubrega. [-
ciklodekstrin i njegovi metilirani derivati su neprikladni za primjenu u parenteralnim
ljekovitim oblicima, jer se PB-ciklodekstrin zbog svoje niske topljivosti talozi u
bubrezima te moze djelovati nefrotoksi¢no. Metilirani derivati B-ciklodekstrina
pokazuju detergentu slican ucinak i destabiliziraju bioloSke membrane zbog
interakcije s kolesterolom, te uzrokuju hemolizu (Fromming 1 Szejtli, 1994).

Ciklodekstrini se mogu smatrati praznim kapsulama molekularne veli€ine
(“domacin”) koje ¢e uklopiti molekulu lijeka ili neki njen dio (“gost”) (Slika 6.).

Inkluzijski kompleksi nastati ¢e sa supstancijama koje su kompatibilne s velicinom
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hidrofobne Supljine. Geometrija je odlucujuéi ¢imbenik u nastajanju ovih kompleksa.
Mogucée je takoder stvaranje kompleksa s molekulama znacajno ve¢im od centralne
Supljine. Tada se u Supljinu ciklodekstrina uklapaju neki dijelovi molekula ili njeni
pokrajnji lanci. Ako je pak molekula prevelika da se kompletno uklopi u jednu
Supljinu, mogucée je uklapanje molekule u dvije centralne Supljine. Stvaranje
kompleksa zavisiti ¢e o polarnosti molekule “gosta”. Samo molekule koje su manje

polarnosti od vode stvaraju komplekse s ciklodekstrinima.
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Slika 6. Shematski prikaz nastajanja inkluzijskog kompleksa (Fromming i Szejtli,
1994).

Ciklodekstrini formiraju inkluzijske komplekse u otopini i u ¢vrstom stanju s
velikim brojem lijekova, pri ¢emu se molekule vode smjestene u centralnoj Supljini
molekule ciklodekstrina zamjenjuju molekulom lijeka, ili ¢eS¢e samo nekim njenim
dijelom (Slika 6.). Glavna pokretacka sila nastajanja kompleksa je u oslobadanju
entalpijom bogatih molekula vode iz centralne Supljine molekule ciklodekstrina, ¢ime
se smanjuje entalpija sustava. Nastankom inkluzijskog kompleksa dolazi do van der
Waalsovih i hidrofobnih interakcija izmedu molekule gosta 1 Supljine ciklodekstrina te
u sluc¢aju nekih molekula i do nastajanja vodikovih veza, pri ¢emu se smanjuje
napetost samog prstena. Vazno je naglasiti da je proces stvaranja kompleksa
reverzibilan, narocito u vodenim otopinama gdje postoji stalna i brza izmjena izmedu
vezanog i nevezanog oblika (Fromming i Szejtli, 1994; Loftsson i Brewster, 1996).

Najcesc¢e nastaju kompleksi molarnog odnosa 1:1, no moguci su i odnosi 2:1,
1:2 ili 2:2, zavisno o molekularnoj masi molekule gosta i sterickim razlozima.
Tendenciju nastajanja kompleksa opisuje konstanta stabilnosti kompleksa, a njena

vrijednost moZe varirati od 0 M §to upucuje da molekula “gost” nema afiniteta
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prema molekuli ciklodekstrina, pa do 10000 M

Sto je do sada najvisa
eksperimentalno odredena vrijednost (Loftsson i Brewster, 1996).

Nastajanjem inkluzijskog kompleksa mijenjaju se fizikalna, kemijska 1
bioloSka svojstva uklopljene molekule lijeka. Stoga se ciklodekstrini koriste za
modifikaciju svojstava lijeka kao S$to je agregatno stanje, topljivost, brzina
oslobadanja iz ljekovitog oblika, stabilnost te bioraspolozivost. Rezultati
mnogobrojnih istrazivanja ukazuju da je kombinacija molekularnog kapsuliranja s

razli¢itim transportnim sustavima ucinkovita metoda za razvoj novih terapijskih

sustava.

1.4.1. Ciklodekstrini kao promotori nazalne apsorpcije lijekova

Transport molekula lijeka kroz bioloSke membrane uglavnom se odvija
procesom pasivne difuzije, a zavisi o permeabilnosti molekule kroz lipidni dvosloj te
o topljivosti lijeka u hidrofilnim sustavima. Da bi se molekula lijeka uspjesno
apsorbirala putem nazalne sluznice, mora imati zadovoljavajucu topljivost u vodi, ali
istovremeno 1 adekvatna lipofilna svojstva koja omogucuje permeaciju kroz lipidni
dvosloj. Molekularna masa je dodatni ¢imbenik koji ograni¢ava transport molekule
lijeka kroz lipidni dvosloj (Illum, 2003).

Nazalna apsorpcija malih lipofilnih molekula ograni¢ena je njihovom slabom
topljivos¢u u vodi. Takoder, javlja se problem uklapanja potrebne doze lijeka u
volumen prikladan za nazalnu primjenu (25-250 pL po nosnici). Zbog toga se nazalno
mogu primjenjivati niskodozirni lijekovi (do 25 mg), a ¢esto se moraju koristiti razni
sustavi kako bi se osigurala potrebna doza lijeka u volumenu prikladnom za
aplikaciju. Nazalna primjena razli¢itih organskih otapala moze uzrokovati iritaciju
nazalne sluznice (Behl i sur. 1998). Primjenom ciklodekstrina znacajno se povecava
topljivost lipofilnih lijekova uslijed nastanka inkluzijskog kompleksa. Pri tome se ne
mijenja lipofilnost molekule lijeka, odnosno svojstvo permeabilnost kroz lipofilni
dvosloj. Stvaranjem inkluzijskih kompleksa, ciklodekstrini djeluju kao nosaci
lipofilnih molekula kroz hidrofilne sustave do povrSine bioloskih membrana,
odrzavaju¢i lijek u otopljenom stanju. Na povrSini membrane dolazi do prijelaza

uklopljene molekule lijeka iz kompleksa u lipidni dvosloj. Pri tome je vazno
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napomenuti kako je inkluzijski kompleks ciklodekstrin-lijek izrazito dinamican
sustav. Pri tome se na povrsini bioloskih membrana stvara visoka koncentracija lijeka
su niskog afiniteta prema hidrofilnim molekulama ciklodekstrina koje ostaju na
vanjskoj povr§ini membrane (Masson i sur, 1999) te mogu ulaziti u interakcije s
komponentama bioloskih membrana i tako mijenjati barijernu ulogu sluznice. Budu¢i
da inkluzijski kompleksi lijek/ciklodekstrin prolaze kroz bioloSke membrane u
ograni¢enom opsegu, prevelika koli¢ina ciklodekstrina u obliku moze nepovoljno
djelovati na nazalnu bioraspolozivost lijeka. Povecanje topljivosti lijeka uslijed
nastajanja inkluzijskog kompleksa omogucava uklapanje potrebne doze lijeka u
volumen prikladan za nazalnu primjenu. Moguce je pripremiti izotoni¢ne otopine
lijekova koje sadrze 1 do 20% hidrofilnih derivata ciklodekstrina, pri fizioloskim pH-
vrijednostima. Dodatkom niskih koncentracija hidrofilnih polimera mogucée je
dodatno povecati topljivost lipofilnih lijekova §to se tumaci stvaranjem ternarnog
kompleksa lijek-CD-polimer (Loftsson, 2002; Loftsson i Masson, 2004).

Nazalnom primjenom estradiola izbjegavaju se visoke plazmatske
koncentracije metabolita estrona karakteristicne za peroralnu terapiju te se postize
fizioloski odnos koncentracija estrona i estradiola u plazmi. Bioraspolozivost
estradiola nakon nazalne primjene kompleksa estradiola s DM-B-CD Stakorima i
zeCevima, iznosila je 94.6, odnosno 67.2% u odnosu na intravensku primjenu iste
doze lijeka (Hermens i sur., 1990). Nazalnom primjenom estradiola s DM-B-CD
bolesnicama kojima su uklonjeni jajnici apsorpcija lijeka je brza, a tijekom
Sestomjesecne hormonske nadomjesne terapije primjenom ovog oblika, nisu uocene
nuspojave (Hermens i sur., 1991). S obzirom na rezultate istraZivanja razvijen je
komercijalni pripravak Aerodiol® temeljen na sustavu 17-B-estradio/RAMEB.
Klinickim ispitivanjem na 120 pacijentica tijekom 12 tjedana dokazana je
u¢inkovitost hormonske nadomjesne terapije nazalnom primjenom Aerodiol®-a
(Pelliser 1 sur., 2001), prac¢enjem pomocu Kupermanovog indeksa (KI). KI je
parametar koji vrednuje utjecaj simptoma vezanih uz menopauzu na kvalitetu Zivota
pacijentica. Nakon 12 tjedana terapije uo¢ena je dobra u&inkovitost Aerodiol®-a u
92% pacijentica, pri ¢emu je vrijednosti KI smanjena za oko 80% u odnosu na
vrijednost bez terapije. UCestalost vazomotorickih simptoma menopauze smanjena je

za oko 94%, dok su plazmatske koncentracije folikulstimuliraju¢eg hormona sniZene
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za oko 40%. Podnosljivost terapije je dobra, nuspojave su se javile u 4.4% slucajeva,
a vezane su uz nezeljeno djelovanje estrogena. S obzirom na rezultate ispitivanja,
autori zaklju¢uju da je optimalna doza Aerodiol®-a 300 pg dnevno, a zavisno o tezini
simptoma, doza se moze prilagoditi (100 do 600 pug dnevno).

Nazalna primjena pirodavira ljudima, pokazala se u¢inkovitom u sprecavanju
klinickih simptoma prehlade nakon eksperimentalno izazvane infekcije rinovirusom
(Hayden 1 sur., 1992). Pirodavir, lipofilni antiviralni lijek primjenjivao se Sest puta
dnevno u 10%-tnoj otopini HP-B-CD c¢ime se osigurala potrebna topljivost lijeka.
Prilikom primjene uoceni su blazi simptomi iritacije sluznice nosa, kao Sto je osjecaj
suho¢e sluznice, dok nije primije¢ena promjena vrijednosti hematoloskih i
biokemijskih parametara.

Nazalna primjena dihidroergotamina (DHE) ima prednost u terapiji migrene u
odnosu na peroralnu primjenu. Trenutno dostupni oblici na trziStu sadrze 4 mg/ml
DHE te se za postizanje terapijske doze (2 mg) mora nazalno primijeniti 0.5 ml
otopine lijeka, a stabilnost lijeka u takvom obliku je ogranic¢ena. Primjenom RAMEB,
Marttin i sur. (1997 ) pripremili su vodenu otopinu DHE u koncentraciji 10 mg/mL, a
kruti oblik liofilizacijom otopine. U oba sustava omjer DHE:RAMEB iznosio je 1:10.
Nazalnom primjenom sustava s RAMEB zecevima, apsolutna bioraspoloZivost i
farmakokineticki parametri DHE bili su jednaki onima odredenim za komercijalno
dostupne pripravke (Dihydergot® i Diergo®). Iako RAMEB nije znaajno povecao
nazalnu bioraspolozivost DHE, koriStenjem ciklodekstrina volumen pripravka
potreban za primjenu terapijske doze lijeka smanjen je 2.5 puta, a stabilnost DHE u
pripravku je znacajno povecana.

Utjecaj RAMEB na nazalnu apsorpciju DHE ispitan je na zdravim
dobrovoljcima (van der Kuj i sur., 1999). Ispitanicima je nazalno primijenjena otopina
(2 mg DHE u 2% otopini RAMEB), kruti oblik (2 mg DHE/4 mg RAMEB) te
komercijalno dostupni pripravak (Diergo”) kao kontrola. Novi oblici DHE/RAMEB
imaju sli¢ne vrijednosti farmakokinetickih parametara kao i komercijalno dostupni
pripravak. Relativna bioraspolozivost DHE nazalnom primjenom otopine, krutog
oblika i komercijalno dostupnog pripravka u odnosu na intramuskularnu primjenu
iznose 25, 19 1 21%. Relativna peroralna bioraspolozivost DHE u dozi 2 mg iznosi
8%. Tijekom ispitivanja nisu zabiljezene ozbiljnije nuspojave. Time su potvrdeni

rezultati ispitivanja na animalnom modelu (Marttin i1 sur., 1997). Nazalnom
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primjenom DHE povecana je bioraspolozivost lijeka, a primjenom ciklodekstrina
smanjen je volumen otopine koju je potrebno primijeniti. Time je olakSana aplikacija
lijeka 1 ostvarena bolja suradljivost pacijenata, kojima je nazalna primjena sustava s
RAMEB bila prihvatljivija u odnosu na komercijalno dostupan pripravak.
Oblikovanje vodenih otopina benzodiazepina prikladnih svojstava za nazalnu
primjenu u obliku aerosola otezano je slabom topljivos¢éu lijeka. Ciklodekstrini
djeluju kao dobri solubilizatori alprazolama, midazolama i triazolama (Loftsson 1 sur.,
2001). Utjecaj ciklodekstrina na topljivost benzodiazepina se povecava uslijed
otvaranja benzodiazepinskog prstena i ionizacije takvog oblika lijeka pri nizim pH-
vrijednostima. Prisustvo hidrofilnih polimera uz ciklodekstrine dodatno pridonosi
porastu topljivosti benzodiazepina. Otvaranje benzodiazepinskog prstena molekule
lijeka je reverzibilno i zavisno o pH-vrijednosti medija, a poluvrijeme reakcije
zatvaranja benzenskog prstena midazolama i alprazolama u svjeze izoliranom
humanom serumu pri 37° C iznosi manje od 2 minute. Pripremljena je otopina
midazolama pH-vrijednosti 4.3 koja je sadrzavala 17 mg/mL lijeka, 14% SBE-B-CD,
0.1% hidroksipropilmetil celuloze i konzervans te je primijenjena nazalno kao aerosol
zdravim dobrovoljcima u dozi 0.06 mg/kg. Kao kontrola, midazolam je apliciran
intravenski u dozi 2 mg. Nazalnom primjenom midazolam se brzo apsorbirao
postizu¢i maksimalnu plazmatsku koncentraciju cmax 54.3 = 5.0 ng/mL 10-15 minuta
(tmax) nakon primjene, uz bioraspolozivost 73+7%. S obzirom na trajanje sedativnog
ucinka, brzinu djelovanja i plazmatske koncentracije lijeka, pripravak za nazalnu
primjenu midazolama sa SBE--CD ima sli¢na svojstva kao i komercijalno dostupan
intravenski pripravak (Dormicum®). Pripravak nije uzrokovao klini¢ki uo&ljivu
iritaciju sluznice nosa kao ni ozbiljnije nuspojave (Gudmundsdéttir i sur., 2001).
HP-B-CD znacajno poboljSava topljivost i stabilnost prostaglandina E; (PGE;)
u vodenim sustavima uslijed stvaranja inkluzijskog kompleksa (Gu i sur., 2005).
Ispitana je apsorpcija PGE; nazalnom primjenom kompleksa Stakorima te utjecaj
kompleksa na pokretljivost cilija nazalne sluznice in vitro. PGE; se brzo oslobada iz
inkluzijskog kompleksa te se apsorbira kroz nazalnu sluznicu uzrokujué¢i maksimalno
snizenje krvnog tlaka 3 minute nakon primjene. Smanjenje krvnog tlaka je ovisno o
primijenjenoj dozi kompleksa PGE;/ HP-B-CD, a u¢inkovitost odgovara i.v. primjeni.
Utjecaj kompleksa PGE;/ HP-B-CD na pokretljivost cilija nazalne sluznice u in vitro

uvjetima je zanemariv.
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Nazalna apsorpcija hidrofilnih, polipeptidnih i proteinskih lijekova je relativno
niska te se smanjuje s porastom molekularne mase lijeka. U monogobrojnim
ispitivanjima na animalnim modelima, dokazano je da su ciklodekstrini, narocito o.-
CD 1 metilirani derivati B-CD ucinkoviti promotori nazalne apsorpcije lijekova. Pri
tome su uocene varijabilnosti ucinka ciklodekstrina kao promotora apsorpcije na
razli¢itim zivotinjskim modelima 1 ljudima (Merkus i sur., 1999).

Interakcija ciklodekstrina s komponentama biomembrana ispitivana je na
Stakorima metodom in situ perfuzije nosne Supljine otopinama razlicitih
ciklodekstrina (Shao i sur., 1992). Utvrdeno je da a-CD, 3-CD, HP-3-CD, DM-B-CD
1 y-CD uzrokuju ekstrakciju membranskih lipida i proteina. Koli¢ina ekstrahiranih
proteina rasla je linearno tijekom izvodenja eksperimenata, osim u sluc¢aju DM-3-CD,
kod kojeg je utvrdena i brza inicijalna faza oslobadanja membranskih proteina (burst
effect). Afinitet ciklodekstrina prema ekstrakciji membranskih proteina opada u nizu
DM-B-CD > o-CD> B-CD > HP-B-CD> y-CD. Ucinkovitost ciklodekstrina u
ekstrakciji membranskih lipida slijedi isti niz. B-CD je odgovoran za ekstrakciju
proteina 1 kolesterola iz biomembrana, a a-CD pokazuje selektivan afinitet prema
ekstrakciji membranskih fosfolipida. Selektivnost ovih derivata prema pojedinim
membranskim komponentama posljedica je razlike u kemijskoj strukturi pojedinog
derivata ciklodekstrina. B-CD ima veéi promjer centralne Supljine (15.4 A) i stvarati
¢e inkluzijske komplekse s ve¢im molekulama u odnosu na a-CD (promjer centralne
Supljine 14.6 A), pa je interakcija a-CD s komponentama biomembrane zbog
sterickih razloga ograni¢ena samo na fosfolipolipide. Nastajanjem inkluzijskog
kompleksa izmedu lipida 1 proteina s ciklodekstrinima dolazi do njihovog otapanja u
vodenoj fazi perfuzata. Ovaj mehanizam je eksperimentalno potvrden transportom
[*H] kolesterola iz eritrocita u inkluzijski kompleks s ciklodekstrinima (Ohtani i sur.,
1989). Cini se da je ekstrakcija lipida primarni proces nakon kojeg slijedi oslobadanje
proteina uslijed erozije lipidnog dvosloja biomembrane.

Selektivna metilacija B-CD primarnih hidroksilnih skupina (C; i C¢) osigurava
dobru topljivost te povrsinsku aktivnost molekule DM-B-CD, pa stoga ovaj derivat
uzrokuje jacu ekstrakciju komponenata biomembrana. No, ¢ini se da povrSinska
aktivnost molekule DM-B-CD nema presudnu ulogu u tom procesu. Uvodenjem trece
metilne skupine (na C; hidroksilnu skupinu) znacajno se povecava povrSinska

aktivnost molekule TM-B-CD, no njeno svojstvo ekstrakcije komponenata
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biomembrana je na razini B-CD. Cini se da metilacija sekundarne hidroksilne skupine
stericki ometa inkorporaciju fosfolipidnih molekula u centralnu Supljinu molekule
TM-B-CD.

Ekstrakcija komponenata biomembrana slabi njihovu barijerenu ulogu.
Aktivnost povrSinski vezanog enzima 5'-nukleotidaze (5-ND) u perfuzatu ukazuje na
stupanj oSte¢enosti membrane, dok porast aktivnosti enzima laktatdehidrogenaze
(LDH), celularnog enzima, ukazuje na razaranje lipidnog dvosloja te izlazak
celularnog sadrzaja. S obzirom na aktivnost enzima u perfuzatu nosne Supljine
Stakora, moze se zakljuciti o relativnoj toksi¢nosti pojedinih derivata ciklodekstrina
(Shao 1 sur., 1992). HP-B-CD u koncentraciji od 5% uzrokuje minimalni porast
aktivnosti 5-DH u nazalnom perfuzatu, dok aktivnost LDH nije uo¢ena. Ovi podaci
ukazuju da je HP-B-CD prikladan promotor apsorpcije nazalno primijenjenih lijekova,
s minimalnim lokalnim toksi¢nim ucinkom. Nasuprot tome, DM-B-CD uzrokuje
znaCajan porast aktivnosti 5-DH i LDH u nazalnom perfuzatu, Sto ukazuje na
stvaranje pora u stanicnom dvosloju $to je dovelo do izlaska citosolnih proteina. Ovi
rezultati donekle objasnjavaju ja¢i u¢inak DM-B-CD na promociju apsorpcije nazalno
primijenjenih lijekova u odnosu na ostale derivate ciklodekstrina, no mogu ukazivati i
na potencijalno toksi¢ni u¢inak DM--CD na nazalnu sluznicu.

Dokazano je da ciklodekstrini djeluju na otvaranje Cvrstih medustanicnih
spojeva te tako omogucuju paracelularni transport makromolekula (npr. manitol) kroz
nazalnu sluznicu. Tocan mehanizam djelovanja ciklodekstrina na otvaranje
medustani¢nih spojeva te povecanje transcelularnog transporta nije do sada poznat, no
dokazano je da ciklodekstrini ne ulaze u interakcije sa citoskeletnim elementima
¢vrstih medustanicnih spojeva. Smatra se da ciklodekstrini zbog interakcije s
komponentama biomembrana mijenjaju fluidnost membrane, S§to dovodi do
konformacijskih promjena membranskih proteina te otvaranja ¢vrstih medustani¢nih
veza (Martin i sur., 1999, Ashan i sur., 2003).

Oralnom primjenom aciklovira, apsorpcija lijeka je spora te nepotpuna, uz
apsolutnu bioraspolozivost od 15-30%. Nazalna apsorpcija aciklovira je ogranic¢ena
hidrofilnim karakterom molekule lijeka 1 odvija se procesom pasivne difuzije
paracelularnim putem. Primjenom odgovaraju¢eg promotora apsorpcije lijeka, mogla
bi se ostvariti i odgovarajuc¢a nazalna bioraspolozivost aciklovira (Chavanpatil i sur.,

2004). Kao promotori nazalne apsorpcije aciklovira ispitivani su, HP-B-CD, natrijev
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kaprat, deoksikolat, tauroglikolat i EDTA koriste¢i tehniku in situ perfuzije nosne
Supljine Stakora. HP-B-CD u koncentraciji od 5% pokazao se najucinkovitijim u
povecanju nazalne apsorpcije aciklovira. Apsorpcija aciklovira nakon primjene je
brza, a nazalna bioraspolozivost bila je 4.7 puta veéa u odnosu na bioraspolozivost
oralne primjene iste doze lijeka.

Oligopeptidni lijekovi, kao S§to su razli¢iti analozi hormona koji oslobada
luteiniziraju¢i hormon, burselin i leukoprolid, apsorbiraju se nazalnom primjenom
Stakorima, no njihova bioraspolozivost je relativno niska. Apsolutna nazalna
bioraspolozivost ACTH peptidnog analoga u Stakora i zecCeva iznosi 15, odnosno
10%. Primjenom 5% DM-B-CD kao promotora apsorpcije, apsolutna nalazna
biorapolozivost ACTH peptidnog analoga u Stakora i zefeva porasla je na 70,
odnosno na 25%. Slican porast bioraspolozivosti uocen je i za o-CD, dok je
ucinkovitost HP-B-CD na nazalnu apsorpciju peptidnog analoga ACTH zanemarivo
niska (Schipper i sur, 1993%). Povecana permeabilnost nazalne sluznice za peptidni
analog ACTH je reverzibilna te se smanjuje na fiziolosku razinu 1 sat nakon primjene
DM-B-CD.

Apsolutna nazalna bioraspolozivost buserelina u Stakora povecala se na 60%
primijenjene doze uz DM-B-CD kao promotor apsorpcije, dok je u€inkovitost DM-a-
CD, a-CD te B-CD kao promotora nazalne apsorpcije buserelina slabije izraZena.
Njihovom primjenom apsolutna nazalna bioraspoloZzivost buserelina povecana je na
30 do 38% (Matsubara i sur., 1995). a-CD u koncentraciji od 5% ucinkovito
poboljsava nazalnu apsorpciju leukoprolida u Stakora uz apsolutnu bioraspolozivost
od 36% (Adjeji i sur, 1992). Primjenom istog sustava na ljudima, u¢inkovitost a-CD
kao promotora nazalne apsorpcije leuprolida bila je slabije izraZzena, uz apsolutnu
bioraspolozivost lijeka od 4%.

Kalcitonin, polipeptid molekularne mase 3.4 kDa, primijenjen je nazalno
Stakorima 1 zeCevima uz DM-B-CD kao promotor nazalne apsorpcije (Schiper 1 sur.,
1995). U koncentraciji 5%, DM-B-CD je poboljSao nazalnu apsorpciju kalcitonina, pri
¢emu je doslo do snizenja plazmatske koncentracije kalcija u Stakora za 24%. Uc¢inak
je odgovarao intravenskoj i subkutanoj primjeni kalcitonina Stakorima. ViSe
koncentracije DM-B-CD (10%) nisu dodatno poboljsale nazalnu apsorpciju
kalcitonina. TM-B-CD u koncentraciji 5% bio je manje ucinkovit kao promotor

nazalne apsorpcije kalcitonina u odnosu na DM-B-CD iste koncentracije.
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Ciklodekstrini sprjecavaju agregaciju heksamera inzulina te inhibiraju
aktivnost proteolitickih enzima S§to moze doprinijeti povecanju nazalne
bioraspolozivosti (Irie 1 sur., 1992). Rezultati ispitivanja na animalnim modelima
ukazuju da su metilirani ciklodekstrini dobri promotori nazalne apsorpcije inzulina
(Merkus i sur., 1991; Schipper i sur., 1993°). Nazalnom primjenom sustava
inzulin/DM-B-CD ljudima, apsolutna bioraspolozivost na zdravim dobrovoljcima je
iznosila 3.4%, a na oboljelima od dijebetesa tip I, apsolutna bioraspolozivost je
iznosila 5.1% (Mercus i sur., 1996). Nazalna apsorpcija inzulina u ljudi je vrlo niska,
¢ak 1 uz druge promotore apsorpcije te se ne moze smatrati sigurnom alternativom
subkutanoj primjeni inzulina u terapiji dijabetesa melitusa. Velika varijabilnost u
djelovanju ciklodekstrina kao promotora nazalne apsorpcije inzulina na razli¢itim
zivotinjskim vrstama i ljudima posljedica je anatomskih i fizioloskih razlika medu
vrstama. Eksperimentalni uvjeti, polozaj tijela, primjena analgetika i1 sedativa 1 dr.
takoder znacajno utjeCu na apsorpciju inzulina (Merkus 1 sur., 1999).

Istovremena primjena DM-B-CD 1 dodecilmaldozida (DDM) nije povecala
nazalnu apsorpciju inzulina (Ashan 1 sur., 2001). U smjesi DM-B-CD 1 DDM dolazi
do nastajanja inkluzijskog kompleksa DDM/DM-B-CD S§to ometa interakciju DM-[3-
CD s komponentama biomembrana. Takoder, nastajanje inkluzijskog kompleksa
sprecava nastajanje micela DDM, a dokazano je da je micelarna solubilizacija
komponenata biomembrana jedan od mehanizama kojim DDM doprinosi poveéanju
nazalne apsorpcije peptida.

HP-B-CD (5%) 1 kitozan (1%) djeluju sinergisticki na povecanje nazalne
apsorpcije inzulina u Stakora (Yu 1 sur., 2004). Dokazano je da kitozan otvara ¢vrste
medustanicne spojeve, pa ciklodekstrini mogu lakSe penetrirati u pukotine medu
stanicama 1 ekstrahirati fosfolipide iz biomembrana. Pri tome, proteini koji grade
¢vrste medustanicne veze ostaju ogoljeni te mijenjaju svoju konformaciju, sto dodatno
doprinosi porastu propusnosti nazalne sluznice za makromolekule.

Ciklodekstrini  djeluju kao promotori nazalne apsorpcije razlicitih
makromolekula neproteinske strukture. Potencijal i ucinkovitost ciklodekstrina kao
promotora nazalne apsorpcije heparina niske molekularne mase ispitan je primjenom
enoksaparina, komercijalno dostupnog pripravka za s.c. primjenu, s f-CD, HP- 3-CD
i DM- B-CD (Yang i sur., 2004). Primjenom enoksaparina uz 1.25% B-CD Stakorima,

nazalna apsorpcija lijeka bila je zanemarivo niska. Ista brzina apsorpcije enoksaparina
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postignuta je primjenom lijeka u fizioloskoj otopini. Uz 2.5 1 5% B-CD doslo je do
znacajnijeg porasta nazalne apsorpcije enoksaparina, pri ¢emu je znacajno porasla i
plazmatska koncentracija antifaktora Xa, Sto ukazuje da je enoksaparin apsorbiran u
bioloski aktivnom obliku putem nazalne sluznice. Smatra se da je postignuta
plazmatska koncentracija antifaktora Xa 0.2 U/ml dostatna za antitrombotski u¢inak u
glodavaca. Povecanje koncentracije B-CD s 1.25 na 2.5% uzrokovalo je porast
bioraspolozivost heparina niske molekularne mase za 1.5 puta. No povecanje
primijenjene koncentracije B-CD s 2.5 na 5% nije uzrokovalo daljnji porast
bioraspolozivosti enokaparina, kao ni daljnji porast plazmatske koncentracije
antifaktora Xa. B-CD je ogranicene topljivosti (1.8%), te je bez obzira na porast
koncentracije ciklodekstrina, broj molekula ciklodekstrina koje mogu utjecati na
apsorpciju enoksaparina ostao isti. Nazalnom primjenom enoksaparina uz HP- 3-CD
(1.25 1 2.5%) apsorpcija lijeka je bila zanemarivo niska. Primjenom enoksaparina uz
5% HP- B-CD, plazmatska koncentracije antifaktora Xa bila je na granicnoj
vrijednosti za koju se smatra da moze uzrokovati terapijski ucinak. Primjenom
enoksaparina zajedno s 5% DM- B-CD bioraspolozivost enoksaparina povecala se za
8 puta. DM- B-CD djeluje i kao promotor nazalne apsorpcije ostalih heparina niske
molekularne mase, tinzaparina i dalteparina, koji se strukturno i farmakokineticki
razlikuju od enoksaparina. Sva tri heparina niske molekularne mase uzrokovala su
sli¢an porast plazmatske koncentraciju antifaktora Xa. Ta ¢injenica ukazuje da porast
apsorpcije nije uzrokovan interakcijom ciklodekstrina s molekulama lijeka, ve¢ je to
posljedica utjecaja ciklodekstrina na permeabilnost nazalne membrane. Zbog velike
molekularne mase, nije vjerojatno da bi enoksaparin, tinzaparin i dalteparin stvarali
inkluzijske komplekse s DM- -CD.

Ucinak DM- 3-CD na permeabilnost nazalne membrane za heparine niske
molekularne mase bio je reverzibilan. Ako se enoksaparin primijenio neposredno
nakon primjene 5%-tne otopine DM- 3-CD, nazalna bioraspoloZivost lijeka bila je
jednaka onoj nakon istovremene primjene enoksaparina i DM- B-CD. Primjenom
enoksaparina 1, 2, 4 1 6 sati nakon primjene otopine DM- 3-CD, doslo je do statisticki
znaCajne promjene (smanjenja) vrijednosti maksimalne plazmatske koncentracije
(cmax) te bioraspolozivosti lijeka u odnosu na onu nakon istovremene primjene
enoksaparina i DM-B3-CD. Ti podaci ukazuju da je ufinak DM- B-CD na nazalnu

membranu privremen te nestaje s vremenom, a barijerna se funkcija sluznice
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normalizira tijekom 6 sati. Reverzibilni u¢inak DM- 3-CD na barijerna svojstva
nazalne mukoze iskljucuje toksi¢ni ucinak ovog derivata ciklodekstrina na nazalnu
sluznicu.

Utjecaj DM- B-CD na apsorpciju “H-enoksaparina ispitan je i na monosloju
kulture stanica 16HBE140", koje tvore dobro oblikovane medustani¢ne spojeve te su
morfoloski sli¢ne stanicama nazalne sluznice. Rezultati ukazuju da DM- -CD
uzrokuje otvaranje C¢vrstih medustanicnih  spojeva te porast paracelularne
permeabilnosti. Imunocitokemijskim metodama je dokazano da se pri tome stanjuje
proteinski pojas koji obuhvacda stanicu u zoni okludens, a stanice mijenjaju svoju
morfologiju. HP- B-CD uzrokuje blaze promjene u gradi zone okludens, a i
morfoloska promjena stanica u monosloju nije toliko izrazena. To ukazuje da
ciklodekstrini uzrokuju reorganizaciju ZO-1 proteina na kontaktnim mjestima izmedu
dvije stanice te tako mijenjaju paracelularnu barijernu funkciju stanica. Da li je
otvaranje C¢vrstih stani€nih spojeva povezano sa solubilizacijom membranskih

komponenata ili su ti procesi nezavisni, jo$ nije razjasnjeno.

1.4.2. Toksicni ucinak nazalno primijenjenih ciklodekstrina

Toksicni u¢inak ciklodekstrina nazalnom primjenom moze biti lokaliziran na
nazalnu sluznicu 1/ili sistemski. Ispitan je utjecaj hidrofilnih derivata ciklodekstrina na
histoloski integritet sluznice Stakora kako bi se odredila njihova prikladnost kao
promotora topljivosti lijekova u otopinama za nazalnu primjenu (Asai i sur., 2002).
Ciklodekstrini uzrokuju lizu stanicnih membrana zbog ekstrakcije komponenata, kao
Sto su kolesterol, fosfolipidi te narocCito fosfatidilkolin i sfingomijelin iz vanjskog
dijela membranskog dvosloja. Opsezna ekstrakcija membranskih komponenata uslijed
interakcije s ciklodekstrinima moze dovesti do destrukcije membrane. Pra¢enjem
histoloskih promjena nazalne sluznice uzrokovanih primjenom ciklodekstrina moze se
direktno evaluirati citotoksi¢ni ucinak ciklodekstrina Da bi se ostvarila potrebna
topljivost lijeka, Cesto se primjenjuju visoke koncentracije ciklodekstrina, a dokazano
je da hipertonic¢ne ili hipotoni¢ne otopine mogu uzrokovati strukturne promjene na
epitelnim stanicama sluznice nosa. Kako bi se iskljuCio taj uc¢inak, pripremljene su

izotoni¢ne otopine B-CD, HP- B-CD i RAMEB. Kratkotrajna izloZenost nazalne
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sluznice tijekom 5 minuta 1.5%-tnoj otopini P-CD te otopinama HP-B-CD u
koncentraciji 5 i 20% nije uzrokovala statisticki znac¢ajne promjene na sluznici u
usporedbi s kontrolnom skupinom zivotinja, koja je bila tretirana fizioloSkom
otopinom. Dugotrajna izloZenost nazalne sluznice 10% otopini HP- B-CD tijekom 30 i
60 minuta nije uzrokovala histoloske promjene na sluznici, dok je dugotrajna
izloZzenost otopini RAMEB pri koncentraciji 20% znacajno povecala sekreciju
mucina, a uoceno je stanjivanje epitelnog sloja nazalne sluznice. HistoloSke promjene
sluznice tijekom dugotrajne izloZzenosti 10% otopini RAMEB bile su slabije izrazene
u odnosu na skupinu koja je bila izlozena nizim koncentracijama RAMEB-a (5%)
tijekom 5 minuta. Pojacana sekrecija mucina tijekom dugotrajne izloZenosti viSim
koncentracijama RAMEB te mukocilijarni klirens uzrokuje smanjenje lokalne
koncentracije RAMEB, ¢ime se umanjuje njegov toksi¢ni u¢inak na nazalnu sluznicu.
Tijekom dugotrajne izloZenosti nazalne sluznice visokim koncentracijama RAMEB
(20%), mikroskopski su uocene histoloSke promjene, kao $to je deplacija cilija te
nastajanje velikih pukotina u membrani. Dugotrajna izloZenost sluznice HP-B-CD 1
RAMEB u koncentraciji 10% nije uzrokovala znacajnije histoloSke promjene na
sluznici, no u skupini koja je bila tretirana s RAMEB cilije su bile slijepljene i
prekrivene veéom koli¢inom sluzi. Cini se da poveéana sekrecija sluzi blokira
toksi¢an ucinak 10% otopine RAMEB, pa nakon uzastopne primjene otopina
RAMEB u koncentraciji 10 1 20% nisu uo¢ene znacajnije promjene nazalne sluznice.
Cilioinhibitorni ucinak ciklodekstrina ispitan je na razli¢itim modelima
nazalnog tkiva (Agu 1 sur., 2000). Maksimalno smanjenje pokretljivosti cilija za 36 +
5% uoceno je tijekom tretmana stanica 10% otopinom DM-B-CD kroz 45 minuta. Pri
tome je vazno naglasiti da je samo 50% promatranih cilija bilo u stazi, dok je
pokretljivost preostalih cilija bila dobra. Prema rezultatima Shippera i sur. (1992),
otopina 2% DM-B-CD uzrokovala je smanjenje brzine gibanja cilija na modelu
humanog te pile¢eg embrija za oko 60%. Vecée koncentracije DM-B-CD (5%)
uzrokovale su ireverzibilnu ciliostazu na istom modelu. Slican uc¢inak uocen je i za
otopine a-CD pri koncentracijama 2 i 5%. Otopina HP-B-CD pri koncentraciji 10%
uzrokuje minimalno smanjenje brzine gibanja cilija na modelu pile¢eg embrija, dok y-
CD nema ucinak na pokretljivost cilija (Merkus i sur., 1993). Opcenito se moze
zakljuciti da je cilioinhibitorni u¢inak ciklodekstrina uocen samo tijekom dugotrajne

izloZzenosti visokim koncentracijama ciklodekstrina, a u in vivo sustavima moze se
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ocekivati kako ¢e se sekrecijom sluzi te djelovanjem mukocilijarnog sustava ¢is¢enja
minimalizirati cilioinhibitorni u¢inak ciklodekstrina.

Vjerojatnost sistemske toksi¢nosti povezana je sa stupnjem sistemske
apsorpcije ciklodekstrina nakon nazalne primjene. Toksi¢ni ucinak ciklodekstrina
povezan je samo s parenteralnom primjenom B-CD te metiliranih derivata B-CD, a
manifestira se kao renalna toksi¢nost, odnosno hemoliza. Nakon nazalne primjene
sustava lijek/CD, samo se molekula lijeka apsorbira, a apsorpcija ciklodekstrina i
kompleksa je zanemarivo niska te za DM-B-CD iznosi 2.5 do 4% inicijalno
primijenjene doze. Ostatak ciklodekstrina koji se ne apsorbira putem nazalne sluznice
uklanja se iz nosne Supljine djelovanjem mukocilijarnog sustava ciS¢enja.
Mukocilijarni sustav ¢iS¢enja transportira ciklodekstrin prema nazofaringu te se
gutanjem transportira u gastrointestinalni sustav. Apsorpcija ciklodekstrina u
gastrointestinalnom sustavu je takoder zanemarivo niska. Zbog niske nazalne i oralne
apsorpcije, samo mali udio nazalno primijenjene doze ciklodekstrina se apsorbira u
sistemsku cirkulaciju. S obzirom na uobicajene doze DM-B-CD u pripravcima za
nazalnu primjenu, pojedinaénom primjenom doza DM-B-CD iznosi 2 do 7.5 mg. Cak
1 da dode do potpune sistemske apsorpcije ciklodekstrina, Sto nije vrlo vjerojatno,
maksimalna doza DM-B-CD bi iznosila 0.1 mg/kg tjelesne mase. Pri tako niskim
dozama, vjerojatnost pojave simptoma sistemske toksi¢nosti ciklodekstrina je
zanemarivo niska, te se moze zakljuciti kako je nazalna primjena niskih koncentracija

ciklodekstrina u potpunosti sigurna (Irie i Uekama, 1997; Merkus i sur., 1999).
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1.4.3. Utjecaj ciklodekstrina na oslobadanje lijekova iz polimernih

matriksa

Nazalna primjena lijekova ograni¢ena je djelovanjem mukocilijarnog sustava
¢is¢enja (Illum, 2003). Oblikovanjem mikrocestica s razli¢itim mukoadhezivnim
polimerima osigurava se dulje zadrZavanje terapijskog sustava na mjestu primjene
¢ime se povecava bioraspolozivost lijeka. Oslobadanje lipofilnih lijekova iz
mukoadhezivnih mikrocestica je ¢esto nepotpuno uslijed njihove slabe topljivosti.
Kako oslobadanje lijeka iz oblika ne bi bio korak koji ogranicava apsorpciju lijeka,
potrebno je osigurati zadovoljavajucu topljivost lijeka, a da se pri tome ne mijenja
njegovo svojstvo prolaska kroz bioloske membrane, odnosno lipofilnost molekule
(Loftsson, 2002). Primjenom ciklodekstrina moze se utjecati na brzinu i mehanizam
oslobadanja lipofilnih lijekova iz polimernih matriksnih sustava (Rajewski 1 Stella
1996, Biby i sur., 2000).

Inkluzijski kompleks i/ili fizicka smjesa ciklodekstrin/lijek moze modificirati
topljivost 1/ili svojstvo difuzije lijeka u izbubrenom polimernom matriksu, poboljsati
hidrataciju polimernog matriksa ili promovirati njegovu eroziju. Ciklodekstrini
doprinose porastu brzine oslobadanja lipofilnih lijekova iz polimernog matriksa
povecavanjem koncentracije lijeka raspolozivog za difuziju stvaranjem inkluzijskog
kompleksa. Na taj nacin nastaje visoki koncentracijski gradijent lijeka unutar
izbubrenog polimernog matriksa §to dodatno doprinosi porastu brzine oslobadanja
lijeka. Pri niskom udjelu lijeka u polimernom matriksu ili u slucaju umrezenih
polimernih matriksa, interakcija ciklodekstrin-lijek smanjiti ¢e difuzibilnost lijeka
kroz polimerni matriks te tako usporiti oslobadanje lijeka (Biby i sur., 2000).

Ciklodekstrini u polimernim sustavima mogu ubrzati oslobadanje lijeka
djelujuéi osmotski, stvarajuéi pore unutar polimernog matriksa ili ubrzavajucéi eroziju
polimernog matriksa. B-CD je ubrzao oslobadanje triamcinolon acetonida iz peleta
oblikovanih s mikrokristalinicnom celulozom (MKC). Oslobadanje lijeka iz peleta
koji su sadrzavali lijek, B-CD i MKC u omjeru 5:90:5 bilo je potpuno nakon 2 sata, a
desetorostruko nizi udio B-CD u sustavu smanjuje koli¢inu oslobodenog lijeka nakon
2 sata na 60%. Oslobadanje lijeka iz peleta koji su sadrzavali samo lijek 1 MKC u
omjeru 5:5, bilo je sporo i nepotpuno (manje od 20% tijekom 2 sata). Nakon 5 sati

ispitivanja oslobadanja lijeka, snimljene su pretrazne elektronske mikrografije, te je
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uoCena povecana poroznost peleta koji su sadrzavali B-CD. U kontaktu s vodom
dolazi do otapanja B-CD pri ¢emu se povecava poroznost matriksnog sustava.
Triamcinolon stvara stabilni inkluzijski kompleks sa p-CD (K= 2800 M), pri ¢emu
se topljivost lijeka povecala visestruko, §to dodatno doprinosi poboljSanju oslobadanja
lijeka iz peleta (Villar-Lopez i sur, 1999).

Ciklodekstrini povecavaju hidrataciju polimernog matriksa te na taj nacin
ubrzavaju oslobadanje lijeka iz polimernog matriksa (Giirson i sur., 1995). B-CD je
koriSten kao promotor oslobadanja dipiridamola iz tabletiranih mikrosfera, a dodavao
se tijekom tabletiranja. Time je ubrzana difuzija vode u tabletu a i oslobadanje lijeka.
Dipiridamol ne stvara inkluzijske komplekse s B-CD, te se brze oslobadanje lijeka ne
moze pripisati interakciji ciklodekstrin/lijek.

Loftsson 1 sur., (1992) oblikovali su mikrokapsule citostatika karboplatina s
etilcelulozom 1 HP- a-CD. In vitro oslobadanje lijeka iz mikrokapsula s HP- a-CD
bilo je znacajno ubrzano u odnosu na mikrocestice koje su sadrzavale samo lijek.
PoboljSana svojstva hidratacije te brze bubrenje mikrokapsula HP- a-CD doprinijelo
je brZzem i potpunijem oslobadanju lijeka. Terapijska ucinkovitost novog terapijskog
sustava ispitana je na Stakorima s tumorom mozga (glioma model). Skupine Zivotinja
primile su intratumorsku injekciju mikrokapsula karboplatina sa i bez HP- a-CD dok
je kontrolna skupina Zzivotinja bila tretirana placebo mikrokapsulama etilceluloze.
Srednje vrijeme preZivljavanja skupina Zivotinja iznosilo je 51, 34 odnosno 24 dana.
Uklapanje kompleksa karboplatina sa HP- a-CD u mikrokapsule zastitila je lijek od
biorazgradnje u tumorskom tkivu te je poboljSala in vivo profil oslobadanja Sto je
doprinijelo duljem vremenu prezivljavanja Zivotinja.

Bioadhezivne i biorazgradive mikrosfere s ciklodekstrinima za nazalnu
primjenu gabeksat mesilata (GM) pripremljene su umrezavanjem alkalne otopine
Skroba 1 a-, B- ili y-CD s epiklordihrinom (Fundueanu i sur., 2004). Postotak
uklapanja a-, B- ili y-CD u Skrobne mikrocestice iznosi 18.28, 19.04, odnosno
27.40%. GM je uklopljen u mikrokapsule mocenjem placebo mikrokapsula u vodenoj
otopini lijeka uz solvent evaporaciju ili liofilizaciju. UV, IR 1 DSC ispitivanja ukazuju
da hidrofilni GM stvara inkluzijske komplekse sa ciklodekstrinima unutar
mikrocestica uklapanjem benzenskog prstena molekule lijeka u centralnu Supljinu
ciklodekstrina. Konstante stabilnosti kompleksa GM s a-, B- ili y-CD iznose 15 000,

3751, odnosno 6200 M™, a postotak uklapanja lijeka iznosio je oko 3%, neovisno o
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metodi uklanjanja otapala. /n vitro oslobadanje lijeka iz mikrokapsula u koje je GM
uklopljen metodom solvent evaporacije bilo je postupno, a tijekom 30 minuta
oslobodilo se 90-95% pocetno uklopljenog lijeka. Stabilnost kompleksa lijek-
ciklodekstrin nema presudan ucinak na brzinu oslobadanja GM iz mikrocestica, a
mehanizam oslobadanja lijeka zavisi o koriStenom derivatu ciklodekstrina.
Oslobadanje GM iz mikrocestica s a-CD kontrolirano je difuzijom, dok je kod
mikrocCestica s 3-CD, odnosno y-CD, oslobadanje kontrolirano difuzijom i erozijom
polimernog matriksa. Mikrokapsule u koje je GM uklopljen metodom liofilizacije bile
su porozne teksture te je in vitro oslobadanje lijeka bilo vrlo brzo (70% tijekom prve
minute). Interakcijom GM s ciklodekstrinima unutar mikrokapsula znatno je povecana
stabilnost molekule lijeka. Sve mikrokapsule imale su dobra mukoadhezivna svojstva

te se ¢ini kako su one pogodan terapijski sustav za nazalnu primjenu lijekova.
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2. OBRAZLOZEN]JE TEME



Utjecaj ciklodekstrina na transmukoznu apsorpciju lijekova je vrlo aktualna
tema znanstvenih istrazivanja jer je dokazano da ciklodekstrini djeluju kao promotori
apsorpcije lijekova primijenjenih na sluznice. Hidroksipropil- 1 dimetil-p3-
ciklodekstrin ne uzrokuju vidljivo oStecenje sluznice ¢ak ni nakon uzastopne primjene
(Asai 1 sur., 2002), a pokazuju protektivan u¢inak na nazalnu sluznicu nakon primjene
terapijskih sustava koji sadrze druge promotore apsorpcije.

Mukoadhezivne mikrocestice su prikladan terapijski sustav za nazalnu
primjenu lijekova. Njihovom primjenom osigurano je dugotrajno zadrzavanje lijeka
na mjestu primjene, $to pozitivno djeluje na nazalnu bioraspolozivost lijeka (Ugwoke
1 sur, 2005). Oslobadanje lipofilnih lijekova iz mikrocestica je ¢esto nepotpuno uslijed
njihove slabe topljivosti. Kako oslobadanje lijeka iz oblika ne bi ogranicavalo
apsorpciju lijeka, potrebno je osigurati zadovoljavajucu topljivost lijeka u izbubrenom
polimernom matriksu. Primjenom ciklodekstrina moze se poboljsati topljivost
lipofilnih lijekova u hidrofilnim sustavima, a time povecati bioraspolozivost lijeka
(Rajewski i Stella 1996; Loftsson 2002).

Utjecaj ciklodekstrina na oblikovanje 1 karakteristike mukoadhezivnih
mikrocCestica s lipofilnim lijekovima nije do sada sustavno izu¢avan. Mukoadhezivne
mikrocestice s ciklodekstrinima mogle bi biti potencijalan sustav za nazalnu primjenu
lijekova s u¢inkom na SZS, te je njihovo oblikovanje i karakteristike potrebno
detaljnije prouciti. Kao modeli lijekova koriSten je anksiolitik 1 antikonvulziv
lorazepam te antipsihotik risperidon.

Specifi¢ni ciljevi ovog rada su:

e Ispitati utjecaj hidroksipropil-B-ciklodekstrina na topljivost lorazepama i
risperidona u vodi te karakterizirati interakciju lijekova s hidroksipropil-[3-
ciklodekstrinom odredivanjem konstante stabilnosti kompleksa. Takoder,
potrebno je ispitati utjecaj ostalih parametara, kao §to su pH-vrijednost medija
i prisustvo mukoadhezivnih polimera na topljivost lijeka te na interakciju
lijekova s hidroksipropil-p-ciklodekstrinom.

e S obzirom na rezultate ispitivanja interakcije lijekova s hidroksipropil-f3-
ciklodekstrinom u vodi, odabrati odgovarajuéu metodu za pripremu
inkluzijskog kompleksa lorazepama odnosno risperidona s hidroksipropil-f3-

ciklodekstrinom u ¢vrstom stanju, te karakterizirati dobiveni kompleks.
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Oblikovati mikrocestice lorazepama 1 risperidona s hidroksipropil-B-
ciklodekstrinom te hidroksipropilmetil celulozom 1 karbomerom kao
mukoadhezivnim polimerima. Da bi se ispitao utjecaj ciklodekstrina na
svojstva pripremljenih Cestica, potrebno je pripremiti i mikrocestice bez
hidroksipropil-B-ciklodekstrina.

Oblikovane mikrocestice potrebno je karakterizirati s obzirom na uklapanje
djelatne tvari, raspodjelu veli¢ina Cestica, vrijednost zeta-potencijala te na
svojstva oslobadanja djelatne tvari u in vitro uvjetima. Pri tome ¢e se odrediti
mehanizam koji kontrolira oslobadanje djelatne tvari iz mikrocCestica. Nadalje,
ispitati ¢e se utjecaj koriStenih polimera pri oblikovanju mikrocestica na
difuziju lijekova kroz polupropusnu membranu u in vitro uvjetima na

prikladnom modelu te na mukoadhezivna svojstva pripremljenih mikrocestica.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali

Kao modeli lijekova koriSteni su lorazepam (Belupo, Hrvatska) i risperidon
(Pliva, Hrvatska). Inkluzijski kompleksi oblikovani su sa hidroksipropil-p-
ciklodekstrinom (HP-B-CD) prosjecne molarne supstitucije 0.9 (Wacher Chemie
GmbH, Njemacka). Kao mukoadhezivni polimeri koriSteni su hidroksipropil
metilceluloza (HPMC, Metolose® 90 SH; n = 4000 mPa s; Shin-Etsu Chemical Co.,
Ltd., Japan) i karbomer (Carbopol® 941, =4000-10 000 mPa s; Noveon, USA).

Svi ostali materijali 1 otapala upotrijebljeni u izradi ovog rada bili su

farmakopejskog stupnja €istoce i1 koriSteni su bez daljnjeg procis¢avanja.
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3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje konstante stabilnosti kompleksa metodom

odredivanja topljivosti lijeka utjecajem ciklodekstrina

Konstanta stabilnosti kompleksa (Kj) risperidona i lorazepama s HP-3-CD u
vodenim sustavima odredena je ispitivanjem utjecaja ciklodekstrina na topljivost
lijekova pri razli¢itim pH-vrijednostima medija prema metodi Higuchija i Connorsa
(1965). Za sustave pH-vrijednosti 3 do 9 koriSteni su fosfatni puferi, a za sustave pH-
vrijednost 10.4 koriSten je amonijakalni pufer. Svi puferi pripremljeni su prema
propisima Ph Eur (2002).

U niz Erlenmayerovih tikvica odvagnuto je po 0.1 g risperidona ili 0.05 g
lorazepama te je dodano po 20 ml otopine HP-B-CD razli¢itih koncentracija (0- 40
mmol L) pripremljenih koristenjem navedenih pufera. Uzorci su mijesani
magnetnom mijeSalicom (600 okretaja/minuti) pri 25°C tijekom 24 sata do
uspostavljanja ravnoteze topljivosti. pH-vrijednost uzoraka pratila se tijekom cijelog
eksperimenta (pH-metar, Mettler Toledo GmgH, Svicarska). Neotopljeni lijek iz
uzoraka uklonjen je filtracijom (Milipore®, 0.20 um), a nakon razrjedenja filtrata
metanolom, sadrzaj lijeka u uzorcima odreden je spektrofotometrijski (Ultrospec Plus,
LKB, Pharmacia, Svedska). Risperidon se odredivao mjerenjem apsorbancije pri
valnoj duzini 280 nm (EI-Sherif et al, 2005), a lorazepam pri 230 nm (Puglia et al,
2001). Prisustvo ciklodekstrina u uzorcima te pH-vrijednost sustava nije utjecala na
vrijednost apsorbancije lijekova pri ispitivanim valnim duljinama.

Konstanta stabilnosti kompleksa odredena je iz grafickog prikaza zavisnosti
topljivosti lijekova o koncentraciji ciklodekstrina prema jednadzbi (1):
K, =ﬁ (1)
gdje tga predstavlja koeficijent smjera pravaca izoterme topljivosti, a Sy
predstavlja topljivost lijeka u sustavu bez ciklodekstrina.

Analizom izotermi topljivosti odredena je ucinkovitost kompleksiranja (eng.

"complexation efficiency"). U¢inkovitost kompleksiranja (UK) definirana je izrazom:

[cD-L]

Y en]

2
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pri emu [CD—L] oznaCava koncentraciju inkluzijskog kompleksa, a [CD]S
koncentraciju slobodnih molekula ciklodekstrina. Uz pretpostavku nastajanja
inkluzijskog kompleksa stehiometrijskog odnosa lijjek:ciklodekstrin 1:1, konstante

stabilnosti K, koncentracija inkluzijskog kompleksa u sustavu izrazava se kao:

[cD-L]= K, xs,x[cD] (3)
Ucinkovitost kompleksiranja se tada moze definirati izrazom:
vk = SXICDLK, _ e
[cD] |
Uvrstavanjem jednadzbe (1) u izraz (4) dobije se:
UK = 8% (5)
l-tgax

3.2.2. Odredivanje konstante stabilnosti kompleksa i uspjesnosti

uklapanja lijeka u vodi utjecajem polimera

Utjecaj polimera na nastajanje inkluzijskog kompleksa risperidona 1
lorazepama s HP-B-CD u vodenim sustavima ispitan je dodatkom 0.1% HPMC te
0.1% karbomera u niz uzoraka koji su sadrzavali 0.1 g risperidona ili 0.05 g
lorazepama te 20 ml vodene otopine HP-B-CD razli¢itih koncentracija (0-40 mmol L’
". Uzorci su sonicirani u ultrazvuénoj kupelj (Branson Ultrasonic, Nizozemska) pri
70 °C tijekom 60 minuta kako bi se potaknula interakcija polimer-ciklodekstrin-lijek.
Nakon toga, uzorci su mijeSani magnetnom mijesalicom (600 okretaja/minuti) pri 25
°C tijekom 76 sati, tj. do uspostavljanja ravnoteze topljivosti. Neotopljeni lijek
uklonjen je iz uzoraka centrifugiranjem (4000 okretaja/minuti, 15 minuta), a sadrZaj
otopljenog lijeka odreden je spektrofotometrijski na ranije opisani nacin.

Konstanta stabilnosti kompleksa (K;) i uspjeSnost uklapanja (UK) u

disperzijama polimera odredeni su analizom izotermi topljivosti prema jednadzbama

(i)
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3.2.3. Ispitivanje utjecaja ciklodekstrina na nastajanje interpolimernog
kompleksa HPMC i karbomera u vodenim sustavima razlicitih pH-

vrijednosti

Utjecaj HP-B-CD na nastajanje interpolimernog kompleksa HPMC i
karbomera u otopini ispitan je u vodi te puferima pH-vrijednosti 3.0 i 7.4 mjerenjem
turbidnost uzoraka (Ikingi 1 sur., 2000). Uzorci su pripremljeni mijeSanjem otopina
HPMC i karbomera u razli¢itim omjerima (1:9, 2:8, 4:6, 5:5, 6:4, 8:2 i 9:1) te
razrijedeni vodom ili fosfatnim puferima pH-vrijednosti 3.0 1 7.4. Ukupna
koncentracija polimera u ispitivanim uzorcima iznosila je 0.01%. Pripremljeni su i
uzorci s HP-B-CD koncentracija 0.05, 0.25 1 0.5%. Uzorci su mijeSani 1 sat na sobnoj
temperaturi, a turbidnost uzoraka odredivala se mjerenjem apsorbancije pri 600 nm.
Apsorbancija polimera i ciklodekstrina u ispitivanim sustavima pri toj valnoj duzini je

zanemariva.

3.2.4. Priprema kompleksa risperidona i lorazepama s HP-B-CD u

c¢vrstom stanju

Lijek (0.821 g risperidona ili 0.642 g lorazepama) otopljen je u 50 ml
koncentriranog etanola, a 3.0 g HP-B-CD otopljeno je u 50 ml vode. Ove otopine su
pomijesSane, te su mijeSane 24 sata na sobnoj temperaturi kako bi se uspostavila
ravnoteZa u nastajanju inkluzijskog kompleksa. Kruti produkt iz otopine izoliran je
metodom suSenja raspriivanjem (Biichi 190 Mini Spray dryer, Svicarska) ili
evaporacijom pri 60 °C. SuSenje rasprSivanjem provedeno je pri brzini protoka
otopina 0.25 Lh™, ulaznoj temperaturi 150 °C, izlaznoj temperaturi 100 °C i brzini
protoka zraka 700 NLh™,

Pripremljene su i vodeno-etanolne otopine lijekova bez ciklodekstrina, a

otapalo je uklonjeno evaporacijom te metodom susenja rasprsivanjem.
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3.2.5. Priprema interpolimernog kompleksa HPMC i karbomera u

c¢vrstom stanju

Interpolimerni kompleks HPMC i karbomera masenog omjera 1:1 u krutom
stanju pripremljen je metodom suSenja rasprSivanjem otopine polimera. Otopina
HPMC (1%) pripremljena je dispergiranjem HPMC u vru¢oj vodi (80°C) uz mijeSanje
do ohladenja, a otopina karbomera (1%) pripremljena je dispergiranjem polimera u
vodi brzohodnom mijesalicom (1200 okretaja/min) tijekom 20 minuta. Otopine su
medusobno pomijesane, te mijeSane na sobnoj temperaturi tijekom 24 sata da bi se
osiguralo nastajanje interpolimernog kompleksa. Nakon toga, otopina polimera je
suSena rasprsivanjem, a uvjeti rada uredaja opisani su u poglavlju 3.2.4.

Interpolimerni kompleks HPMC i karbomera s HP-B-CD pripremljen je na isti

nac¢in. Koncentracija ciklodekstrina u otopini iznosila je 0.5%.

3.2.6. Priprema mukoadhezivnih mikrocestica risperidona i lorazepama

Mikrocestice risperidona i lorazepama pripremljene su metodom suSenja
rasprSivanjem. 0.5 g lijeka ili ekvivalentna koli¢ina inkluzijskog kompleksa otopljena
je u koncentriranom etanolu, a 0.5 g HPMC, karbomera ili interpolimernog
kompleksa HPMC 1 karbomera dispergirano je u 50 mL prociS¢ene vode. Maseni
omjer mukoadhezivnog polimera i1 lijeka u svim sustavima iznosio je 1:1.
Pripremljene otopine su medusobno pomijeSane, a mikroCestice su oblikovane
metodom suSenja raspr$ivanjem. Uvjeti rada instrumenta su opisani u poglavlju 3.2.4.

Sastav oblikovanih mikrocestica prikazan je u Tablici 1.
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Tablica 1. Sastav oblikovanih mikrocestica:

a) mikrocestice s lorazepamom

ML1 ML2 ML3 ML4 MLS5 ML6
lorazepam / (g) 0.50 - 0.50 - 0.50 -
kompleks / (g) - 2.84 - 2.84 - 2.84
HPMC/ (g) 0.50 0.50 - - - -
karbomer / (g) - - 0.50 0.50 - -
IPK* /(g) - - - - 0.50 0.50

b) mikorcestice s risperidonom

MR1 MR2 MR3 MR4 MRS5S MR6
risperidon / (g) 0.50 - 0.50 - 0.50 -
kompleks / (g) - 2.33 - 2.33 - 2.33
HPMC / (g) 0.50 0.50 - - - -
karbomer / (g) - - 0.50 0.50 - -
IPK* /(g) - - - - 0.50 0.50

* interpolimerni kompleks HPMC i karbomera

3.2.7. Odredivanje distribucije velicine cCestica

Distribucija veliCina Cestica odredena je pomocu mikroskopa (Olympus BH-2,
SAD). Uzorak je nanesen u tankom sloju na predmetno staklo te je promatran pod
mikroskopom uz povecanje 400 x. Slika je digitalizirana te analizirana kompjuterskim
sustavom za analizu slike (Optomax V, Velika Britanija). Ovom metodom ispitana je
distribucija veli¢ina Cestica rasprSivanjem osusenih lorazepama i risperidona, njihovih

kompleksa s HP-B-CD te oblikovanih mukoadhezivnih mikrocestica.
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3.2.8. Odredivanje sadriaja lijeka u sustavima

U odmjerne tikvice odvagnuto je 0.025 g ¢vrstog produkta koji je otopljen uz
soniciranje 1 muckanje u 10 mL koncentriranog metanola. SadrZaj risperidona i
lorazepama u uzorcima odreden je spektrofotometrijski kao $to je opisano u poglavlju

3.2.1. nakon razrjedenja s istim otapalom na koncentraciju pogodnu za mjerenje.

3.2.9. Diferencijalna pretraina kalorimetrija (DSC)

DSC termogrami snimljeni su koriStenjem uredaja Perkin-Elmer DSC 7,
(SAD) u atmosferi duSika nakon kalibracije indijem i cinkom. Uzorci (2-5 mg)
odvagnuti su u aluminijske posudice, a termogram je snimljen pri brzini zagrijavanja
od 10 °C min™" u temperaturnom rasponu od 20-220 °C. Ovom metodom analizirani

su lorazepam 1 risperidon, inkluzijski kompleksi lijekova s HP-3-CD te mikrocestice.

3.2.10. Infracrvena spektroskopija s Fourier-ovim transformacijama
(FTIR)

FTIR spektri snimljeni su koriStenjem disperzije uzoraka (1% w/w) u
kalijevom bromidu. Uzorci su komprimirani u diskove, a spektri su snimljeni koriste¢i
Perkin-Elmer Spectrum GX spektrometar (SAD) u podrucju valnih brojeva 4000 do
500 cm™. Za svaki uzorak snimljeno je 16 spektara pri rezoluciji od 4 cm™. Ovom
metodom analizirani su lorazepam 1 risperidon, inkluzijski kompleksi lijekova s HP-

B-CD, mukoadhezivni polimeri te interpolimerni kompleks HPMC i karbomera.

3.2.11. Odredivanje vrijednosti zeta-potencijala
Zeta potencijal mikrocCestica odreden je mjerenjem elektroforetske

pokretljivosti Cestica u elektricnom polju foton-korelacijskom spektroskopijom

koriste¢i Malvern 3000 HS Zetasizer (Velika Britanija). MikrocCestice su dispergirane
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u 10 mmol L otopini natrijevog klorida, a mjerenja su izvedena pri 25°C. Ovom
tehnikom analizirane su mikrocestice lorazepama i risperidona, HPMC, karbomer i
interpolimerni kompleks koji su oblikovani u mikrocestice bez lijeka te rasprSivanjem

osuseni lorazepam i risperidon.

3.2.12. Ispitivanje mukoadhezivnosti

Mukoadhezivnost mikrocestica odredena je mjerenjem rada adhezije
potrebnog za prekidanje mukoadhezivne veze izmedu uzorka 1 sluznice. Kao
mukoadhezivno tkivo koriSteno je tanko crijevo svinje. Nakon Zrtvovanja Zivotinje,
tkivo je zamrznuto na —20 °C, a prije koriStenja je odmrznuto u izotoni¢nom
fosfatnom puferu pH-vrijednosti 7.4.

100 mg mikrocestica sa 1 bez lijeka komprimirano je u diskove promjera 1 cm
uz tlak od 160 kPa cm™. Diskovi su cijanoakrilatnim ljepilom pri¢vri¢eni na &eliéni
nosa¢ koji je povezan na preciznu vagu (Sartorius GM 312, Germany). Uzorak
mukoze pricvrséen je na staklenu Petrijevu zdjelicu koja je postavljena na pomi¢nu
platformu. PovrSina mukoze je ovlazena sa 100 pL. simuliranog nazalnog fluida te
pomicanjem platforme dovedena u kontakt s uzorkom mikrocestica. Nakon 1 minute
sluznica 1 uzorak mikrocestica su razdvajani konstantnom brzinom od 0.3 mm/s do
potpunog razdvajanja uzorka i mukoze. Vrijednost rada adhezije odredena je kao

povrsina ispod krivulje dijagrama zavisnosti sile o putu razdvajanja.

3.2.13. In vitro ispitivanje oslobadanja risperidona i lorazepama

Oslobadanje lijeka iz ¢vrstih sustava ispitano je u vodi pri 37 °C tijekom 90
minuta koriste¢i Erweka Dissolution tester (Erweka Apparatebau GmbH, Njemacka).
Uzorci koji su sadrzavali 10 mg risperidona ili lorazepama stavljeni su u 500 ml vode
(uvjeti osigurane topljivosti) i mijeSani (50 okretaja/min). U prikladnim vremenskim
intervalima uzimani su uzorci, a volumen je odrzavan konstantnim tijekom cijelog

pokusa. Uzorci su profiltrirani (Milipore™, Sartorius), a sadrzaj lijeka u uzorcima
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odreden je spektrofotometrijski nakon razrjedenja koncentriranim metanolom na
koncentraciju prikladnu za odredivanje lijeka.

Kinetika oslobadanja lijeka iz mikrocCestica odredena je regresijskom analizom
eksperimentalnih podataka prema sljede¢im izrazima:

Kinetika prvog reda :
Q =Q.(1-¢™) (6)
gdje O, predstavlja koli¢inu lijeka oslobodenog u vremenu ¢, Q. ukupnu koli¢inu

lijeka u polimernom matriksu, a k konstantu brzine oslobadanja.

Dvofazi¢na kinetika prvog reda:
Q =Q(I-e™)+Q,(1-e™) (7)
0+0, =0, (8)

kinetika prema Higuchiju:
Q =kyt"” (€))
gdje ky predstavlja konstantu brzine oslobadanja lijeka u vremenu ¢.
Oslobadanje lijekova iz mikrocestica dodatno je karakterizirano primjenom
semiempirijskog modela Peppasa i Korsmeyera (Peppas 1 Korsmeyer, 1986) kako bi
se odredio mehanizam oslobadanja lijeka iz pripremljenih mikrocestica. Model

Peppasa i Korsmeyera definiran je izrazom:

log(&j:logKJrnlogt (10)
Q.
pri cemu omjer 123 predstavlja udio lijeka oslobodenog u vremenu ¢, K je kineticka

konstanta n-tog reda, a n je eksponent koji ukazuje na mehanizam kojim je
kontrolirano oslobadanja lijeka iz polimernog matriksa.

Podaci oslobadanja lijekova su obradeni i prema modelu Peppasa i
Sahlina (1989) koji je definiran izrazom:

9 _ ko t" +k ™" (11)

gdje su kp, kg 1 m konstante. U ovom matematickom modelu, lijevi dio izraza opisuje
doprinos difuzije (D), a desni dio opisuje doprinos erozije polimernog matriksa (E)

oslobadanju lijeka. Vrijednost konstante m ovisi o geometriji polimernog matriksa, te
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za sfericne mikrocestice iznosi 0.43. Doprinos pojedinog mehanizma oslobadanju
lijeka u vremenu ¢ (E/D) moze se izraziti kao:

E _ kpt™  kgt"
D k" Kk,

(12)

Osim toga, izraCunata je ucinkovitost oslobadanja (DSE od eng. dissolution
efficiency). Ucinkovitost oslobadanja definirana je omjerom povrsine ispod krivulje
koja prikazuje koli¢inu oslobodenog lijeka (Q) u vremenu ¢ i povrSine pravokutnika

¢ija visina iznosi 100% oslobodene koli¢ine lijeka (Q,,,) u istom vremenskom

intervalu. Uc¢inkovitost oslobadanja izraZena je kao postotak, a raCuna se prema

1zrazu:

t

[Qat
DSE =0 x100% (13)

hoo X1

Uc¢inak HP-B-CD na oslobadanje lorazepama i risperidona iz mikrocestica
vrednovan je izracunom fit-faktora (f; i f>; Moore 1 Flanner, 1996). Faktor razliitosti
(f7) raCuna se prema izrazu:

2[R~
_ =l

£, =4 x100% (14)

LR
=1

=
pri ¢emu je n broj vremenskih toCaka, R, je postotak oslobodene koli¢ine lijeka u
vremenu ¢ za referentni sustav (u eksperimentu to su mikrocestice bez ciklodekstrina),
a T, oslobodena frakcija lijeka ispitivanog sustava izrazena u postocima (mikrocestice
s ciklodekstrinom).

Faktor sli¢nosti (f2) raCuna se prema slijede¢em izrazu:

7,(%) =50 x log{[l LN N )2} x 100} (15)

n
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3.2.14. In vitro ispitivanje difuzije risperidona i lorazepama

Difuziija lijekova u in vitro uvjetima ispitana je koriStenjem horizontalne
Franz-difuzijske éelije (PermeGear, USA), difuzijske povrsine 10.18 cm” te volumena
akceptorskog odjeljka 17 mL.

Akceptorski odjeljak horizontalne Franz-difuzijske celije napunjen je
izotoni¢nim fosfatnim puferom pH-vrijednosti 7.4 te je termostatiran na 37 °C. Kao
polupropusna membrana koristena je celulozna membrana (Medicell Dialysis Tubing
MW CO 600, UK). Povr§ina membrane navlazena je sa 100 pL simuliranog nazalnog
fluida (8.77 g NacCl, 2.98 g KCl, 0.59 g CaCl, i 1 g mucina u 1000 mL deionizirane
vode). Na pripremljenu membranu se u jednolikom sloju nanosio uzorak lijeka,
kompleksa ili pripremljenih mikrocestica koji je sadrzavao 5 mg risperidona ili
lorazepama. U prikladnim vremenskim intervalima iz akceptorskog odjeljka uzimalo
se po 500 pL uzorka. Volumen medija u akceptorskom odjeljku bio je konstantan
tijekom trajanja eksperimenta. Sadrzaj lijeka u wuzorcima odredivao se
spektrofotometrijski na ranije opisani nacin.

Koeficijent difuzije lijeka (D) izraCunat je prema izrazu:

BxlI,
C

1

D=

(16)

gdje B predstavlja koeficijent smjera pravaca linearnog dijela grafickog prikaza
koli¢ine difundiralog lijeka kroz polupropusnu membranu u zavisnosti o vremenu, /,
debljinu celulozne membrane (0.03 mm), a C; po€etnu koncentraciju (mg/mL) lijeka u
donorskom odjeljku Franz difuzijske cCelije.

Kinetika difuzije lijeka odredena je regresijskom analizom eksperimentalnih
podataka prema kinetici nultog reda te kinetici prema Higuchiju (9). Difuzija

kinetikom nultog reda definirana je izrazom:

0, =0,(0-k,) (17)
pri cemu @, oznacava koli¢inu lijeka difundiralog kroz polupropusnu membranu u
vremenu ¢, (Q oznaCava pocetnu koli¢inu lijeka u donorskom odjeljku Franz-
difuzijske Celije, a k, je kineticka konstanta difuzije.

Da bi se olakSala usporedba eksperimentalnih podataka, izraCunata je i
ucinkovitost difuzije (DFE od eng. diffusion eficiency). Ucinkovitost difuzije

definirana je omjerom povrsine ispod krivulje koja prikazuje koli¢inu difundiralog
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lijeka (Q) u vremenu ¢ i povrSine pravokutnika ¢ija visina iznosi 100 % difundirale

kolic¢ine lijeka (Q,,, ) u istom vremenskom intervalu, a izraZena je u postotku. Racuna
se prema izrazu:
[Qat
DFE =-2 x100% (18)

hoo X1

3.2.15. Statisticka obrada podataka

Sve vrijednosti su izrazene kao srednja vrijednost + strandardna devijacija n
nezavisnih eksperimenata. Podaci su statisticki obradeni primjenom testa analize
varijance (ANOVA) ili Studentovog t-testa koriStenjem programaGraphPad Prism®
(Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA; www.graphpad.com). Razina statisticke

znacajnosti iznosila je p < 0.05.
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4.1. Utjecaj pH-vrijednosti medija na topljivost risperidona i nastajanje

inkluzijskog kompleksa s HP-B-CD u otopini

Utjecaj pH-vrijednosti medija na nastajanje inkluzijskog kompleksa
risperidona s HP-B-CD u otopini ispitan je analizom izotermi topljivosti u vodi i
vodenim medijima razli¢itih pH-vrijednosti. Raspon pH-vrijednosti medija odabran je
s obzirom na pK,;-vrijednosti risperidona te je iznosio pH=pK,; + 2. pK,;-vrijednost
risperidona iznosi 8.17, pa je ispitivanje provedeno u podruc¢ju pH-vrijednosti 6.0 —
10.4. U kiselom pH-podruéju topljivost lijeka je visoka (<13.6 mg mL™ pri pH-
vrijednosti 3.0), stoga utjecaj ciklodekstrina na topljivost risperidona u tom pH-
podrucju nije ispitivan. Uspostavljanjem ravnoteze topljivosti lijeka u sustavu sa ili
bez HP-B-CD, pH-vrijednost uzoraka nije se znacajno promijenila.

Topljivost risperidona u vodi i vodenim medijima razli¢itih pH-vrijednosti
prikazana je u Tablici 2. Risperidon je slaba baza pa je vodena otopina lijeka blago
luznata (pH-vrijednost ~ 8.15). pH-vrijednost medija utjece na topljivost risperidona u
vodi, tj. porastom pH-vrijednost medija smanjuje se topljivost lijeka.

Utjecaj HP-B-CD na topljivost risperidona u vodi pri razli¢itim pH-
vrijednostima medija prikazan je izotermama topljivosti kao zavisnost koncentracije
otopljenog lijeka o koncentraciji ciklodekstrina (Slika 7.). Topljivost risperidona u
vodi raste linearno pri svim ispitivanim pH-vrijednostima. Izoterme topljivosti
risperidona u vodi te puferima pH-vrijednosti 8.0 1 9.0 su gotovo identi¢ne. Linearan
porast topljivosti lijeka utjecajem ciklodekstrina (r*> 0.98) i vrijednosti nagiba
pravaca izotermi topljivosti (< 1) ukazuju na Ap tip izoterme topljivosti prema
Higuchiju 1 Connorsu (1965), odnosno na nastajanje inkluzijskog kompleksa
risperidona 1 HP-B-CD u stehiometrijskog odnosa 1:1. Stehiometrija inkluzijskog
kompleksa ne mijenja se utjecajem pH-vrijednosti.

Vrijednosti konstante stabilnosti kompleksa risperidona s HP-B-CD u
ispitivanim sustavima izra¢unate su prema jednadzbi (1) i1 prikazane su u Tablici 2.
Ucinkovitost kompleksiranja u sustavima razli¢itih pH-vrijednosti izracunata je prema

jednadzbi (5), a vrijednosti su prikazane u Tablici 2.
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Tablica 2. Utjecaj pH-vrijednosti na topljivost risperidona u vodi i otopini HP-B-CD (so, sp), koeficijent korelacije izoterme topljivosti (),

vrijednost konstante stabilnosti kompleksa (K;) te uspjesnost uklapanja (UK).

@so/(mg mI™) (b)sp/(mg ml™) ) K, /M
pH r UK/(%)
srednja vrijednost + S.D. srednja vrijednost = S.D srednja vrijednost + S.D
6.0 3.735 +0.025 7.332£0.115 0.9846 31.70+ 1.16 29.1
7.4 0.458 +0.002 3.035+0.171 0.9889 178.84 + 6.49 19.9
8.0 0.131 +0.001 2.187 +0.047 0.9942 441.29 +12.10 14.1
©yoda 0.125+0.011 2.290 + 0.024 0.9952 456.61 + 12.77 13.9
9.0 0.043 +0.003 1.987 +0.071 0.9981 1274.07 +20.01 13.3
10.4 0.028 +0.001 1.363 £0.018 0.9954 1308.33 + 33.549 9.0

(a) - topljivost lijeka u mediju bez HP-B-CD
(b) - topljivosti lijeka uz 40 mmol L™ HP-B-CD
(c) - pH-vrijednost vodene otopine risperidona iznosi 8.15 + 0.25

(d) - statisticki znacajna razlika u odnosu na Ky(pH 6.0) na razini vjerojatnosti P< 0.001
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Slika 7. Izoterme topljivosti risperidona utjecajem HP-B-CD u otopinama razlicitih

pH-vrijednosti pri 25°C (srednja vrijednost + SD; n=5).
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4.2. Utjecaj pH-vrijednosti medija na topljivost lorazepama i nastajanje

inkluzijskog kompleksa s HP-3-CD u vodi

Ispitan je utjecaj razli¢itih pH-vrijednosti na nastajanje inkluzijskog
kompleksa lorazepama i HP-B-CD metodom Higuchija i Connorsa (1965). Raspon
pH-vrijednosti medija odabran je s obzirom na pK,; 1 pKa-vrijednosti lorazepama te
je iznosio pKa + 2 < pH < pKa — 2. pKai 1 pKas-vrijednosti lorazepama iznose 1.3 te
11.5 (Popovié i sur., 2003), pa je stoga ispitivanje provedeno u rasponu pH-vrijednosti
3.0 —9.0. Topljivost lorazepama u vodi pri razli¢itim pH-vrijednostima prikazana je u
Tablici 3. Lorazepam je vrlo tesko topljiv u vodi, a topljivost lijeka se neznatno
mijenja s promjenom pH-vrijednosti medija. Razlika topljivosti pri ispitivanim pH-
vrijednostima nije statisticki znacajna (p>0.05).

Izoterme topljivosti lorazepama utjecajem HP-B-CD pri razli¢itim pH-
vrijednostima prikazane su u Slici 8. kao ovisnost koncentracije otopljenog lijeka o
koncentraciji ciklodekstrina. Topljivost lorazepama raste linearno utjecajem HP-3-CD
neovisno o pH-vrijednosti, a izoterme topljivosti su medusobno paralelne. Linearnost
izotermi topljivosti (r* > 0.99) te vrijednosti koeficijenta smjera pravca (tgo < 1)
ukazuju na Ay tip izotermi topljivosti, odnosno na nastajanje inkluzijskog kompleksa
molarnog odnosa 1:1 (Higuchi i Connors, 1965).

Konstante stabilnosti kompleksa lorazepama i1 HP-B-CD te ucinkovitost
kompleksiranja u sustavima razli€itih pH-vrijednosti odredene su analizom izotermi
topljivosti prema jednadzbama (1) i (5) te su prikazane u Tablici 3. Vrijednost
konstante stabilnosti se znacajno ne mijenja promjenom pH-vrijednosti (p > 0.05).
Takoder, pH-vrijednost medija ne utjece na u€inkovitost kompleksiranja lorazepama s

HP-B-CD (p > 0.05).
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Tablica 3. Utjecaj pH-vrijednosti na topljivost lorazepama u vodi i otopini HP-B-CD (so, sp), koeficijent korelacije izoterme topljivosti (),

vrijednost konstante stabilnosti kompleksa (K;) te uspjesnost uklapanja (UK).

@so/(mg mI™) ®s,/(mg m1™) ) K, /M
pH r UK/(%)
srednja vrijednost = S.D. srednja vrijednost + S.D srednja vrijednost + S.D
3.0 0.178 £ 0.020 0.900 + 0.074 0.9959 293.23 +3.29 6.1
4.5 0.078 £ 0.006 0.862 + 0.040 0.9927 300.54 + 6.68 6.3
6.0 0.066 £ 0.008 0.792+0.014 0.9970 295.46 + 6.73 6.1
©voda 0.074 £ 0.006 0.726 + 0.022 0.9925 281.25 +21.51 6.2
7.4 0.098 £0.012 0.839 £ 0.033 0.9976 292.53 £4.35 6.2
9.0 0.111 £0.004 0.847+0.018 0.9944 296.96 + 4.63 6.2

(a) - topljivost lijeka u mediju bez HP-B-CD
(b) - topljivosti lijeka uz 40 mmol L™ HP-B-CD

(c) — pH-vrijednost otopine lorazepama iznosi 6.50 + 0.05
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Slika 8. Izoterme topljivosti lorazepama utjecajem HP-B-CD u otopinama razli¢itih

pH-vrijednosti pri 25°C (srednja vrijednost + SD; n=5).
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4.3. Nastajanje inkluzijskog kompleksa risperidona i lorazepama s HP-p-

CD utjecajem HPMC i karbomera

Ispitivan je utjecaj HPMC 1 karbomera na topljivost risperidona i lorazepama
te na nastajanje inkluzijskih kompleksa s HP-B-CD u vodi. Koncentracija polimera u
otopinama iznosila je 0.1%. HPMC i karbomer mijenjaju topljivost lijekova u vodi.
Utjecajem HPMC, topljivost risperidona i lorazepama porasla je oko 1.94, odnosno
2.29 puta u odnosu na topljivost ovih lijekova u vodi. Uz karbomer topljivost
risperidona 1 lorazepama se neznatno smanjila (Tablica 41 5.).

Topljivost risperidona i1 lorazepama utjecajem polimera i HP-B-CD prikazana
je izotermama topljivosti lijekova u Slici 9. U svim ispitivanim sustavim topljivost
lijekova raste linearno s porastom koncentracije HP-B-CD. U otopini polimera i HP-
B-CD risperidon i lorazepam stvaraju inkluzijske komplekse molarnog odnosa 1:1, a
HPMC 1 karbomer ne utjecu na stehiometriju kompleksa.

Vrijednosti konstanti stabilnosti kompleksa lorazepama 1 risperidona s HP-3-
CD utjecajem polimera prikazane su u Tablicama 4. 1 5. HPMC ne mijenja vrijednost
konstante stabilnosti kompleksa lijekova s HP-B-CD (p > 0.05). Utjecajem karbomera
smanjila se topljivost risperidona i lorazepama u otopinama HP-B-CD. Vrijednosti
konstante stabilnosti kompleksa risperidona i lorazepama uz karbomer manje su oko

2.5 puta u odnosu na one u otopini bez polimera (Tablica 4.1 5.).
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Tablica 4. Utjecaj polimera na topljivost risperidona u vodi i otopini HP-B-CD (s, sp), koeficijent korelacije (%), vrijednost konstante stabilnosti

(Ks) te u¢inkovitost kompleksiranja (UK).

(@) -1 ®) .| -
so/(mg ml sp/(mg ml K, /(M
sustav o/(mg ml") p(mg mi) r? M UK/(%)
srednja vrijednost + S.D. srednja vrijednost = S.D srednja vrijednost = S.D
voda 0.125+0.011 2.290 £0.024 0.9952 456.61 £ 12.77 13.9
HPMC 0.242 £ 0.020 2.391 £ 0.070 0.9870 491.84 + 11.67 14.5
karbomer 0.120 £ 0.040 1.965 + 0.023 0.9855 198.81 £ 6.62 6.1

(a) - topljivost lijeka u mediju bez HP-B-CD
(b) - topljivosti lijeka uz 40 mmol L™ HP-B-CD
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Tablica 5. Utjecaj polimera na topljivost lorazepama u vodi i otopini HP-B-CD (s, sp), koeficijent korelacije (1%, vrijednost konstante stabilnosti

(Ks) te u¢inkovitost kompleksiranja (UK).

(a) -1 (b) -1 -1
so/(mg ml sp/(mg ml K /M
sustay o/(mg ml) p/(mg mb) 2 UK/(%)
srednja vrijednost £ S.D. srednja vrijednost £ S.D srednja vrijednost £ S.D
voda 0.074 £ 0.006 0.726 + 0.022 0.9925 281.25+21.51 6.2
HPMC 0.170+£0.013 0.941 £ 0.017 0.9867 280.94 +32.12 6.1
karbomer 0.059+£0.013 0.355 £ 0.006 0.9756 106.77 £ 16.71 2.3

(a) - topljivost lijeka u mediju bez HP-B-CD
(b) - topljivosti lijeka uz 40 mmol L™ HP-B-CD
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Slika 9. Izoterme topljivosti risperidona (A) i lorazepama (B) s HP-B-CD utjecajem
HPMC 1 karbomera pri 25°C (srednja vrijednost = SD, n=5)
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4.4. Priprema i karakterizacija kompleksa risperidona i lorazepama s

HP-B-CD u cvrstom stanju

Inkluzijski kompleksi risperidona i lorazepama u ¢vrstom stanju pripremljeni
su iz etanolno-vodenih otopina lijekova i HP-B-CD u ekvimolarnom odnosu. Kako bi
se pronasla optimalna tehnika pripreme inkluzijskih kompleksa lijekova s HP-3-CD u
¢vrstom stanju, ¢vrsti produkt je izoliran evaporacijom smjese otapala pri 60°C, te
metodom suSenja rasprSivanjem. Istom postupku podvrgnute su i etanolno-vodene
otopine lijekova. Evaporacijom etanolno-vodenih otopina risperidona i lorazepama
dobiveni su kristalini¢ni produkti, a evaporacijom ekvimolarnih etanolno-vodenih
otopina lijekova 1 ciklodekstrina dobiveni su kruti produkti staklastog izgleda.
Produkti dobiveni suSenjem rasprSivanjem etanolno-vodenih otopina lijekova te
otopine lijekova s HP-B-CD su vrlo sitni prasci. Osim toga, pripremljena je fizicka
smjesa lijekova 1 HP-B-CD u ekvimolarnom odnosu. Dobiveni produkti
karakterizirani su termalnom analizom (DSC) i1 FTIR spektroskopijom. DSC
termogrami dobivenih produkata risperidona i lorazepama prikazani su u Slikama 10.
i11., a FTIR spektri u Slikama 12.1 13..

Inkluzijski  kompleksi pripremljeni metodom suSenja rasprSivanjem
karakterizirani su odredivanjem raspodjele veli¢ine Cestica te ispitivanjem topljivosti
lijeka. Rezultati ispitivanja usporedeni su s rasprSivanjem osuSenim lorazepamom i
risperidonom. Odreden je sadrzaj risperidona i lorazepama u kompleksima s HP-f3-
CD nakon otapanja kompleksa u koncentriranom metanolu. Udio risperidona u
kompleksu s HP-B-CD iznosi 21.19+0.39 %, a udio lorazepama je 18.44+0.17% Sto je
u skladu s teoretski o¢ekivanim vrijednostima (21.49, odnosno 17.62%).

Raspodjela veli¢ina Cestica ¢vrstih produkata pripremljenih metodom susenja
raspr§ivanjem etanolno-vodenih otopina lijeka sa ili bez ciklodekstrina prikazana je u
Slici 14. Risperidon dobiven metodom susenja rasprSivanjem karakteriziran je uskom
raspodjelom veli¢ina Cestica pri cemu je 93.7 % dcestica veli¢ine 1-2 um, a srednji
promjer Cestica iznosi 1.45+0.76 um. Raspodjela veliCina Cestica rasprSivanjem
osusenog lorazepama je takoder logaritamska, s 76.7 % Cestica u rasponu veli¢ina od
1 do 2.5 um 1 srednjim promjerom cestica 2.09+1.02 um. RasprSivanjem osuSeni
kompleksi risperidona i lorazepama karakterizirani su logaritamskom raspodjelom

veli¢ina Cestica, sa srednjim promjerom Cestica 2.58+1.2312.56+1.03 um.
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Zavisnost koli¢ine otopljenog lijeka o vremenu pri ispitivanju topljivosti
rasprSivanjem osusenog risperidona i lorazepama te inkluzijskih kompleksa u vodi pri
37°C prikazana je u Slici 15. Otapanje risperidona i1 lorazepama je sporo i ograni¢eno
slabom topljivoscu lijekova u vodi. Nasuprot tome, topljivost kompleksa risperidona i
lorazepama s HP-B-CD je znacajno poboljSana. Ispitivana koli¢ina lijeka potpuno se

otopila tijekom 30 minuta.
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Slika 10. DSC termogrami risperidona dobivenog evaporacijom (A) te suSenjem rasprSivanjem (B) vodeno-etanolne otopine lijeka, HP-B-CD

(C), fizicke smjese risperidona i HP-B-CD (D), kompleksa pripremljenog evaporacijom (E) 1 kompleksa pripremljenog suSenjem rasprSivanjem

(F).
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Slika 11. DSC termogrami lorazepama dobivenog evaporacijom (A) te suSenjem rasprSivanjem (B) vodeno-etanolne otopine lijeka, HP-3-CD

(C), fizicke smjese lorazepama 1 HP-B-CD (D), kompleksa pripremljenog evaporacijom (E) i kompleksa pripremljenog suSenjem rasprSivanjem

(F).
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Slika 12. FTIR spektri risperidona dobivenog evaporacijom (A) te susenjem rasprSivanjem (B) vodeno-etanolne otopine lijeka, HP-B-CD (C),

spektri kompleksa risperidona s HP-B-CD pripremljenog evaporacijom (E) 1 kompleksa pripremljenog suSenjem rasprsivanjem (F).
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Slika 13. FTIR spektri lorazepama dobivenog evaporacijom (A) te suSenjem raspr$ivanjem (B) vodeno-etanolne otopine lijeka, HP-B-CD (C),

spektri kompleksa lorazepama s HP-B-CD pripremljenog evaporacijom (E) i kompleksa pripremljenog suSenjem rasprsivanjem (F).
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Slika 14. Raspodjela veli¢ina Cestica rasprSivanjem osuSenog risperidona (A) i1

lorazepama (B) te njihovih inkluzijskih kompleksa pripremljenih istom metodom.
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Slika 15. Zavisnost koli¢ine otopljenog lijeka o vremenu pri ispitivanju topljivosti
rasprSivanjem osusenog risperidona (A) i1 lorazepama (B) te njihovih inkluzijskih

kompleksa u vodi pri 37°C (srednja vrijednost = S D; n=3).
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4.5. Utjecaj ciklodekstrina na nastajanje interpolimernog kompleksa
HPMC i kabomera

Nastajanje interpolimernog kompleksa HPMC i karbomera u otopini pratilo se
metodom prema Ikinciju i suradnicima (2000). Metoda se temelji na mjerenju
turbidnosti uzoraka razli¢itog udjela polimera. Turbidnost uzoraka odredena je
mjerenjem apsorbancije pri 600 nm. Apsorbancija otopina HPMC, karbomera 1 HP-f3-
CD pri ispitivanoj valnoj duzini i koncentracijama je zanemariva.

Turbidnost otopina HPMC/karbomer zavisi o pH-vrijednosti i masenom udjelu
polimera u uzorku (Slika 16.). Maksimalna turbidnost izmjerena je pri pH-vrijednosti
3.0 1 odnosu polimera 1:1, Sto ukazuje na nastajanje interpolimernog kompleksa
HPMC i karbomera. Maksimalna turbidnost uzorka u vodi odredena je pri istom
omjeru polimera, no turbidnost sustava je neSto niza. U fosfatnom puferu pH-
vrijednosti 7.4, turbidnost uzoraka se znacajno ne mijenja pri razli¢itim omjerima
HPMC 1 karbomera te se moZe zakljuciti da pri toj pH-vrijednosti ne dolazi do
nastajanja interpolimernog kompleksa.

Dodatkom ciklodekstrina u otopine polimera, turbidnost uzoraka se neznatno
promijenila. Maksimalna turbidnost uzoraka odredena je pri masenom odnosu
polimera 1:1 1 pH-vrijednosti 3.0. Turbidnost uzoraka smanjuje se porastom
koncentracije ciklodekstrina (Slika 16.).

Interpolimerni kompleksi sa i bez HP-B-CD u ¢vrstom stanju pripremljeni su
metodom opisanom u poglavlju 3.2.5. i karakterizirani su snimanjem FTIR spektara.
Takoder, su pripremljene i1 karakterizirane odgovarajuce fizicke smjese polimera. U
Slici 17. prikazani su FTIR spektri karbomera, interpolimernog kompleksa, fizicke
smjese, interpolimernog kompleksa s HP-B-CD te fizicke smjese HPMC, karbomera 1
HP-B-CD. Nastajanje interpolimernog kompleksa ne mijenja FTIR spektar HPMC, pa

on nije prikazan.
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Slika 16. Turbidnost uzoraka HPMC/karbomer kao funkcija masenog udjela HPMC
smjesi polimera pri razli€itim pH-vrijednostima medija i koncentracijama HP-B-CD

pri sobnoj temperaturi.

u
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Slika 17. FTIR spektri karbomera (A), interpolimernog kompleksa HPMC i karbomera (B), fizicke smjese HPMC i karbomera (C),

interpolimernog kompleksa HPMC i karbomera s HP-B-CD (D) te fizicke smjese HPMC, karbomera i HP-B-CD (E).
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4.6. Priprema i karakterizacija mukoadhezivnih mikrocestica lorazepama

i risperidona

Mikrocestice lorazepama i risperidona pripremljene su metodom susenja
rasprSivanjem etanolno-vodenih disperzija mukoadhezivnih polimera i1 lijeka te
inkluzijskog kompleksa lijeka s HP-B-CD. Maseni odnos lijeka i mukoadhezivnog
polimera u svim pripremljenim sustavima je 1:1. Kao mukoadhezivni polimeri
koriSteni su HPMC, karbomer te interpolimerni kompleks koji je pripremljen na nacin
opisan u poglavlju 3.2.5.

Oblikovane mikroCestice lorazepama 1 risperidona karakterizirane su
odredivanjem sadrzaja lijeka, veli¢inom ¢estica, diferencijalnom pretraznom
kalorimetrijom te mjerenjem zeta-potencijala. Mukoadhezivna svojstva mikrocestica
ispitana su odredivanjem rada adhezije.

Sadrzaj lijeka odreden je nakon otapanja mikrocestica u koncentriranom
metanolu uz soniciranje, a uspjeSnost uklapanja lijeka u mikrocestice izraZzena je u
postocima kao omjer eksperimentalno odredene i teorijski izracunate kolicine lijeka u
mikrocesticama. Rezultati su prikazani u Tablici 6.

Odredivanje veli¢ina Cestica ukazuje na wusku logaritamsku normalnu
raspodjelu, pri cemu srednji promjer Cestica varira od 2.54 = 1.29 um do 3.41 £ 1.47
um (Slika 18). Mikroc¢estice lorazepama su nes$to manje u odnosu na mikrocestice
risperidona (Tablica 6.), a vrsta polimera koriStena pri oblikovanju mikrocCestica
utjecala je na njihov promjer. Mikrocestice oblikovane s HPMC su neSto vece u
odnosu na one oblikovane s karbomerom te interpolimernim kompleksom.
Mikrocestice s inkluzijskim kompleksom su nesto vece u odnosu na istovrsne Cestice
bez ciklodekstrina, no ta razlika nije statisticki znacajna (p > 0.05).

DSC termogrami mikrocestica risperidona i lorazepama usporedeni su s
termogramima rasprSivanjem osusenih lijekova i prikazani su u Slikama 19. 1 20.

Zeta potencijal mikroCestica odreden je mjerenjem elektroforetske
pokretljivosti mikrocestica u elektricnom polju foton-korelacijskom spektroskopijom.
Takoder, odreden je zeta potencijal samih polimera te zeta potencijal rasprSivanjem
osuSenog lorazepama i risperidona. Rezultati ispitivanja prikazani su u Slici 21.

Mukoadhezivnost mikrocestica ispitana je odredivanjem rada adhezije

potrebnog za prekidanje mukoadhezivne veze izmedu povrSine mikroCestica i
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sluznice. Vrijednosti rada adhezije oblikovanih mikrocestica lorazepama i risperidona
usporedene su s vrijednostima rada adhezije polimera. Rezultati ispitivanja prikazani

su u Slici 22.
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Tablica 6. Sadrzaj 1 uspjesnost uklapanja lijeka te srednji promjer mikrocCestica (d) lorazepama i risperidona.

LORAZEPAM RISPERIDON
uzorak  sadrzaj lijeka (%) uspjesnost d/um uzorak sadrzaj lijeka (%) uspjesnost d/um
uklapanja (%) uklapanja (%)
MLI1 50.18 +£0.80 100.36 + 1.64 2.73+1.33 MRI1 42.39 +0.35 84.78 £0.79 290+ 1.44
ML2 14.29 £ 0.29 95.39 +1.67 2.62+t1.17 MR2 16.82 £0.12 95.08 £ 0.82 3.20+1.47
ML3 50.73 £0.11 101.46 + 0.29 2.54+£1.29 MR3 44.17 £0.12 88.34 £0.85 2.83 +£1.28
ML4 14.22 +£1.39 94.92 + 7.80 2.67+1.18 MR4 18.06 = 0.81 102.09 £ 5.40 3.41+1.68
MLS5 50.89 +£0.92 101.78 +1.83 2.59+1.28 MRS5S 44.59 +0.59 89.18 £1.18 2.86 +1.86
ML6 15.00+0.13 100.10 £ 0.78 297+1.22 MR6 18.44 +0.36 104.24 +2.40 3.19 +1.47
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Slika 18. Raspodjela velic¢ina mikrocestica lorazepama (A) i risperidona (B).
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Slika 19. DSC termogrami raspr$ivanjem osusenog lorazepama (A) te mikrocestica ML1 (B), ML2 (C), ML3 (D), ML4 (E), ML5 (F) i ML6 (G).
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Slika 20. DSC termogrami raspr$ivanjem osusenog risperidona (A) te mikrocestica MR1 (B), MR2 (C), MR3 (D), MR4 (E), MR5 (F) i MR6
(G).

77



(A) (B)

I sl Bes 171

104

Eimv
£/mv

14 = -

LORAZEPAM  HPMC ML 1 ML 2 RISPERIDON  HPMC MR 1 MR 2
0 20
10
_10_
> L E 04
£ =
e wp
.10_
.20_
_20_
-30
LORAZEPAM KARBOMER ML 3 ML 4 RISPERIDON KARBOMER MR 3 MR 4
0 20+
104
_']0,
> L > 0+
£ E
ap Ry
_10-
_20,
.20_
-30 -30
LORAZEPAM  IPK* ML 5 ML 6 RISPERIDON  IPK * MR 5 MR 6

* - interpolimerni kompleks

Slika 21. Vrijednosti zeta potencijala (§) rasprSivanjem osusenih lijekova, polimera
oblikovanih u mikrocestice bez lijeka te mikroCestica s lorazepamom (A) i

risperidonom (B).
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Slika 22. Mukoadhezivnost polimera te mikrocestica lorazepama (A) i risperidona (B)

izrazena radom adhezije (srednja vrijednost = SD; n=5)
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4.7. Utjecaj mukoadhezivnih polimera i HP-B-CD na oslobadanje

lijekova iz mikrocestica

Oslobadanje lorazepama i risperidona iz mikrocCestica ispitano je u vodi pri
37°C uz uvjete osigurane topljivosti lijekova (c<<0.2 Cg). Ovisnost oslobodene
koli¢ine lorazepama i risperidona iz mikrocestica o vremenu prikazane su u Slikama
23. 1 24., a eksperimentalni podaci obradeni su prema matematickim modelima
kinetike prvog reda, bifazicne kinetike prvog reda te Higuchijeve kinetike. Rezultati
su prikazani u Tablicama 7.1 8.

U Tablici 9. 1 10. prikazane su vrijednosti eksponenta n odredene prema
semiempirijskom modelu Peppasa i Korsmeyera koji je definiran jednadzbom (10).
Vrijednost eksponenta n ukazuje na mehanizam koji odreduje oslobadanje lijeka iz
mikroCestica. Pri tome valja voditi rauna o geometriji polimernog matriksa. U
polimernom matriksu sfericnog oblika, vrijednost eksponenta n=0.43 ukazuje na
proces koji je kontroliran difuzijom lijeka kroz polimerni matriks, a vrijednost
ekspronenta n=0.85 ukazuje na oslobadanje lijeka koje se definira kao "case II
transport". Pri tomu je relaksacija polimernih lanaca i erozija matriksa kljucan proces
koji odreduje oslobadanje lijeka iz sustava. Vrijednosti parametra n u podrucju
izmedu ovih krajnjih vrijednosti ukazuju na anomalni transport, odnosno na
istovremeni doprinos difuzije lijeka kroz izbubreni matriks 1 erozije matriksa na
oslobadanje lijeka (Siepmann i Peppas, 2001).

Primjenom modela Peppasa i Sahlina (1989) definiranog jednadzbama (11) i
(12) moguce je pratiti relativni doprinos difuzije, odnosno erozije polimernog
matriksa (E/D) na oslobadanje lijeka iz mikroCestica tijekom eksperimenta.
Vrijednosti konstanti kp 1 kg za mikrocCestice s lorazepamom prikazane su u Tablici 9,
a iste vrijednosti za mikrocestice s risperidonom u Tablici 10. Zbog niskih vrijednosti
koeficijenta korelacije (r*) za mikro&estice risperidona oblikovane s karbomerom i
interpolimernim kompleksom, vrijednosti konstanti kp 1 kg su izostavljene.
Oslobadanje risperidona iz mikrocestica oblikovanih s ovim polimerima je vjerojatno

kontrolirano drugim mehanizmima, pa ga se ne moze opisati ovim modelom.
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Relativni doprinos erozije i difuzije (E/D) oslobadanju lijekova iz mikrocestica
tijekom trajanja eksperimenta prikazan je u Slikama 25. i 26. Pri tome, niske
vrijednosti omjera E/D ukazuju na difuziju kao dominantan mehanizam koji odreduje
brzinu oslobadanja lijeka, dok vrijednosti E/D > 1 ukazuju na znacajniji doprinos
erozije matriksa na brzinu oslobadanja lijeka.

Ucinkovitost oslobadanja (DSE) izraCunata je prema jednadzbi (13), a
olaksava usporedbu profila oslobadanja lorazepama i risperidona iz mikrocestica
razli¢itog sastava. Ove vrijednosti su prikazane u Tablici 11.

Uc¢inak HP-B-CD na oslobadanje lorazepama i risperidona iz mikrocestica
vrednovan je izracunom fit-faktora (f; 1 f2; Moore i Flanner, 1996). Vrijednosti faktora
razlicitosti (f;) 1 faktora sliCnosti (f2) za mikrocCestice lorazepama i risperidona
oblikovane istovrsnim mukoadhezivnim polimerom prikazane su u Tablici 12. Faktor
razliCitosti proporcionalan je prosjecnoj razlici dvaju profila oslobadanja. Nasuprot
tome, faktor slicnosti je obrnuto proporcionalan prosje¢noj kvadratnoj razlici dvaju
profila oslobadanja s naglaskom na velike razlike (za svaku od vremenskih tocaka) i
mjera je sli¢nosti dvaju profila oslobadanje. Vrijednosti f; u rasponu od 0 do 10 te
vrijednosti /> od 50 do 100 ukazuju na ekvivalentnost dviju krivulja oslobadanja, a pri
tome razlika izmedu referentnog i ispitivanog sustava u pojedinoj tocki nije veca od

10% (Koester i sur., 2004).

81



(A) s ML 1
] o ML2
o 7
£
3 s
3_
1_
[} T T T 1
0 25 50 75 100
t/min
(B)
A ML3
o ML4
o
£
e}
100
t/min
11+
(C) s ML5
97 o ML6
o /-
E
g 5-
3_
1_
¢ T T T ]
0 25 50 75 100
t/min

Slika 23. Profili oslobadanja lorazepama iz mikrocestica oblikovanih s HPMC (A),
karbomerom (B) 1 interpolimernim kompleksom (C) u vodi 37°C (srednja vrijednost +

SD; n=5).
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Slika 24. Profili oslobadanja risperidona iz mikrocestica oblikovanih s HPMC (A),
karbomerom (B) i interpolimernim kompleksom (C) u vodi 37°C (srednja vrijednost +

SD; n=5).
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Tablica 7. Kineticki parametri oslobadanja lijeka iz mikrocCestica s lorazepamom: konstante brzine oslobadanja (k, ki, ko, ki) 1 koeficijenti

korelacije ().

mikrocestice
kinetika prvog reda ML1 ML2 ML3 ML4 ML5 ML6
k x 10*/(min™) 0.88 +0.03 5.90 +0.33 0.89 +0.14 4.62+0.37 1.06 + 0.06 3.98 + 0.24
r’ 0.9937 0.9816 0.8401 0.9614 0.9778 0.9776
bifazi¢na kinetika prvog reda
k;x10%/(min™") 2.37+0.23 7.37 +0.45 9.55+0.75 28.25+2.67 6.12 +0.74 3.98 +0.24
kox10%/(min™) 3.66 +0.52 7.33+0.32 3.65+0.41 4.47 £2.51 4.53 £0.72 7.23£0.0.76
r’ 0.9929 0.9935 0.9895 0.9971 0.9865 0.9967
kinetika prema Higuchiju
ky/(mg min™"?) 0.61 +0.02 1.51+0.11 0.66 % 0.06 1.16 £ 0.16 0.69 + 0.02 1.24 +0.05
r’ 0.9876 0.9699 0.9326 0.8999 0.9942 0.9893
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Tablica 8. Kineticki parametri oslobadanja lijeka iz mikrocCestica s risperidonom: konstante brzine oslobadanja (k, ki, ko, ki) 1 koeficijenti

korelacije ().

mikrocestice
kinetika prvog reda MR MR2 MR3 MR4 MR5 MR6
k x 10%(min™) 2.58 +£0.07 9.37+0.71 0.76 £ 0.21 2.18+0.14 0.59 + 0.09 2.08+0.13
. 0.6192 0.9719 0.8401 0.9651 0.7250 0.9455
bifazi¢na kinetika prvog reda
k;x10%/(min™") 4.80 £ 0.47 30.30 + 3.68 91.00 + 10.51  109.21+13.67 125.34+3636  144.87+3.77
kox10*/(min™) 17.69 + 1.60 4950+ 4.71 5.48 +0.59 9.39+0.77 11.95+1.99 15.67+0.98
1’ 0.9968 0.9918 0.9909 0.9960 0.9968 0.9960
kinetika prema Higuchiju
ky/(mg min™"?) 1.06 +0.05 1.21+0.17 0.28 + 0.06 0.47 + 0.04 0.24 +0.05 0.63 + 0.06
1’ 0.9825 0.7902 0.7137 0.9460 0.8049 0.9641
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Tablica 9. Parametri oslobadanja lorazepama iz mikrocestica odredeni primjenom modela Korsmeyera i Peppasa te modela Peppasa i Sahlina.

mikrocestice
model Korshmeyera i Peppasa ML1 ML2 ML3 ML4 MLS5 ML6
n 0.696 + 0.023 0.783 £0.058 0.492 £ 0.057 0.637 £0.050 0.509 £ 0.038 0.730 £ 0.071
Kx 10%/(min") 2.59 £0.93 8.14 £ 0.86 7.69 +0.88 13.84 £0.91 6.79+ 0.92 8.93+£0.78
r’ 0.9926 0.9893 0.9667 0.9818 0.9825 0.9943
model Peppasa i Sahlina
kp/(% min™) 0.319+£0.033 1.146+ 0.295 0.968 +£0.189 1.453 £0.257 0.754 £ 0.045 0.814 £0.167
ke/(% min™™) 0.073+ 0.006 0.224+ 0.085 0.006 £+ 0.046 0.272 + 0.096 0.019 £ 0.008 0.154 +0.039
r’ 0.9960 0.9975 0.9855 0.9901 0.9943 0.9832
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Tablica 10. Parametri oslobadanja risperidona iz mikrocestica odredeni primjenom modela Korsmeyera i Peppasa te modela Peppasa i Sahlina.

mikroCestice
model Korshmeyera i Peppasa MR1 MR?2 MR3 MR4 MR5 MR6
n 0.700 £ 0.029 0.642 + 0.067 0.089 + 0.08 0.183 £0.023 0.077 £ 0.074 0.235+0.016
Kx 10%/(min") 5.35+0.93 16.48 +£1.88 35.12+£1.95 34.64 £0.75 53.21£1.21 31.57+£2.16
r’ 0.9897 0.9968 0.9567 0.9220 0.9594 0.9732
model Peppasa i Sahlina
kp/(% min™) 0.152+ 0.47 1.542+ 3.68 - - - -
ke/(% min™™) 0.324 + 1.60 0.417 +4.71 - - - -
r’ 0.9909 0.9955 0.8845 0.8528 0.8984 0.8785
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Slika 25. Relativni doprinos erozije polimernog matriksa 1 difuzije lijeka kroz

izbubreni polimerni matriks (E/D) na oslobadanje lorazepama iz mikrocestica bez (A)

i s HP-B-CD (B) tijekom eksperimenta.
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Slika 26. Relativni doprinos erozije polimernog matriksa 1 difuzije lijeka kroz

izbubreni polimerni matriks (E/D) na oslobadanje risperidona iz mikrocestica

oblikovanih s HPMC bez (MR1) i s HP-B-CD (MR?2) tijekom eksperimenta.

Tablica 11. Uc¢inkovitost oslobadanja (DSE) lorazepama i risperidona iz mikrocestica.

DSE/(%)
Mx1 Mx2 Mx3 Mx4 Mx5 Mx6
x = lorazepam 3439+3.11 87.02+845 4520+2.24 83.21 +3.82 44.12+6.79 71.10+1.36
x = risperidon 63.81+094 85.11+1.75 61.38+1.19 66.21 £2.26 69.67+097 72.75+1.70
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Tablica 12. Vrijednosti fit faktora (f; 1 f>) podataka oslobadanja lijekova iz mikrocestica, sa i bez HP-B-CD.

LORAZEPAM RISPERIDON
ML1/ML2 ML3/ML4 MLS5/ML6 MR1/MR2 MR3/MR4* MR5/MR6**
£1/(%) 244.85 116.68 52.82 131.73 6.79 13.73
£5/(%) 23.52 28.03 36.96 25.15 62.66 53.17

* i **_gkvivalentni sustavi
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4.8. In vitro ispitivanje difuzije lorazepama i risperidona

4.8.1. Utjecaj HP-B-CD na difuziju lorazepama i risperidona iz

kompleksa

Ispitan je utjecaj HP-B-CD na in vitro difuziju lorazepama i risperidona
koriStenjem horizontalne Franz-difuzijske ¢elije. Pri tome su simulirani uvjeti koji
odgovaraju apsorpciji na povrSini nazalne sluznice. Ovisnost koli¢ine difundiranog
lijeka iz rasprSivanjem osuSenog lorazepama i risperidona te iz njihovih inkluzijskih
kompleksa o vremenu ispitivanja prikazana je u Slici 27. Vrijednosti konstante brzine
difuzije, koeficijenta difuzije te ucinkovitosti difuzije (DFE) prikazane su u Tablici
13. Difuzija lorazepama i risperidona odvija se kinetikom nultog reda (r* > 0.99), a
HP-B-CD ne utjece na ovu kinetiku. Utjecajem HP-B-CD, brzina difuzije lorazepama i

risperidona povecana je 6.4, odnosno 2.8 puta.

Tablica 13. Vrijednosti konstante brzine difuzije (k), koeficijenta difuzije (D) i
ucinkovitosti difuzije (DFE) pri ispitivanju difuzije lorazepama i risperidona iz

rasprsivanjem osuSenog lijeka te iz inkluzijskih kompleksa .

uzorak k x 10%/(mg min™") r Dx10%/(mg min™ cm™) DFE/(%)
lorazepam 2.36+0.05 0.9935 1.42 4.88+0.13
kompleks 15.05+0.24 0.9955 9.03 29.27 £ 0.40*
risperidon 3.66 +0.04 0.9974 2.20 7.96 £0.18
kompleks 10.42 +0.23 0.9920 6.25 25.07 £ 0.12*

* - statisticki znacajna razlika u odnosu na rasprsivanjem osuseni lijek (p < 0.05).
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Slika 27. Zavisnost koli¢ine difundiranog lijeka iz rasprSivanjem osusenog
lorazepama (A) i risperidona (B) te iz njihovih inkluzijskih kompleksa o vremenu

ispitivanja pri 37°C (srednja vrijednost = SD; n=3).
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4.8.2. Utjecaj mukoadhezivnih polimera i HP-B-CD na difuziju

lorazepama i risperidona iz mikrocestica

Oblikovanjem mikroCestica mijenja se difuzibilnost lorazepama 1
risperidona. Ovisnost koli¢ine difundiranog lorazepama 1 risperidona o vremenu
ispitivanja difuzije lijeka iz mikroc€estica kroz polupropusnu membranu prikazane su u
Slikama 28. i 29. Vrijednosti konstanti brzina difuzije, koeficijenta difuzije te
ucinkovitosti difuzije (DFE) lorazepama iz mikrocestica prikazane su u Tablici 14., a
iste vrijednosti za difuziju risperidona prikazane su u Tablici 15. Difuzija lorazepama
iz mikroCestica odvija se kinetikom nultog reda. Vrsta mukoadhezivnog polimera
mijenja kinetiku difuzije risperidona iz mikrocCestica. Difuzija risperidona iz
mikrocestica oblikovanih s HPMC (MR1 i MR2) odvija se kinetikom nultog reda, dok
se difuzija risperidona iz mikrocestica oblikovanih s karbomerom (MR3 i MR4) i
interpolimernim kompleksom (MRS i MR6) odvija kinetikom prema Higuchiju.
Neovisno o vrsti mukoadhezivnog polimera, HP-B-CD je ubrzao difuziju lorazepama i

risperidona iz mikrocestica.
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Slika 28. Ovisnost koli¢ine difundiranog lorazepama o vremenu ispitivanja difuzije
lijeka iz mikrocestica oblikovanih s HPMC (A), karbomerom (B) i interpolimernim

kompleksom (C) pri 37°C (srednja vrijednost + SD; n=3).
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Slika 29. Ovisnost koli¢ine difundiranog risperidona o vremenu ispitivanja difuzije

lijeka iz mikrocestica oblikovanih s HPMC (A), karbomerom (B) i interpolimernim

kompleksom (C) pri 37°C (srednja vrijednost + SD; n=5).
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Tablica 14. Vrijednosti konstante brzine difuzije (k), koeficijenta difuzije (D) 1 u€inkovitosti difuzije (DFE) u ispitivanju difuzije lorazepama iz

mikrocestica.
mikrocestice k x 10*/(mg min™) r Dx10%/(mg min™ cm™) DFE/%
ML1 7.24 +0.12 0.9952 4.34 13.82+£0.56
ML2 14.18+0.18 0.9970 8.51 26.48 +0.65*
ML3 8.09 +£0.15 0.9933 4.85 15.89 +0.58
ML4 14.56 £ 0.28 0.9932 8.74 28.27 £ 0.09*
MLS5 4.15+0.09 0.9922 2.49 8.23+0.17
ML6 10.62 +£0.23 0.9914 6.37 17.12 +£0.52*

* - statisticki znacajna razlika u odnosu na mikrocestice oblikovane s istim mukoadhezivnim polimerom bez HP-B-CD (p < 0.05).
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Tablica 15. Vrijednosti konstante brzine difuzije (k 1 ky), koeficijenta difuzije (D) 1 u¢inkovitosti difuzije (DFE) u ispitivanju difuzije risperidona

1z mikrocCestica.

mikrodestice  k x 10*/(mg min™) r’ ky 10°/(mg min™"?) r Dx10%(mg min™ cm?)  DFE/(mg min™)
MR1 4.68 +0.03 0.9992 - - 2.81 10.06 + 0.06
MR2 11.97 +£0.19 0.9951 - - 7.18 23.40 + 0.28%**
MR3 - - 17.23 +0.43 0.9886 6.52% 33.53 +0.36
MR4 - - 22.54+0.49 0.9915 11.44%* 47.14 + 0.25%*
MR5 - - 22.77 +0.30 0.9968 8.86%* 39.89 +0.32
MR6 - - 30.05 + 1.01 0.9951 13.19% 49.76 + 0.26**

* - izraCunato prema linearnom segmentu ovisnosti koli¢ine difundiranog risperidona o vremenu ispitivanja difuzije lijeka iz mikrocestica.

** _ statisticki znacajna razlika u odnosu na mikrocestice oblikovane s istim mukoadhezivnim polimerom bez HP-B-CD (p < 0.05).
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5. RASPRAVA



5.1 Utjecaj pH-vrijednosti medija na topljivost risperidona i nastajanje

inkluzijskog kompleksa s HP-3-CD u otopini

Topljivost risperidona u vodi mijenja se ovisno o pH-vrijednosti medija, tj.
porastom pH-vrijednost medija smanjuje se topljivost lijeka (Tablica 2.). Promjena
topljivosti risperidona promjenom pH-vrijednosti medija moze se objasniti
ionizacijom molekule lijeka. Zavisno o pH-vrijednosti medija, risperidon je neutralna
molekula, monoprotonirani ili diprotonirani oblik (Shema 1.). Ionizacija molekule

lijeka povecava hidrofilnost risperidona, a time i njegovu topljivost u vodi.

@/N | CHs pK, = 8.17 @/N ’ CH3
—_— H
iji/\f\] +H+ NW‘I/\J\I
(0]

+

pK,=376 | +H

Shema 1. Ionizacija molekule risperidona

Pri pH-vrijednosti medija ve¢oj za dvije jedinice od pKy (pH = 10.2) u
otopini ¢e prevladavati neprotonirani oblik lijeka, niske topljivosti (28.13 = 1.23 pg
mL™). Pri pH vrijednosti medija pKq1-2 < pH < pKai+2 (6.2 < pH <10.2) u sustavu ¢e
istovremeno biti prisutni neprotonirani i monoprotonirani oblik risperidona u
razli¢itim omjerima. U intervalu pH - vrijednosti pK,,+2 < pH < pK,;-2 (5.8 < pH <
6.2) u sustavu ¢e prevladavati monoprotonirani oblik, a pri nizim pH — vrijednostima

medija rasti ¢e udio diprotoniranog risperidona koji je dobre topljivosti (> 13 mg/mL).

98



Topljivost risperidona u vodi (s) moze se definirati kao:
s=[R]+|rRE" |+ |RH;" | (19)
gdje [R] predstavlja koncentraciju neprotoniranog risperidona, [RH +]
koncentraciju monoprotoniranog risperidona, a [RH N +] koncentraciju diprotoniranog

oblika lijeka. S obzirom na raspon pH-vrijednosti pri kojima se odredivala topljivost
lijeka (6.0 < pH < 10.4), utjecaj diprotoniranog oblika lijeka na topljivost risperidona

moze se zanemariti (Junquera i Aicart, 1999; Miro 1 sur, 2004), stoga jednadzba (19)

prelazi u:
s=[R]+|rE"] (20)
Protonaciju molekule risperidona mozemo prikazati sljede¢om ravnoteznom
reakcijom:
Ky
R+H,0 =<———== RH +OH
odnosno

K

a

R+ H;0"

RH" + H,0
iz ¢ega slijedi da se utjecaj koncentracije [H;O0'], odnosno pH-vrijednosti

medija na koncentraciju monoprotoniranog oblika lijeka moze izraziti kao

[RH+]= [R][H30+]

a

€2y

odnosno

[RE* |=[R]x 107" (22)

Budu¢i da je [R] jednaka intrizickoj topljivosti lijeka (s¢) te ne ovisi o pH-
vrijednosti medija, ova se vrijednost moze zamijeniti sa sy, te uvrStavanjem u

jednadzbu (20) dobivamo izraz:

s =s,(1+107K) (23)
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pH-vrijednost

Slika 30. Utjecaj pH-vrijednosti medija na topljivost risperidona u vodi pri 25°C.

U Slici 30. prikazana je ovisnost eksperimentalno odredenih koncentracija
otopljenog risperidona o pH - vrijednostima medija te teoretska krivulja izraCunata
prema jednadzbi (23). Korelacija izmedu eksperimentalnih i teorijski izracunatih
vrijednosti je visoka (r* = 0.9804) §to upucuje na zaklju¢ak da jednadzba (23) dobro
opisuje topljivost risperidona u ispitivanom rasponu pH-vrijednosti.

U otopini risperidon s HP-B-CD stvara inkluzijske komplekse molarnog
odnosa 1:1. Konstante stabilnosti kompleksa pri razliCitim pH-vrijednostima
prikazane su u Tablici 2. pH-vrijednost medija znaajno utjeCe na vrijednosti

konstanti stabilnosti.
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Slika 31. Ovisnost vrijednosti konstanti stabilnosti kompleksa risperidona i HP-B-CD

(Ks) o pH-vrijednosti medija.

Ovisnost konstante stabilnosti o pH-vrijednosti medija prikazana je u Slici
31. Rijec o sigmoidalnoj zavisnosti, pri cemu se vrijednosti konstanti stabilnosti krecu
izmedu dvije krajnje vrijednosti s to¢kom infleksije pri pH-vrijednosti 8.2. U mediju
pH-vrijednosti 10.4 prisutan je isklju¢ivo neionizirani oblik risperidona koji s HP-f3-
CD stvara stabilne inkluzijske komplekse pa je odredena vrijednost konstante
stabilnosti 1308.33 + 33.54 M. Pri pH-vrijednosti 6.0 risperidon je isklju¢ivo u
monoprotoniranom obliku. Monoprotonirani oblik risperidona je dobre topljivosti i s
HP-B-CD stvara inkluzijski kompleks relativno niske vrijednosti konstante stabilnosti
(31.70 + 1.16 M'). Niska vrijednost konstante stabilnosti monoprotoniranog
kompleksa moze se objasniti ionizacijom molekule lijeka. Monoprotonirani risperidon
je hidrofilniji u odnosu na neprotonirani oblik lijeka te ima manji afinitet za uklapanje
u lipofilnu Supljinu HP-B-CD.

Termodinamicki gledano, molarna entalpija nastajanja inkluzijskog
kompleksa smanjuje se ionizacijom molekule lijeka, Sto upucuje na slabiju interakciju
ionizirane molekule lijeka s ciklodekstrinom (Perlovich i sur., 2003). No, bez obzira
na ionizaciju molekule lijeka, standardna promjena entalpije sustava je uvijek
pozitivna. U otopini, molekula lijeka je okruZena sa solvatnim slojem koji se sastoji

od strukturiranih molekula vode. Nastajanjem inkluzijskog kompleksa dolazi do
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razbijanja solvatnog sloja oko molekule lijeka te do oslobadanja molekula vode iz
centralne Supljine molekule ciklodekstrina, $to doprinosi porastu nereda u sustavu.
Moze se zakljuciti kako je promjena entropije sustava pokretacka sila koja uvjetuje
nastajanje inkluzijskog kompleksa ciklodekstrin-lijek, pa ciklodekstrini stvaraju
inkluzijske komplekse i s ioniziranim molekulama.

U sustavu koji sadrzi ciklodekstrin u rasponu pH-vrijednosti 6.0 — 10.4,

ukupna topljivost risperidona moze se definirati sljede¢im izrazom:
s=s,+|RH" |+[CD-R]+|CD-RH" | (24)

pri cemu [CD - R] 1 [CD - RH +] predstavljaju koncentracije neprotoniranog, odnosno

monoprotoniranog kompleksa risperidona s HP-B-CD. Budu¢i da risperidon s HP-f3-
CD stvara inkluzijski kompleks molarnog odnosa 1:1, koncentracije kompleksa
definirane su konstantom stabilnosti neprotoniranog, odnosno protoniranog

kompleksa, K; i Ky, 1 opisane su sljede¢im izrazima:

_[cD-R]
= fepl (25)
« _lco-rir] 26
’ So [CD]s

Koncentracija ciklodekstrina koji nije ukljuen u nastajanje inkluzijskog

kompleksa [CD]s definirana je izrazom:
[cp), =[cp], -[cD-R]-|cD- RH"] 27)

pri ¢emu je [CD]M ukupna koncentracija ciklodekstrina u sustavu.

UvrsStavanjem izraza iz jednadzbi (25) i (26) u jednadzbu (27) koncentracija

slobodnog ciklodekstrina u sustavu definirana je kao:

[CD]H
1+ K5, + K,s,107%7"

[cp], = (28)

Uvrstavanjem jednadzbe (22), (25), (26) 1 (28) u izraz (24) dobiva se izraz za
ukupnu topljivost risperidona utjecajem HP-B-CD u rasponu pH-vrijednosti 6.0 —

10.4:

pKa,—pH
K5, +K,s,107

pKa,—pH
1+ K5, +K,5,107

5 =5, +5,10757P7 ¢

[cD], (29)
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Slika 32. Utjecaj pH-vrijednosti medija na topljivost risperidona u 40 mmol L™

otopini HP-B-CD.

U Slici 32. prikazana je eksperimentalno odredena topljivost risperidona u
sustavu s 40 mmol L™ HP-B-CD pri razli¢itim pH - vrijednostima te teorijska krivulja
izracunata prema jednadzbi (29). Teorijski odredene topljivosti donekle odstupaju od
eksperimentalnih podataka (r*= 0.9472), naroéito u podrudju pH-vrijednosti 7.4 do
9.0. U tom pH-podrucju u otopini su istovremeno prisutni neprotonirani i protonirani
oblik lijeka te njihovi inkluzijski kompleksi. Moguénosti medusobnih interakcija u
takvom sustavu su mnogobrojne. Ukupna topljivost risperidona u takvom sustavu je
posljedica aditivnog ucinka razli¢itih solubilizacijskih procesa, kao §to je asocijacija
protoniranih 1 neprotoniranih molekula lijeka (Bergstorm i sur., 2004), nastajanje
inkluzijskih kompleksa ciklodekstrin-lijek, interakcija nabijenih 1 nenabijenih
molekula lijeka s inkluzijskim kompleksom itd. (Loftsson i sur., 2005). Stoga se
ovakvi sustavi ne mogu tocno definirati matematickim izrazom. Toan mehanizam
ovih interakcija na molekularnoj razini je tek potrebno razjasniti.

Ucinkovitost kompleksiranja (eng. "complexation efficiency") je parametar
koji takoder opisuje interakciju lijek-ciklodekstrin u otopinama (Loftsson i sur.,

2005). Prednost koriStenja ucinkovitosti kompleksiranja u odnosu na konstantu
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stabilnosti kompleksa u opisivanju uc¢inka ciklodekstrina na topljivost lijeka je u tome
Sto ovaj parametar ne ukljucuje vrijednost topljivosti lijeka u sustavu bez
ciklodekstrina (sp). Odredivanje sp moze biti povezano s velikim odstupanjima zbog
eksperimentalne greske, naroito kod lijekova sa so < 1 mmol L. Zbog toga su
moguce velike varijacije u odredivanju vrijednosti konstante stabilnosti kompleksa.
Vrijednosti uc¢inkovitosti kompleksiranja risperidona s HP-B-CD pri razli¢itim
pH-vrijednostima prikazane su u Tablici 2. Vrijednosti ovog parametra su obrnuto
proporcionalne u odnosu na vrijednosti konstante stabilnosti kompleksa. U sustavu
pH-vrijednosti 10.4 ucinkovitost kompleksiranja iznosi 9.0%. Pri toj pH-vrijednosti
risperidon je u neioniziranom obliku, pa je topljivost risperidona je vrlo niska (0.028
mg). Zbog toga je niska koncentracija risperidona raspoloziva interakciji s HP--CD,
a u otopini je prisutan visoki udio "slobodnih" molekula ciklodekstrina. Nastali
inkluzijski kompleks je stabilan, na §to upucuje visoka vrijednost konstante stabilnosti
kompleksa (Tablica 2.). Pri nizim pH-vrijednostima u otopini raste udio
monoprotoniranog oblika lijeka koji je vece topljivosti u odnosu na neionizirani
risperidon. Stoga je ve¢i broj molekula lijeka raspoloziv za nastajanje inkluzijskog
kompleksa. Takoder, vise koncentracije otopljenog lijeka pomicu ravnotezu reakcije u
smjeru nastajanja inkluzijskog kompleksa (Tommasini i sur., 2004). Zbog toga
ucinkovitost kompleksiranja raste sniZenjem pH-vrijednosti medija te pri pH-
vrijednosti 6.0 iznosi 29.1%. Time se moZe objasniti sinergisticki utjecaj pH-

vrijednosti medija i HP-B-CD na topljivost risperidona.
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5.2. Utjecaj pH-vrijednosti medija na topljivost lorazepama i nastajanje

inkluzijskog kompleksa s HP-3-CD u vodi

Lorazepam je vrlo tesko topljiv u vodi (oko 0.07 mg mL™), a topljivost
lijeka se neznatno mijenja s promjenom pH-vrijednosti medija (Tablica 3.).
Promjenom pH-vrijednosti dolazi do ionizacije molekule lorazepama (Popovi¢ i sur.,
2003). Ionizacija molekule lijeka prikazana je u Shemi 2, a pKa; i pKay-vrijednosti

1iznose 1.3111.5.

\ ‘.

K, =13 pKp=11.5
e ot oL
N =N
CI Cl

Shema 2. Ionizacija molekule lorazepama.

Cl

U kiselom podrujéu pH-vrijednosti dolazi do protonacije N4 atoma dusika u
benzodiazepinskom prstenu te nastaje diprotonirani oblik lijeka (H L ) Popovi€ i sur.
(2003) su pokazali da pri visokim pH-vrijednostima dolazi do deprotonacije N1 atoma
benzodiazepinskog prstena te nastaje neprotonirani oblik lorazepama (L_). Ionizacija

molekule lorazepama moze se prikazati sljede¢im ravnoteznim reakcijama:
Ka1

H,L" + H,0 HL + H;0"

Kaz
HL + H20 —_— L + H3O+

Iz toga slijedi da se utjecaj koncentracije [H;O'], odnosno pH-vrijednosti

medija na koncentraciju diprotoniranog i neprotoniranog lorazepama moze izraziti

kao:
[HZL]: [HL][|_<H3O J:[HL]XlopKal—pH (30)
al
odnosno
[L—]=KaZ[HL]z[HL]XlopH—pKaZ (31)
H,0"
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pri  ¢emu [H 2L+], [HL] i [L’] predstavljaju koncentracije diprotoniranog,
monoprotoniranog te neprotoniranog oblika lijeka. S obzirom na ionizaciju molekule
lorazepama, topljivost lijeka u sustavima razli¢itih pH-vrijednosti moze se opisati

izrazom:

s=|H,L |+ [HL]+ |1 ] (32)

U ispitivanom rasponu pH-vrijednosti (pKa; + 2 < pH > pKp — 2)
koncentracije [H 2L] 1 [L*] su zanemarivo niske te se jednadzba (32) moze

pojednostaviti na:
s=[HL]=s, (33)

Prema jednadzbi (33), topljivost lorazepama u ispitivanim uvjetima ne zavisi o
pH-vrijednosti otopine. Odstupanje eksperimentalnih podataka od ove pretpostavke
nije statisticki znacajno, a moZe se objasniti eksperimentalnom greskom. Osim toga,
eksperimentalno odredene topljivosti lijeka pri razli¢itim pH-vrijednostima medija
Cesto odstupaju od teoretskih vrijednosti izracunatih pomocu Hendersson-
Hasselbachove jednadzbe (Bergstérm 1 sur., 2004). Moguce je da asocijacija molekula
lijeka te interakcija lijeka sa solima koriStenim u pripremi pufera utjece na topljivost

lorazepama (Loftsson i sur., 2005).

Utjecajem ciklodekstrina mijenja se topljivost lijeka S$to se moze objasniti
nastajanjem inkluzijskog kompleksa molarnog odnosa lorazepama i HP-B-CD 1:1.
Vrijednost konstante stabilnosti i u¢inkovitost kompleksiranja se ne mijenja utjecajem
pH-vrijednosti. U ispitivanim sustavima uglavnom prevladava neionizirani oblik
molekule lijeka te odredene vrijednosti konstante stabilnosti opisuju nastajanje
inkluzijskog kompleksa neioniziranog lorazepama i HP-3-CD.

Ucinkovitost kompleksiranja lorazepama s HP--CD iznosi oko 6%. Molekula
lorazepama je neplanarne strukture i niske topljivosti u vodi. Cini se da su to
¢imbenici koji ogranicavaju nastajanje inkluzijskog kompleksa u otopini, pa je stoga

ucinkovitost kompleksiranja niska.
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5.3. Nastajanje inkluzijskog kompleksa risperidona i lorazepama s HP-j-

CD utjecajem HPMC i karbomera

Utjecajem HPMC raste topljivost risperidona i lorazepama u vodi (Slika 9.;
Tablica 4. i 5.), §to nedvojbeno upucuje na interakciju lijek-polimer. Tijekom
eksperimenta, suspenzija lijeka u 0.1 %-tnoj otopini polimera se zagrijava na 70°C uz
soniciranje. Time se povecava topljivost lijeka u vodi, pa je vise molekula lijeka
raspolozivo za interakciju s HPMC 1 karbomerom. Interakcija lorazepama 1
risperidona s HPMC se vjerojatno odvija van der Waalsovim i vodikovim vezama pri
¢emu nastaju agregati lijek-polimer. Hladenjem uzoraka uz mijeSanje nastaje
supersaturirana otopina lijeka koja je stabilizirana nastalim agregatima lijeka i HPMC.
Time se moze objasniti veca topljivost risperidona 1 lorazepama u 0.1%-tnoj otopini
HPMC. Zagrijavanje 1 soniciranje uzoraka koji nisu sadrzavali polimer nije utjecalo
na topljivost risperidona i lorazepama u vodi.

Uz karbomer, topljivost risperidona i lorazepama se neznatno smanjila
(Tablica 4. 1 5.). Razli¢iti u¢inak HPMC 1 karbomera na topljivost lijekova moze se
objasniti razli¢itom kemijskom strukturom polimera. HPMC je linearan polimer, a
karbomer je umrezene strukture. Linearnost HPMC omogucuje veci motilitet
segmenata polimernog lanca, pa je time olakSana interakcija lijek-polimer. Nasuprot
tome, umrezena struktura karbomera je odgovorna za rigidnost segmenata polimernih
lanaca. Time je ogranicena interakcija s funkcionalnim skupinama molekule lijeka, pa
ucinak karbomera na topljivost lijeka izostaje.

HPMC ulazi u interakcije i s inkluzijskim kompleksom ciklodekstrin-lijek, pri
¢emu polimerni lanac djelomi¢no obavija nastali inkluzijski kompleks. Pri tome
dolazi do interakcija polimera s molekulom ciklodekstrina i molekulom lijeka
nastajanjem vodikovih veza tj. nastaje ternarni kompleks lijek-ciklodekstrin-polimer
(Ribeiro 1 sur., 2003; Loftsson i Masson, 2004). Pri tome, raste topljivost lijeka, a
povecava se 1 vrijednost konstante stabilnosti kompleksa.

Topljivost risperidona i1 lorazepama u otopinama HP-B-CD u prisustvu
HPMC je vec¢a u odnosu na onu u otopinama ciklodekstrina iste koncentracije (Slika
9.). Pri tome se utjecajem HPMC ne mijenjaju vrijednosti konstanti stabilnosti
kompleksa risperidona i lorazepama te uc¢inkovitost kompleksiranja (Tablice 4. i 5.).

To upuéuje na Cinjenicu da risperidon i lorazepam ne stvaraju ternarne komplekse.
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Zagrijavanjem slabi interakcija lijek-ciklodekstrin (Fromming i Szejtli, 1994). Stoga
pri visSim temperaturama prevladava nastajanje agregata lijek-polimer. Molekule
lijeka uklopljene u agregate s HPMC zbog sterickih razloga nisu dostupne interakciji s
HP-B-CD. Hladenjem uzoraka, dolazi do nastajanja inkluzijskog kompleksa. S
obzirom na lipofilan karakter centralne Supljine ciklodekstrina, moze se ocekivati da
¢e lijek imati ve¢i afinitet prema stvaranju inkluzijskog kompleksa u odnosu na
stvaranje agregata s hidrofilnom HPMC. Nastajanjem inkluzijskog kompleksa,
funkcionalne skupine molekule lijeka klju¢ne za interakciju s HPMC su zasjenjene, pa
ne dolazi do interakcije inkluzijskog kompleksa i HPMC. U otopini HP-B-CD i
HPMC odvijaju se dva zasebna solubilizacijska procesa: nastajanja agregata lijeka s
HPMC te kompleksiranje s HP-B-CD. Zbog toga je topljivost risperidona i
lorazepama u otopinama HP-B-CD uz dodatak HPMC neSto veca u odnosu na
topljivost lijekova u otopinama ciklodekstrina.

Karbomer nepovoljno utjee na nastajanje inkluzijskog kompleksa risperidona,
odnosno lorazepama s HP-B-CD. Vrijednosti konstanti stabilnosti i ucinkovitosti
kompleksiranja risperidona, odnosno lorazepama uz karbomer su znatno nize u
odnosu na sustave u kojima se nalaze samo HP-B-CD 1 lijek (Tablica 4.1 5.). U ovim
otopinama dolazi do interakcije izmedu molekula karbomera i1 ciklodekstrina.
Narocito je izrazen afinitet karbomera prema interakciji s HP-B-CD u odnosu na
druge ciklodekstrine (Rodriguez-Tenreiro i1 sur., 2004). Interakcija karbomera s
molekulama ciklodekstrina odvija se vodikovim vezama, a u interakciju s HP-3-CD
ukljuéeno je i do 50% karboksilnih skupina molekule polimera. Cini se da su pentarne
hidroksilne skupine molekule HP-B-CD zbog sterickih razloga izrazito pogodne za
interakciju s karboksilnim skupinama polimera. Interakcija molekule ciklodekstrina s
karbomerom stericki ograniCava nastajanje inkluzijskih kompleksa risperidona i
lorazepama s HP-B-CD. Uslijed toga se smanjuje ucinkovitost uklapanja, a utjecaj

HP-B-CD na topljivost lijekova je slabije izrazen.
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5.4. Priprema i karakterizacija kompleksa risperidona i lorazepama s

HP-B-CD u cvrstom stanju

U literaturi je opisan veliki broj tehnika kojima je moguce pripremiti
inkluzijski kompleks u ¢vrstom stanju (Fromming i Szejtli, 1994). Metodu pripreme
inkluzijskog kompleksa treba prilagoditi fizikalno-kemijskim svojstvima lijeka i
ciklodekstrina kako bi se ostvarila maksimalna u¢inkovitost kompleksiranja. U ovom
radu inkluzijski kompleksi risperidona i lorazepama u ¢vrstom stanju pripremljeni su
metodom susenja rasprSivanjm te evaporacijom etanolno-vodene otopine lijeka i HP-
B-CD. Istom postupku podvrgnute su i etanolno-vodene otopine ispitivanih lijekova.
Takoder je pripremljena i fizicka smjesa lijekova s HP-B-CD. S obzirom na tip
solubilizacijskih izotermi, odnos ciklodekstrina 1 lijekova prilikom pripreme
kompleksa je ekvimolaran. Dodatkom etanola povecana je topljivost lijekova u vodi,
a time je omogucena maksimalna interakcija lijeka i ciklodekstrina. Odabir vrste
suotapala prilikom pripreme inkluzijskog kompleksa iz otopina ograni¢en je
¢injenicom da molekule otapala stvaraju inkluzijske komplekse s ciklodekstrinima te
zbog toga zaostaju u ¢vrstom produktu kao onecis¢enje (Fromming i Szejtli, 1994). S
obzirom na povoljna toksikoloska svojstva, kao suotapalo odabran je etanol.

Za karakterizaciju dobivenih produkata koriStene su termoanaliticke (DSC) 1
spektroskopske metode (FTIR).

Termalnom analizom moguce je pratiti interakciju molekule ciklodekstrina i
lijeka jer se nastajanjem inkluzijskog kompleksa mijenjaju fizikalno-kemijska
svojstva uklopljene molekule kao §to su vreliste, taliSte, temperatura sublimacije 1 sl.
(Fromming 1 Szejtli, 1994; Giordano 1 sur., 2001). Stoga je ovom tehnikom moguce
razlikovati inkluzijske komplekse od adsorbata.

Termogram risperidona (Slika 10.) pripremljenog evaporacijom etanolno-
vodene otopine lijeka (A) karakteriziran je oStrim endotermnim pikom pri 168.5°C $to
se moze pripisati taljenju lijeka, a entalpija taljenja (AH) iznosi 101.6 J/g. Na
termogramu rasprSivanjem osusenog risperidona (B) polozaj i oblik pika taljenja
lijeka nije se znacajno promijenio (169.6°C i AH=101.8 J/g). Termogram HP-B-CD
(C) karakteriziran je Sirokim, slabo izraZenim endotermnim pikom koji se proteZe od
45.7 do 140°C (AH=158.7 J/g), a moze se pripisati gubitku vode iz centralne Supljine

molekule ciklodekstrina. Zbog svoje amorfnosti, ciklodekstrini nemaju definiranu
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temperaturu taljenja, a termalna razgradnja pocinje pri temperaturama visim od 270°C
(Brown 1 sur., 2002). Na termogramu fizicke smjese risperidona s HP-B-CD (D)
izrazen je egzotermni pik risperidona, no pomaknut je prema nizoj temperaturi
(162.2°C, AH=56.82 J/g). Na termogramu kompleksa risperidona s HP-B-CD
pripremljenog evaporacijom (E) endotermni pik taljenja risperidona nalazi se pri
169.9°C a vrijednost entalpije taljenja iznosi 10.31 J/g. Kod kompleksa pripremljenog
metodom suSenja rasprSivanjem (F) endotermni pik taljenja risperidona nije vidljiv.

Termogram lorazepama pripremljen evaporacijom etanolno-vodene otopine
lijeka (A) karakteriziran je endotermnim pikom pri 179.6°C koji je posljedica taljenja
lijeka uz vrijednost entalpije taljenja 192.0 J/g (Slika 11.) Na termogramu lorazepama
pripremljenog susenjem rasprsivanjem (B) pik taljenja lijeka nalazi se na 172.9°C uz
vrijednost AH=205.5 J/g. Termogram fizi¢ke smjese lorazepama i HP-B-CD (D)
karakteriziran je pikom taljenja lijeka pri 175.9°C (AH=36.9 J/g). Kod kompleksa
lorazepama s HP-B-CD pripremljenog evaporacijom (E) pik taljenja lijeka nalazi se
pri 182°C uz vrijednost entalpije taljenja AH=121.4 J/g. Na termogramu kompleksa
lorazepama pripremljenog metodom susSenja rasprSivanjem (F), pik taljenja lijeka nije
vidljiv.

Nestanak pika taljenja lijeka u termogramima kompleksa risperidona i
lorazepama s HP-B-CD pripremljenih metodom suSenja rasprSivanjem upucuje na
nastanak nove ¢vrste faze koja se moze pripisati amorfnom obliku lijeka i/ili nastanku
inkluzijskog kompleksa (Mura i sur., 2002). Tijekom pripreme kompleksa metodom
suSenja rasprSivanjem otopina se rasprSuje u sitne kapljice u struji zagrijanog zraka.
Pri tome dolazi do brze evaporacije otapala zbog velike povrSine kapljica Sto
doprinosi nastanku amorfnog oblika lijjeka. No, termicka svojstva uzoraka
pripremljenih metodom susSenja rasprSivanjem etanolno-vodenih otopina lijeka bez
ciklodekstrina ne razlikuju se znacajno u odnosu na svojstva kristalinicnog
risperidona 1 lorazepama pripremljenih evaporacijom etanolno-vodene otopine lijeka
(Slike 10. 1 11.). Amorfni oblik lijeka je vrlo nestabilan te na sobnoj temperaturi ¢esto
spontano rekristalizira nekoliko sati nakon pripreme (Redenti i sur., 1996). Nasuprot
tome, termiCka svojstva kompleksa pripremljenih metodom suSenja rasprSivanjem
nisu se promijenila skladiStenjem na sobnoj temperaturi uz relativnu vlaznost zraka od
40% tijekom Sest mjeseci (termalne krivulje nisu prikazane). Moze se zakljuciti da

amorfnost risperidona i lorazepama u kompleksu s HP-B-CD pripremljenog metodom
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suSenja rasprSivanjem nije posljedica primijenjene metode izolacije krutog produkta
nego se moze pripisati nastajanju inkluzijskog kompleksa ciklodekstrin lijek.
Uklapanje lijeka u centralnu Supljinu molekule ciklodekstrina stericki onemogucava
stvaranje kristalne resetke. Osim toga, HP-B-CD je amorfan, pa su stoga i njegovi
inkluzijski kompleksi takoder amorfne strukture.

Kod pripreme kompleksa metodom evaporacije, isparavanje otapala je
polagano te se u sustavu uspostavlja ravnoteza izmedu kompleksa i lijeka. Zbog toga
su oni istovremeno prisutni u ¢vrstom produktu. Udio kristalinicnog lijeka i
kompleksa u sustavu zavisi o stabilnosti molekule lijeka u kristalnoj reSetci. S
obzirom na izrazeni pik taljenja lijeka u termogramu kompleksa lorazepama
dobivenog evaporacijom, moze se zakljuCiti kako je kristalizacija lorazepama
energetski povoljnija u odnosu na nastanak inkluzijskog kompleksa. Na termogramu
kompleksa risperidona pripremljenog evaporacijom, pik lijeka je slabije izrazen,
ukazujuéi da je u tom sustavu favorizirano nastajanje inkluzijskog kompleksa. S
obzirom na termicka svojstva uzoraka moze se zakljuciti da izolacija ¢vrstog produkta
metodom evaporacije nije prikladna za pripremu inkluzijskih kompleksa risperidona i
lorazepama s HP-B-CD. Takvi produkti sadrze visoki udio kristalini¢nog lijeka.

Promjena temperature taljenja lijeka u fizickim smjesama risperidona i
lorazepama s HP--CD mozZe se objasniti termalno induciranom interakcijom lijekova
s HP-B-CD tijekom pokusa (Aigner i sur., 2005).

Kompleksi risperidona i lorazepama s HP-B-CD karakterizirani su takoder i
snimanjem FTIR spektara. U FTIR spektru kristaliniénog risperidona (A)
pripremljenog evaporacijom etanolno-vodene otopine lijeka (Slika 12.) izrazene
apsorpcijske vrpce u podrudju 3059 do 2800 cm™ mogu se pripisati vibracijama
istezanja, a izrazene apsorpcijske vrpce u podrudju 1450 do 1310 cm™ vibracijama
savijanja C-H veze metilne skupine molekule lijeka. Izrazena apsorpcijska vrpca na
1656.37 cm™ odgovara vibracijama istezanja amidnog karbonila, a apsorpcijske vrpce
u podru¢ju 1250 do 1020 cm™ mogu se pripisati vibracijama istezanja C-N veza u
benzizoksazolskom, pirimidinskom 1 piridinskom prstenu molekule lijeka.
Apsorpcijske vrpee u podrugju 900 do 675 cm™ odgovaraju vibracijama savijanja C-H
veza u policiklickim heteroaromatskim prstenima molekule lijeka. Izrazena

apsorpcijska vrpca na 1450 cm™ moZe se pripisati vibracijama istezanja N-O veze u
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benzizoksazolskom prstenu, a uska apsorpcijska vrpca pri 1230 cm’ odgovara
vibracijama istezanja C-F veze fluora vezanog na benzizoksazolski prsten.

Polozaj 1 intenzitet karakteristi¢nih vrpca funkcionalnih skupina lijeka u FTIR
spektru rasprSivanjem osuSenog risperidona (B) nije se promijenio u odnosu na
spektar kristalini¢nog risperidona, §to upucuje na ¢injenicu da se metodom susenja
raspr§ivanjem nisu promijenila kristalinicna svojstva produkta. Time su potvrdeni
rezultati termicCkih ispitivanja.

U FTIR spektru molekule HP-B-CD (C) izraZena je Siroka apsorpcijska vrpca
pri 3401.21 cm™ koja odgovara vibracijama istezanja O-H veze hidroksilnih skupina u
molekuli ciklodekstrina. Apsorpcijske vrpce pri 2971.71 i 2930.69 cm” mogu se
pripisati vibracijama istezanja C-H veza u molekulama glukoze. Apsorpcijska vrpca u
podrugju 1156.67 do 1034.69 cm™ odgovara vibracijama istezanja C-O-C i C-C-C
veza u molekuli glukoze.

U FTIR spektru kompleksa risperidona 1 HP-B-CD (D) pripremljenog
evaporacijom dosSlo je do pomaka vrijednosti apsorpcijskog maksimuma vrpce
amidnog karbonila s 1656.37 na 1651,11 cm™, a u spektru kompleksa pripremljenog
metodom susenja rasprSivanjem (E) taj pomak je jo§ znacajnije izrazen (1639.56 cm’
1, pri ¢emu je intenzitet apsorpcijske vrpce smanjen. Pomak vrijednosti apsorpcijskog
maksimuma prema nizim valnim brojevima upucuje na nastanak vodikovih veza
izmedu karbonilne skupine molekule lijeka 1 hidroksilnih skupina molekule
ciklodekstrina, odnosno na nastajanje inkluzijskog kompleksa risperidona s HP-3-CD
u ¢vrstom stanju.

FTIR spektar kristalinicnog lorazepama (A) prikazan u Slici 13. karakterizira
siroka apsorpcijska vrpca u podrudju valnih brojeva 3343.32 do 2911.09 cm™ koja
odgovara vibracijama istezanja O-H veze u molekuli lijeka (3434.32 cm™ ), a spojena
je s apsorpcijskom vrpcom koja se moze pripisati vibracijama istezanja C-H veze u
aromatskom prstenu molekule lijeka (3128.55 i 3059 cm™). Vibracije savijanja O-H
veze udruzene s vibracijama savijanja C-H veza rezultiraju oStrim pikovima pri
1436.55 i 1325.37 cm’". Intenzivne apsorpcijske vrpce na podrugju 900 do 675 cm™
mogu se pripisati vibracijama savijanja C-H veza na aromatskim prstenima molekule
lorazepama. U spektru je izrazena apsorpcijska vrpca amidnog karbonila na 1694.85
cm” ("amide band I") te apsorpcijska vrpca na 1615.51 cm™ koja odgovara

vibracijama savijanja N-H veze amidne skupine u molekuli ("amide band II").
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Apsorpcijske vrpce na podruéju 1250 do 1020 cm™ pripisuju se vibracijama istezanja
C=N veze u benzdiazepinskom prstenu. Ostra apsorpcijska vrpca pri 1100.14 cm’
moze se pripisati vibracijama istezanja C-Cl veze.

Polozaj i intenzitet karakteristi¢nih apsorpcijskih vrpci molekule lorazepama u
FTIR spektru rasprSivanjem osuSenog lijeka (B) ne razlikuje se zna¢ajno u odnosu na
FTIR spektar kristalini¢énog lorazepama s$to upucéuje na kristalini¢na svojstva nastalog
produkta. Time su potvrdeni rezultati termickih ispitivanja.

U FTIR spektru kompleksa lorazepama s HP-B-CD (D) pripremljenog
metodom evaporacije polozaj 1 intenzitet karakteristicnih apsorpcijskih vrpca
molekule lorazepama nije se znacajno promijenio, $to upucuje da je taj produkt
zapravo fizicka smjesa lorazepama i1 HP-B-CD. U FTIR spektru kompleksa
pripremljenog metodom suSenja rasprSivanjem (E) doslo je do pomaka vrijednosti
maksimuma apsorpcijske vrpce amidnog karbonila s 1694.85 na 1701.38 cm™. Pomak
apsorpcijskog maksimuma karboksilne skupine molekule lorazepama prema vecim
valnim brojevima upucuje na disocijaciju intermolekularnih veza u kristalnoj resetki
lorazepama. Nastajanjem inkluzijskog kompleksa onemoguceno je stvaranje kristalne
strukture te se tako stabilizira amorfni oblik lijeka (Brown i sur., 2002). Ovaj
zakljucak je u skladu s rezultatima termickih ispitivanja. Nastajanjem inkluzijskog
kompleksa molekule lijeka s ciklodekstrinom ograni¢ava se moguénost vibracija veza
u molekuli lijeka, pa je stoga intenzitet apsorpcijske vrpce smanjen (Slika 13.).

S obzirom na rezultate termickih i FTIR ispitivanja moze se zakljuciti da je
metoda suSenja rasprSivanjem etanolno-vodenih otopina lijeka i HP-B-CD prikladnija
za pripremu inkluzijskih kompleksa risperidona i lorazepama u krutom stanju.

RasprSivanjem osuSeni risperidon, lorazepam te inkluzijski kompleksi
karakterizirani su odredivanjem raspodjele veli¢ina Cestica. Na veli¢inu Cestica
rasprSivanjem osuSenog produkta utjece niz parametara kao §to je promjer sapnice,
brzina protoka uzorka, brzina protoka zraka, viskoznost te napetost povrSine otopine
lijeka 1 sl. (Van Campen 1 Vethoye, 2002). Logaritamska raspodjela veli¢ina Cestica
karakteristi¢na je za Cvrste produkte pripremljene metodom suSenja rasprSivanjem
otopina, a moze se objasniti sekundarnom agregacijom Ccestica prilikom procesa
suSenja. Interakcija HP-B-CD s molekulom lijeka mijenja viskoznost, odnosno

povrsinsku napetost otopine lijeka (Fromming 1 Szejtli, 1994). Zbog toga je srednji
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promjer Cestica kompleksa veéi u odnosu na srednji promjer Cestica lijeka, a raspon
veli¢ina Cestica kompleksa je Siri (Slika 14.).

Oblikovanjem inkluzijskih kompleksa risperidona i lorazepama s HP-B-CD
znacajno se poboljsala topljivost i brzina otapanja lijekova u vodi (Slika 15.).
Otapanje krutina zapocinje na dodirnoj povrsini krutih ¢estica i vode. Mocenje Cestica
risperidona 1 lorazepama oteZano je zbog lipofilnog karaktera lijekova. Zbog toga je i
otapanje lijekova usporeno, bez obzira na uvjete osigurane topljivosti u eksperimentu.
U inkluzijskom kompleksu lijek je djelomicno ili potpuno uklopljen u lipofilnu
centralnu Supljinu molekule ciklodekstrina (molekularno inkapsuliranje). Zbog
velikog broja hidroksilnih skupina na povrsini, molekula ciklodekstrina je hidrofilnog
karaktera te se nastali kompleks brzo otapa. Osim toga, inkluzijski kompleksi
risperidona i lorazepama su amorfne strukture $to je vidljivo iz rezultata termickih i
FTIR ispitivanja. Amorfna svojstva kompleksa takoder doprinose brzom otapanju

lijekova.
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5.5. Utjecaj ciklodekstrina na nastajanje interpolimernog kompleksa
HPMC i kabomera

Slaba kiselina (karbomer) u otopini djeluje kao protondonorski polimer i tvori
interpolimerne komplekse s neionskim, protonakceptorskim polimerima kao S$to je
HPMC. Interakcija ukljucuje simultano nastajanje intermolekularnih vodikovih veza
izmedu dvije razliCite polimerne molekule. Tako nastaje stabilna struktura sli¢na
ljestvama koja odmah nakon nastajanja stvara agregate. Time se smanjuje povrSina
kontakta s molekulama otapala. Uslijed nastajanja agregata, raste turbidnost otopine
polimera, a time i apsorbancija sustava (Nurkeeva i sur., 2003). Stoga se mjerenjem
apsorbancije uzoraka moze pratiti nastajanje interpolimernog kompleksa u otopini.

S obzirom na rezultate ispitivanja, moze se zakljuciti da je maseni odnos
HPMC 1 karbomera 1:1 najpovoljniji za nastajanje interpolimernog kompleksa. pH-
vrijednost otopine ima vaznu ulogu u nastajanju interpolimernog kompleksa. pK,-
vrijednost akrilne kiseline, glavnog monomera karbomera pri 25°C iznosi 4.25. Pri
pH-vrijednosti 3.0 karboksilne skupine karbomera su u potpunosti neionizirane, a
porastom pH-vrijednosti sustava raste udio ioniziranih skupina u polimeru. Rezultati
ispitivanja ukazuju, da je za nastajanje interpolimernog kompleksa kljucno da
karboksilne skupine karbomera budu u neioniziranom obliku.

Molekula ciklodekstrina u svojoj strukturi ima veliki broj hidroksilnih i
eterskih skupina koje su dobri protonakceptori. Stoga se moze zakljuciti da
interpolimerni  kompleks nastaje 1 uz HP-B-CD, a moguce je 1 nastajanje
interpolimernog kompleksa koji sadrzi HPMC, karbomer i1 ciklodekstrin.

Interpolimerni kompleksi sa i bez ciklodekstrina u ¢vrstom stanju pripremljeni
su metodom suSenja rasprSivanjem 1 karakterizirani su FTIR spektrima. Istom
metodom ispitane su i odgovarajuce fizicke smjese polimera. Spektar karbomera (A)
karakteriziran je izrazenom apsorpcijskom vrpcom pri 1706.3 cm™” koja odgovara
frekvenciji rastezanja karboksilnih skupina u molekuli polimera (Slika 17.). U spektru
interpolimernog kompleksa (B) te spektru interpolimernog kompleksa s HP-B-CD
(D), ta vrpca je pomaknuta prema veéim frekvencijama (1724.1, odnosno 1726.4 cm’
1. Ovaj pomak upuéuje na prekidanje vodikovih veza unutar molekule karbomera i na
nastajanje novih veza s protonakceptorskim skupinama na molekuli HPMC, odnosno

HP-B-CD. Time je potvrdena pretpostavka o nastajanju interpolimernog kompleksa sa
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1 bez HP-B-CD. Ovom metodom nije moguce pouzdano odrediti protonakceptorske
skupine, no s obzirom na literaturne podatke, vjerojatno je rije¢ o hidroksilnim i
eterskim skupinama HPMC i HP-B-CD (Khutoryanski i sur., 2003; Rodriguez-
Terreiro 1 sur., 2004). U spektru fizicke smjese HPMC i karbomera (C) te spektru
fizicke smjese koja sadrzi HPMC, karbomer i HP-B-CD (E), pomak apsorpcijskog
maksimuma je unutar vrijednosti razlucivosti instrumenta te ne upuéuje na nastajanje
interpolimernog kompleksa. Za nastajanje interpolimernog kompleksa vazno je
prisustvo vode, jer su u ¢vrstom stanju molekule polimera u konformaciji klupka.
Skupine klju¢ne za nastajanje interpolimernog kompleksa su zasjenjene unutar takve
strukture i nisu dostupne interakciji. U vodi, polimeri bubre i mijenjaju konformaciju,
a skupine kljuéne za nastajanje interpolimernih kompleksa postaju dostupne

interakciji.
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5.6. Priprema i karakterizacija mukoadhezivnih mikrocestica lorazepama

i risperidona

Mikrocestice lorazepama i risperidona oblikovane su metodom susenja
rasprsivanjem. Ovom tehnikom ostvareno je dobro uklapanje lijekova u mikrocestice
srednjeg promjera oko 3.0 um (Tablica 6.).

U Slici 19. prikazani su DCS termogrami mikrocestica lorazepama te
termogrami rasprSivanjem osusenog lijeka. Na termogramima mikrocestica (B-G), u
temperaturnom rasponu od 20 do 110°C nalazi se Siroki, slabo izrazeni endotermni pik
koji se moze pripisati evaporaciji adsorbirane vlage. Na termogramima mikrocestica
lorazepama oblikovanih s HPMC (B), karbomerom (D) i interpolimernim
kompleksom (E) vidljiv je pik taljenja lijeka, no on je slabije izrazen nego u
termogramu rasprSivanjem osuSenog lorazepama (A) i pomaknut je prema nizim
temperaturama (170.2, 158.9 1 149.3°C) u odnosu na raspr§ivanjem osuSeni lorazepam
(172.9°C). Pomak pika taljenja lorazepama prema niZim temperaturama upucuje na
djelomi¢ni gubitak kristalini¢nih svojstava lijeka uslijed uklapanja u polimerni
matriks mikrocestica (Vueba i sur., 2004). U termogramima mikrocestica u kojima je
lijek u obliku inkluzijskog kompleksa s ciklodekstrinima (C, E 1 G) pik taljenja lijeka
nije vidljiv. Nestanak pika taljenja upucuje na ¢injenicu da uklapanjem u polimerni
matriks mikrocestica nije doslo do razgradnje inkluzijskog kompleksa lorazepama s
HP-B-CD. Lorazepam u mikrocesticama s HP-B-CD je u potpunosti amorfan.

DSC termogrami rasprSivanjem osusenog risperidona te mikrocCestica
risperidona prikazani su u Slici 20. U termogramima mikrocestica (B - G) vidljiv je
slabo izrazeni, endotermni pik u temperaturnom rasponu 20 do 110°C koji je
posljedica evaporacije adsorbirane vlage. Pik taljenja lijeka vidljiv je na termogramu
mikrocestica risperidona oblikovanih s HPMC (B), ali je slabije izraZzen i pomaknut
prema nizim temperaturama u odnosu na rasprsivanjem osuseni risperidon (159.9°C
za MR1 u odnosu na 169.6°C za risperidon). Promjena polozaja i intenziteta pika
taljenja lijeka posljedica je djelomi¢nog gubitka kristalini¢nih svojstava risperidona
uslijed uklapanja u polimerni matriks mikroCestica. Na termogramu HPMC
mikrocestica oblikovanih s inkluzijskim kompleksom risperidona (C) pik taljenja
lijeka nije vidljiv. Nestanak pika taljenja lijeka upucuje na amorfnost risperidona u

mikroCesticama, a moZze se objasniti kompleksiranjem lijeka s HP-B-CD. Na
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termogramima mikrocCestica risperidona oblikovanih s karbomerom (D) i
interpolimernim kompleksom (F) pik taljenja lijeka nije vidljiv. Nestanak pika taljenja
lijeka moZe se objasniti interakcijom molekula risperidona s karboksilnim skupinama
molekule kabomera (Shema 3.). Molekula lijeka u svojoj strukturi sadrzi 3 kvaterne
amino skupine, $to omogucuje stvaranje soli izmedu kiselog polimera i molekule

lijeka prema shemi (Elkheshen 2001):

POLIMER

| LIJEK
Pt @|
0~ \o---- AN———

Shema 3. Pretpostavljeni mehanizam interakcije risperidona i karbomera.

Uslijed interakcije dolazi do nastanka molekularne disperzije lijeka u
polimernom matriksu te pik taljenja lijeka nestaje. U slu¢aju mikrocestica risperidona
s ciklodekstrinima (E 1 G), nestanak pika taljenja lijeka moze se objasniti
kompleksiranjem risperidona s molekulom HP-B-CD 1/ili interakcijom s karbomerom.

Vrijednost zeta potencijala ukazuje na dominantnu komponentu na povrsini
mikroCestica te se odredivanjem zeta potencijala moze pratiti interakcija polimera i
molekule lijeka (Duro i sur. 1998; Harnsilawat i1 sur., 2006). HPMC je neutralni
polimer pa zeta potencijal mikroc¢estica HPMC iznosi —1.6 £ 2.0 mV S§to je u skladu s
podacima objavljenim u literaturi (Yokoi i sur., 2005). Zeta potencijal mikrocestica
samog karbomera iznosi —23.7 £ 1.0 mV. Karbomer je anionski polimer, a u
eksperimentalnim uvjetima (pH ~ 6.8) karboksilne skupine polimera su ionizirane §to
doprinosi negativnom naboju na povrsini mikroCestica. Vrijednost zeta potencijala
interpolimernog kompleksa oblikovanog u mikrocestice je niza u odnosu na zeta
potencijal mikrocCestica karbomera (Slika 21.). Nize vrijednosti zeta potencijala u tom
sustavu ukazuju na nastanak interpolimernog kompleksa pri ¢emu karboksilne
skupine molekule karbomera stvaraju vodikove veze s protonakceptorskim skupinama
HPMC. Uslijed interakcije smanjuje se broj slobodnih karboksilnih skupina na

povrsini mikroc¢estica Sto doprinosi smanjenju vrijednosti povrSinskog naboja.
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Vrijednosti zeta potencijala mikrocestica lorazepama (ML1-ML6) ne razlikuju
se znacajno u odnosu na vrijednost zeta potencijala polimera. Moze se zakljuciti da je
lijek uklopljen u polimerni matriks, a polimer je dominantna komponenta na povrsini
mikroCestica. HP-B-CD nema znacCajan utjecaj na vrijednost zeta potencijala
mikrocestica s lorazepamom.

Pozitivan naboj rasprSivanjem osuSenog risperidona moze se objasniti
prisustvom monoprotoniranog oblika lijeka na povrSini Cestica u eksperimentalnim
uvjetima (pH ~ 6.8). Vrijednosti zeta potencijala mikrocestica MR1 i MR2,
oblikovanih s HPMC su nize u odnosu na rasprSivanjem osuseni risperidon. Nize
vrijednosti zeta potencijala mikrocestica upucuju na uklapanje molekula lijeka u
polimerni matriks. NiZe vrijednosti zeta potencijala mikroCestica risperidona s
karbomerom upucuju na interakciju molekule lijeka i polimera koja je elektrostatske
prirode. Time se smanjuje broj ioniziranih karboksilnih skupina na povrSini
mikrocCestica, a uslijed toga 1 vrijednost zeta potencijala. HP-B-CD u mikroc¢esticama
risperidona s karbomerom (MR4) ne mijenja vrijednost zeta potencijala. To se moze
objasniti ukapanjem dijela molekule lijeka u centralnu Supljinu ciklodekstrina. Pri
tome ciklodekstrini ne ometaju interakciju ostatka molekule lijeka s karbomerom.

Vrijednosti zeta potencijala mikroCestica risperidona oblikovanih s
interpolimernim kompleksom (MR5 1 MR6) ne razlikuju se znac¢ajno u odnosu na
vrijednost zeta potencijala interpolimernog kompleksa §to upucéuje da je polimer
dominantna komponenta na povrSini mikrocestica.

Mukoadhezivnost mikrocestica osigurava zadrzavanje oblika na mjestu
primjene stvaranjem mukoadhezivne veze s molekulom mucina na povrsini sluznice.
Uslijed toga postize se bliski kontakt povrSine mikrocestice i sluznice §to pozitivno
utjece na bioraspolozivost lijeka (Khanvilkar i sur., 2001; Ugwoke i sur., 2005).

Vrsta polimera znacajno utje¢e na mukoadhezivnost mikroc¢estica (Slika 22.).
Mukoadhezivnost mikroc€estica oblikovanih koriStenjem HPMC slabije je izrazena u
odnosu na mukoadhezivna svojstva mikrocestica karbomera 1 interpolimernog
kompleksa (p < 0.05). HPMC je neutralni polimer linearne strukture ¢ime se moze
objasniti slabije izrazena mukoadhezivnost. U kontaktu s povrSinom sluznice dolazi
do interpenetracije lanaca HPMC s lancima molekule mucina, odnosno stvaranja
mehanicke veze. Smatra se kako je nastanak mehanicke veze glavni mehanizam kojim

se moze objasniti mukoadhezivnost HPMC (Smart, 2005).
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Karbomer je anionski polimer umrezene strukture. Veliki broj karboksilnih
skupina u polimernom matriksu odgovoran je za dobra svojstva bubrenja polimera u
fizioloSkim uvjetima. Karboksilne skupine doprinose negativnom naboju §to uzrokuje
osmotski uvjetovan ulazak vode u matriks te brZe bubrenje uslijed djelovanja
elektrostatskih odbojnih sila medu istovrsno nabijenim segmentima polimera.
Umrezena struktura i dobra svojstva bubrenja pogoduju mukoadhezivnim svojstvima
mikroCestica karbomera. Mukoadhezivna veza nastala mehanickom interpenetracijom
lanaca mucina u izbubreni matriks karbomera dodatno se stabilizira vodikovim
vezama (Jabbari i sur., 1993; Edsman i Hagerstrom, 2005).

Interpolimerni kompleks nastaje udruzivanjem polimernih lanaca stvaranjem
vodikovih veza izmedu karboksilnih skupina karbomera i1 protonakceptorskih skupina
lanca HPMC. Interpenetracijom lanaca mucina u takvu umreZenu strukturu nastaje
¢vrsta mehanicka veza koja stabilizira adhezivnu vezu izmedu mikrocestica i povrSine
sluznice. Uslijed toga, mukoadhezivnosti ovih mikrocestica ne razlikuju se znacajno u
odnosu na mikrocestice samog karbomera (p > 0.05).

Risperidon 1 lorazepam smanjuju mukoadhezivnost mikrocestica (Slika 22.).
Uklapanjem lijeka u mikrocestice smanjuje se koncentracija mukoadhezivnog
polimera u matriksu. Time se moZe objasniti slabija mukoadhezivnost mikrocestica s
lorazepamom 1 risperidonom. Osim toga, molekula lijeka moZe ometati nastajanje
elektrostatskih i vodikovih veza koje dodatno stabiliziraju mehanic¢ku vezu polimera i
mucina nastalu interpenetracijom polimernih lanaca (Ikinci 1 sur., 2000). Pri tome,
lorazepam ima znacajniji utjecaj na mukoadhezivnost mikrocestica u odnosu na
risperidon, $to je vjerojatno posljedica razlicitih fizikalno-kemijskih svojstava
lijekova.

Mukoadhezivnost mikroc€estica oblikovanih s inkluzijskim kompleksom
lorazepama 1 risperidona je manje izrazena u odnosu na mukoadhezivnost
mikrocestica oblikovanih s istom vrstom polimera bez ciklodekstrina, no ta razlika
nije statistiCki znacajna (Slika 22.). Ovo se djelomi¢no moZe objasniti 1 potkrijepiti
rezultatima dobivenim odredivanjem zeta potencijala koji ukazuju da je polimer
prevladavaju¢a komponenta na povrsini mikrocestica.

Poznato je da ciklodekstrini u otopini mogu stvarati neinkluzijske komplekse s
hidrofilnim polimerima (Ribeiro i sur., 2003; Rodriguez-Terreiro i sur., 2004). Pri
tome dolazi do djelomi¢nog ili potpunog oblaganja molekule ciklodekstrina

polimernim lancem. Tijekom suSenja rasprSivanjem, evaporacija otapala je vrlo brza,
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pa se nastala struktura ne mijenja. Uslijed toga, polimer prevladava na povrsini
mikrocestica, osiguravaju¢i mukoadhezivnost.

Ciklodekstrini u mikrocCesticama mijenjaju svojstva bubrenja. Dokazano je da
prisutnost HP-B-CD u polimernom matriksu HPMC i karbomera pozitivno djeluje na
bubrenje takvog sustava (Jug 1 Becirevic¢, 2004), pa on brze bubri u odnosu na matriks
bez HP-B-CD. PoboljsSana svojstva bubrenja polimernog matriksa utjecajem
ciklodekstrina mogu se objasniti boljim ovlaZivanjem polimernog matriksa u
prisustvu amorfnog kompleksa. U kontaktu s vodom, dolazi do brzog otapanja
kompleksa pri ¢emu raste poroznost polimernog matriksa §to doprinosi njegovoj
boljoj hidrataciji. Ulaskom vode u polimerni matriks povecava se motilitet segmenata
polimernih lanaca te oni postaju dostupniji za interpenetraciju s lancima mucina i

nastanak mukoadhezivne veze.
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5.7. Utjecaj mukoadhezivnih polimera i HP-B-CD na oslobadanje

lijekova iz mikrocestica

Odredivanjem konstanti brzine oslobadanja lijekova u vodi pracen je utjecaj
ciklodekstrina i mukoadhezivnih polimera na oslobadanje lorazepama i risperidona iz
mikrocestica (Tablice 7. i 8.). Rezultati ukazuju da bifazicna kinetika prvog reda
najbolje opisuje oslobadanje lorazepama i risperidona iz mikrogestica (r* > 0.99).
Bifazicno oslobadanje lijeka karakteristicno je za mikrocestice. Prvi brzi proces
odgovara oslobadanju lijeka sa i blizu povrSine mikrocestica. Zbog malog promjera
mikrocestica, ukupna povrSina s koje se odvija oslobadanje lijeka je vrlo velika.
Uslijed toga je oslobadanje lijeka iz slojeva sa i blizu povrSine mikrocestica brzo
("burst effect"), a karakterizirano je konstantom brzine k;. Drugi sporiji proces je
oslobadanje lijeka iz dubljih slojeva mikrocCestica, a karakteriziran je konstantom
brzine k;, (Tablica 7.1 8.).

Vrsta mukoadhezivnog polimera koriStena pri oblikovanju mikrocestica
lorazepama ne mijenja znacajno brzinu oslobadanja lijeka, pa se tijekom 90 minuta iz
mikrocestica ML1, ML3 i ML5 oslobodilo oko 60% uklopljene koli¢ine lorazepama.
Vrijednosti eksponenta n za te sustave variraju od 0.492 do 0.696, Sto upucuje da je
oslobadanje lorazepama istovremeno kontrolirano difuzijom lijeka kroz izbubreni
polimerni matriks te njegovom erozijom. Zavisno o vrsti polimera mijenja se relativni
doprinos pojedinog mehanizma oslobadanja lorazepama. HPMC je neutralni polimer
linearne strukture (Siepmann i Peppas, 2001) koji u kontaktu s vodom bubri stvarajuéi
sloj hidrogela oko c¢vrste jezgre mikroCestice. Voda djeluje kao plastifikator
snizavaju¢i temperaturu staklastog prijelaza polimera 1 povecavaju¢i motilitet
segmenata polimernih lanaca. Istovremeno, ulaskom vode u polimerni matriks dolazi
do otapanja molekula lijeka koja difundira iz sloja hidrogela u medij koji okruzuje
mikrocestice. Daljnjim ulaskom vode u polimerni matriks dolazi do otapanja HPMC u
povrsinskom sloju hidrogela te do erozije polimernog matriksa. Uslijed toga se
mijenja mehanizam oslobadanja lijeka. Prema podacima u Slici 25., oslobadanje
lorazepama iz mikrocestica oblikovanih s HPMC kontrolirano je difuzijom unutar
prvih 20 minuta eksperimenta, dok s vremenom raste doprinos erozije polimernog

matriksa.
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Kod mikrocestica oblikovanih s karbomerom (ML3), vrijednost eksponenta »
je niza (n=0.492). Karbomer je anionski umreZzeni polimer, koji zbog velikog broja
karboksilnih skupina u strukturi brze bubri stvaraju¢i konzistentni sloj hidrogela oko
mikrocCestica. lonizacija karboksilnih skupina u mediju ispitivanja stvara osmotski tlak
unutar polimernog matriksa $to uzrokuje brzi ulazak vode, odnosno brze bubrenje
polimernog matriksa u usporedbi s matriksom HPMC. Brzem bubrenju karbomernog
matriksa dodatno doprinose repulzivne sile koje se javljaju medu istovrsno nabijenim
segmentima polimernih lanaca (Garcia-Gonzales 1 sur., 1993; Dittgen i sur., 1997).
Zbog umrezene strukture karbomera, erozija polimernog matriksa je ogranicena, te je
difuzija lorazepama kroz sloj hidrogela klju¢an proces koji odreduje brzinu
oslobadanja lorazepama iz mikrocestica oblikovanih s karbomerom. Na to upucuje
vrijednost omjera E/D koja je niska tijekom cijelog eksperimenta (Slika 25.). Istim
mehanizmom moZze se objasniti oslobadanje lorazepama iz mikrocestica oblikovanih s
interpolimernim kompleksom. Vrijednost eksponenta n, kao i vrijednosti omjera E/D
tijekom eksperimenta za mikroCestice ne razlikuju se znaCajno u usporedbi s
mikrocesticama oblikovanim s karbomerom.

Dodatak inkluzijskog kompleksa u mikrocestice utjecao je na mehanizam
oslobadanja lorazepama iz polimernog matriksa. Pri tome se znacajno ubrzalo
oslobadanje lijeka, pa se tijekom 15 minuta iz mikrocestica oblikovanih s HPMC i
karbomerom (ML2 i1 ML4) oslobodilo oko 75 % uklopljene koli¢ine lijeka.
Oslobadanje lorazepama iz mikrocestica oblikovanih s interpolimernim kompleksom
(ML6) bilo je nesto sporije, pa se tijekom 15 minuta oslobodilo oko 45% uklopljene
koli¢ine lijeka. Oslobadanje lijeka iz svih mikrocestica bilo je kompletno za vrijeme
trajanja eksperimenta. Uklapanjem lorazepama u inkluzijski kompleks s HP-B-CD
znacajno je poboljsao topljivost lijeka u izbubrenom polimernom matriksu, a
povecana je i erodibilnost sustava. Brzo otapanje amorfnog inkluzijskog kompleksa u
kontaktu s vodom povecava poroznost polimernog matriksa te tako olakSava ulazak
vode u sustav, ¢ime se ubrzava bubrenje i erozija polimernog matriksa (Jug i
Becirevi¢, 2004). Uslijed toga, erozija polimernog matriksa postaje dominantni
mehanizam koji kontrolira brzinu oslobadanja lorazepama iz mikrocestica (Slika 25.).
Zbog toga su i vrijednosti eksponenta n vise (0.637-0.783) u odnosu na vrijednosti

dobivene za mikrocestice bez ciklodekstrina.
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U sluc¢aju mikrocestica risperidona oblikovanih s HPMC (MR1), oslobadanje
lijeka odvija se "anomalnim transportom" (n=0.624). Pri tome se oslobodilo oko 90%
uklopljene koli¢ine risperidona, a brze oslobadanje lijeka u odnosu na brzinu
oslobadanja lorazepama iz mikrocestica oblikovanih s istovrsnim polimerom mozZe se
objasniti viSom topljivosti risperidona (Tablica 10.). Pri tome, erozija polimernog
matriksa ima znacajniji utjecaj na oslobadanje lijeka iz ovih mikrocestica (Slika 26.).
Na to upucuje i veca vrijednost eksponenta n (n=0.700). Oblikovanjem mikrocestica s
inkluzijskim kompleksom risperidona znacajno je ubrzano oslobadanje lijeka, te je
ono potpuno u 30 minuta. Pri tome se, zbog dobre topljivosti inkluzijskog kompleksa,
znacajno povecala difuzibilnost risperidona u polimernom matriksu, pa je vrijednost
konstante kp koja upucuje na doprinos difuzije ukupnoj brzini oslobadanja lijeka oko
10 puta veca u odnosu na istovrsni sustav bez HP-B-CD (Tablica 10.). Zbog brze
difuzije lijeka, erozija ima manji utjecaj na brzinu oslobadanja lijeka iz mikrocestica.
To proizlazi iz podataka prikazanih u Slici 26. Omjer E/D je vrlo niskih vrijednosti
tijekom cijelog eksperimenta. Na znacajniji doprinos difuzije oslobadanju lijeka iz
mikrocestica upucuje i vrijednost eksponenta n (n=0.624) koja je nesto niza u odnosu
na mikrocestice bez ciklodekstrina (MR1; n=0.700).

Interakcija risperidona i1 karbomera ima klju€an utjecaj na brzinu oslobadanja
lijeka iz mikrocCestica oblikovanih s karbomerom i interpolimernim kompleksom, pa
se primjenom modela Pepasa i Korsmeyera (1986) te Peppasa i Sahlina (1989) ne
moze opisati oslobadanje risperidona iz ovih sustava. Molekula risperidona u svojoj
strukturi ima 3 tercijarne amino skupine, §to omogucuje interakciju s razli¢itim
polimerima akrilne kiseline (Elkheshen 2001; Tatavari i1 sur., 2004). Interakcija se
odvija elektrostatskim vezama koje ukljucuju tercijarne amino skupine molekule
lijeka 1 karboksilne skupine karbomera, prema shemi u poglavlju 5.6.. Uslijed te
interakcije dolazi do neutralizacije karboksilnih skupina na karbomeru §to utjece na
svojstva bubrenja polimernog matriksa. Izostaje osmotski uvjetovan ulazak vode u
polimerni matriks te uc¢inak repulzivnih sila medu istovrsno nabijenim segmentima
polimernih lanaca (Elkheshen 2001). To neposredno otezava difuziju lijeka. Zbog
toga je oslobadanje risperidona iz slojeva blize povrSini mikrocCestica relativno brzo.
Oko 50% uklopljene koli¢ine lijeka oslobodeno je tijekom 5 minuta, a nakon toga
slijedi sporije oslobadanje risperidona iz dubljih slojeva mikrocestica. Oblikovanje

mikroCestica s inkluzijskim kompleksom (MR4) rezultiralo je neSto brzim
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oslobadanjem risperidona u odnosu na mikrocestice bez ciklodekstrina (MR3), no ta
razlika nije statisticki znacajna (Slika 24.). S obzirom na geometriju molekule
risperidona 1 rezultate FTIR ispitivanja moze se zakljuciti da inkluzijski kompleks
risperidona nastaje djelomi¢nim uklapanjem molekule risperidona u centralnu
Supljinu molekule ciklodekstrina, a ostatak molekule ostaje dostupan za interakciju s
karbomerom. NesSto brze oslobadanje risperidona oblikovanih s inkluzijskim
kompleksom moze se pripisati utjecaju HP-B-CD na svojstva bubrenja polimernog
matriksa.

Oslobadanje risperidona iz mikrocCestica oblikovanih s interpolimernim
kompleksom (MRS5) je neSto brze u odnosu na sustav s karbomerom (MR3). Uslijed
nastajanja interpolimernog kompleksa, karboksilne skupine karbomera su okupirane
stvaranjem vodikovih veza s protonakceptorskim skupinama lanca HPMC, pa je stoga
interakcija s trecijarnim amino skupinama molekule lijeka ograni¢ena steriCkim
razlozima. Zbog toga je oslobadanje risperidona iz ovog sustava neSto brZe, pa se
tijekom 10 minuta oslobodilo oko 60% ukupne koli¢ine lijeka. Oslobadanje
risperidona iz mikrocestica oblikovanih s inkluzijskim kompleksom (MR6) je u prvih
20 minuta nesto sporije u odnosu na sustav bez ciklodekstrina (MR5), §to se moze
objasniti utjecajem umreZene strukture interpolimernog kompleksa. Ulaskom vode u
matriks, dolazi do prekidanja vodikovih veza koje stabiliziraju interpolimerni
kompleks, pa je stoga oslobadanje lijeka tijekom druge faze nesSto brze, a u 90 minuta
se oslobodilo oko 90% risperidona.

Kako bi se smanjila kompleksnost podataka 1 olakSala medusobna usporedba
oslobadanja lijeka iz mikroCestica razliitog sastava, odredena je ucinkovitost
oslobadanja (DSE). Vrijednost DSE za mikrocestice lorazepama oblikovane s HPMC
(ML1) je niska (Tablica 11.), Sto se moze objasniti niskom topljivosc¢u lijeka u vodi.
Uslijed toga je oslobadanje lorazepama sporo, pa je i povrSina ispod krivulje
oslobadanja manja. Oblikovanjem mikrocestica lorazepama s karbomerom (ML3) i
interpolimernim kompleksom (MLS5) oslobadanje lijeka je poboljSano, pa su i
vrijednosti DSE nesSto vece. Uklapanjem inkluzijskog kompleksa lorazepama u
mikrocCestice, povecava vrijednost DSE oko 2 puta u odnosu na mikrocestice
oblikovane samo s polimerom. To se moZe objasniti utjecajem HP-B-CD na topljivost

te na mehanizam oslobadanja lorazepama. Visoke vrijednosti SDE za mikrocestice
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ML2 i ML4 ukazuju na vrlo brzi pocetak djelovanja lijeka i potencijalno dobru
bioraspolozivost.

Vrijednosti DSE za mikrocestice risperidona (MR1) su viSe u odnosu na
istovrsne mikrocestice lorazepama (ML1), §to se objaSnjava boljom topljivoséu
risperidona. Dodatkom HP-B-CD u mikrocestice risperidona oblikovane s HPMC
(MR2), vrijednost DSE je povecana oko 1.4 puta. Ovo upucuje na pozitivan utjecaj
ciklodekstrina na oslobadanje lijeka. Vrijednosti parametra DSE =za ostale
mikrocestice risperidona (MR3 — MR6) ne razlikuju se znacajno. To se moze objasniti
utjecajem karbomera na oslobadanje lijeka, Sto je ranije objasnjeno. Uslijed toga,
ciklodekstrini ne utjecu na vrijednosti DSE.

Uc¢inak HP-B-CD na oslobadanje lorazepama 1 risperidona iz pripravljenih
mikrocestica vrednovan je model-neovisnom metodom koja se temelji na odredivanju
faktora razlicitosti (f;) i faktora slicnosti (f2; Moore i Flanner, 1996). Ova metoda
evaluacije krivulja oslobadanja lijeka iz razli¢itih mikroc€estica ima znacajnu prednost
u odnosu na statisticke metode. Statisticke metode, kao §to je ANOVA, ne uzimaju u
obzir odnos izmedu pojedinih tocaka u profilu oslobadanja lijeka, ve¢ ih tretiraju kao
nezavisne (Anderson i sur., 1998). Vrijednosti fit-faktora prikazane u Tablici 12.
ukazuju da HP-B-CD =znacajno mijenja profil oslobadanja lorazepama iz svih
mikrocestica. U sluaju mikrocestica risperidona, HP-B-CD utjece na oslobadanje
lijeka iz mikrocestica s HPMC. Time su potvrdene pretpostavke iz ranije diskusije.
Moze se zakljuciti kako se brze oslobadanje lijeka iz mikrocestica s ciklodekstrinom
moze pripisati sposobnosti HP-B-CD da stvara inkluzijske komplekse s lorazepamom
1 risperidonom uslijed ¢ega se mijenja topljivost lijeka u izbubrenom polimernom
matriksu. Takoder, HP-B-CD u polimernom matriksu utjeCe na bubrenje i eroziju
sustava Sto doprinosi brZzem oslobadanju lijeka. U slucaju mikrocestica risperidona
oblikovanih s karbomerom (MR3 i MR4) te interpolimernim kompleksom (MRS i
MR6), HP-B-CD u sustavu ne mijenja znaCajno oslobadanje lijeka. Brzina
oslobadanja risperidona ogranicena je interakcijom lijeka s karboksilnim skupinama

karbomera.
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5.8. In vitro ispitivanje difuzije lorazepama i risperidona

Odredivanjem kinetickih  parametara difuzije neke molekule kroz
polupropusnu membranu moguce je predvidjeti brzinu apsorpcije lijeka kroz sluznice
organizma. Difuzija molekule lijeka iz donorskog u akceptorski odjeljak Franz-
difuzijske celije odvija se u viSe uzastopnih koraka. Prvi korak obuhvaca otapanje,
odnosno oslobadanje lijeka te difuziju otopljenih molekula lijeka kroz hidrodinamski
sloj donorskog odjeljka do povrSine polupropusne membrane. Nakon toga slijedi
difuzija lijeka kroz polupropusnu membranu u akceptorski odjeljak Franz-difuzijske
¢elije. Odredene vrijednosti konstanti brzine difuzije 1 koeficijenta difuzije

obuhvacaju oba procesa (Tablice 13., 14.1 15.).

5.8.1. Utjecaj HP-B-CD na permeabilnost lorazepama i risperidona

Topljivost lijeka je kljucan parametar koji odreduje brzinu difuzije lorazepama
1 risperidona kroz polupropusnu membranu. Tijekom eksperimenta, u donorskom
odjeljku horizontalne Franz-difuzijske ¢elije nisu postojali uvjeti osigurane topljivosti.
Zbog niske topljivosti lorazepama 1 risperidona, koli¢ina lijeka raspolozivog za
difuziju u hidrodinamskom sloju na povrs$ini membrane je ograni¢ena. Uslijed toga
vrijednosti konstante brzine difuzije, koeficijenta difuzije te u€inkovitosti difuzije su
niske (Tablica 13.). Oblikovanjem inkluzijskih kompleksa lorazepama i risperidona
znaCajno se poboljSala difuzibilnost lijekova. Na to ukazuju viSe vrijednosti
ispitivanih kineti¢kih parametara difuzije lijeka iz kompleksa. Mehanizam djelovanja
ciklodekstrina kao promotora difuzije moze se objasniti povecanjem topljivosti
lijekova u hidrodinamskom sloju na povrSini polupropusne membrane. Ciklodekstrini
djeluju kao nosaci lipofilnih molekula lijeka kroz hidrofilnu sredinu do povrSine
membrane. Time je olakSana difuzija molekule lijeka kroz hidrodinamski sloj. Zbog
velike molekularne mase 1 hidrofilnosti molekule ciklodekstrina, prolazak kompleksa
kroz polupropusnu membranu nije vjerojatan. Lijek uklopljen u sredi$nju Supljinu
molekule ciklodekstrina je u brzoj dinamickoj ravnotezi sa "slobodnim" molekulama
lijeka, pa ciklodekstrini na povrSini polupropusne membrane osiguravaju visoku
koncentraciju molekula lijekova raspolozivih za difuziju. Time je stvoren visoki

koncentracijski gradijent lijeka na povrSini polupropusne membrane ¢ime je znacajno
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ubrzana difuzija lijeka. Pri tome je ucinak HP-B-CD na difuziju lorazepama
naglaSeniji u odnosu na risperidon. Razlog za to je ionizacija risperidona pri uvjetima
ispitivanja (pH-vrijednost 6.5) koja je oslabila interakciju risperidona s HP-3-CD, kao
S$to je objasnjeno u poglavlju 5.1. Uslijed toga su vrijednosti ispitivanih kineti¢kih
parametara difuzije risperidona utjecajem ciklodekstrina nesto nize u odnosu na one

za lorazepam.

5.8.2. Utjecaj HP-B-CD i mukoadhezivnih polimera na difuziju

lorazepama i risperidona iz mikrocestica

Oblikovanjem lijekova u mikrocestice mijenja se difuzibilnost lorazepama i
risperidona. Vrijednosti kinetickih parametara difuzije lorazepama i risperidona iz
mikrocestica su znatno vise u odnosu na vrijednosti kinetickih parametara odredenih
pri difuziji rasprSivanjem osusSenih lijekova (Tablice 13., 14. i 15.). Ucinci
mukoadhezivnih polimera na ispitivane kineticke parametre difuzije lorazepama i
risperidona iz mikrocestica se medusobno razlikuju.

Utjecaj HPMC 1 karbomera na vrijednosti ispitivanih kinetickih parametara
difuzije lorazepama iz mikrocCestica ML1 1 ML3 je jednako izrazen (Tablica 14.).
Brzina oslobadanja lorazepama iz mikroc¢estica ML1 1 ML3 se ne razlikuje znacajno
(Slika 24.), Sto je posljedica ograni¢ene topljivosti lorazepama u izbubrenom
polimernom matriksu. Topljivost lorazepama je parametar koji odreduje i
koncentraciju lorazepama raspolozivog za difuziju, pa vrijednosti ispitivanih
kinetickih parametara difuzije lorazepama iz mikrocestica ML1 1 ML3 nisu znac¢ajno
razliCite.

Umrezena struktura interpolimernog kompleksa ograni¢ava oslobadanje
lorazepama iz mikrocestica ML5 pa su manje koncentracije lorazepama raspolozive
za difuziju. Time se mogu objasniti niske vrijednosti kinetickih parametara difuzije
lorazepama iz mikrocestica oblikovanih s interpolimernim kompleksom.

Vrijednosti  ispitivanih  kinetickih parametara difuzije risperidona iz
mikroCestica MR1 ne razlikuju se znacajno u odnosu na one rasprSivanjem osusenog
risperidona (Tablice 13. 1 15.). Dokazano je da ionska jakost medija znafajno utjece

na svojstva bubrenja i eroziju matriksnih sustava oblikovanih s HPMC (Kavanagh 1i
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Corrigan, 2004). Pri ispitivanju difuzije, sloj mikrocestica u donorskom odjeljku
horizontalne Franz-difuzijske celije ovlazen je simuliranim nazalim fluidom pH-
vrijednosti 6.5. U tim uvjetima, ulaskom medija u polimerni matriks dolazi do
ionizacije molekula risperidona unutar polimernog matriksa. Pri tome se smanjuje
hidratacija polimernih lanaca HPMC zbog kompeticije ioniziranih molekula
risperidona za raspolozivu vodu (Katzhendler i sur., 2000). Uslijed slabije hidratacije
polimernih lanaca usporeno je bubrenje i erozija polimernog matriksa, a time 1 brzina
oslobadanja risperidona. Zbog toga je koncentracijski gradijent molekula risperidona
na povrsini polupropusne membrane niZzi, pa je proces difuzije sporiji. Lorazepam pri
ispitivanoj pH-vrijednosti medija nije ioniziran, pa utjecaj na hidrataciju lanaca
HPMC izostaje. Zbog toga je utjecaj HPMC na vrijednosti ispitivanih kinetickih
parametara difuzije lorazepama iz mikro€estica ML1 izraZeniji.

Kod mikrocestica risperidona oblikovanih s karbomerom i interpolimernim
kompleksom (MR3 i MRY), vrijednosti kineti¢kih parametara difuzije su znatno vise
u odnosu na one za rasprSivanjem osuSeni risperidon. Oslobadanje risperidona iz
mikrocestica MR3 1 MRS karakterizirano je tzv. "burst" efektom (Slika 24.). Pri nizim
pH-vrijednostima medija, oslobadanje bazi¢nih lijekova kao Sto je risperidon iz veze s
karbomerom je znacajno brze (Elkheshen 2001; Tatavarti i sur., 2004). To se
objasnjava boljom topljivoscu lijekova pri nizim pH-vrijednostima, pa je "burst" efekt
pri oslobadanju risperidona jo§ viSe izrazen. Uslijed toga nastaje visoki
koncentracijski gradijent risperidona u donorskom odjeljku Franz-difuzijske celije Sto
ubrzava difuziju. Pri tome se promijenio kineticki model difuzije risperidona iz
mikrocestica oblikovanih s karbomerom i interpolimernim kompleksom. Difuziju
risperidona iz mikrocestica MR3 i MRS najbolje opisuje kinetika prema Higuchiju
(Tablica 15.). Promjena kinetike difuzije moZe se povezati s brzim inicijalnim
oslobadanjem risperidona iz mikrocestica. U pocetku eksperimenta visoka
koncentracija risperidona je raspoloziva za difuziju kroz polupropusnu membranu, pa
je taj proces brzi. S vremenom, koncentracijski gradijent risperidona u donorskom
odjeljku se smanjuje, a uslijed toga opada i brzina difuzije.

HP-B-CD je utjecao na difuziju lorazepama i risperidona iz mikrocestica. Pri
tome su vrijednosti konstanti brzina difuzije i koeficijenta difuzije lorazepama iz svih
pripremljenih mikrocestica te risperidona iz mikrocestica oblikovanih s HPMC vece

oko 2 puta u odnosu na vrijednosti konstanti brzine i koeficijenata difuzije za
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mikrocestice bez ciklodekstrina. Utjecaj HP-B-CD na difuziju lorazepama iz
mikrocestica ML2, ML4 i ML6 moze se objasniti utjecajem ciklodekstrina na
oslobadanje lijeka. Ciklodekstrini poveéavaju topljivost lijeka u izbubrenom
polimernom matriksu te djeluju na eroziju mikrocestica. Uslijed toga je veca
koncentracija lijeka raspoloziva za difuziju. Pri tome, vrijednosti ispitivanih
kinetickih parametara difuzije lorazepama iz mikrocestica ML2, ML4 1 ML6 su nesto
nize u odnosu na one za inkluzijski kompleks lorazepama. Prilikom oslobadanja lijeka
iz mikroCestica dolazi do brzog otapanja kompleksa u izbubrenom sloju polimera.
Nakon toga slijedi difuzija lijeka kroz izbubreni polimerni matriks do hidrodinamskog
sloja na povrsini polupropusne membrane te difuzija lijeka u akceptorski odjeljak
Franz-difuzijske ¢elije. Difuzija lijeka kroz izbubreni polimerni matriks je proces koji
utjece na ukupnu brzinu difuzije. Time se mogu objasniti nize vrijednosti kinetickih
parametara difuzije lorazepama iz mikrocestica s ML2, ML4 i ML6 u odnosu na one
za inkluzijski kompleks lijeka. Ucinak HP-B-CD na difuziju risperidona iz
mikrocestica oblikovanih s HPMC moze se objasniti istim mehanizmom.

HP-B-CD 1 karbomer djeluju sinergisticki na difuziju risperidona iz
mikroCestica MR4 1 MR6. Vrijednosti ispitivanih kineti¢kih parametara difuzije
risperidona iz mikrocestica MR4 i MR6 su oko 6 puta vise u odnosu na one
rasprSivanjem osuSenog risperidona (Tablica 15.). Pri tome, je uc¢inak HP-B-CD na
difuziju risperidona iz mikrocCestica nesto slabije izrazen. Vrijednosti konstante brzine
difuzije 1 koeficijenta difuzije ovih mikorcestica su 1.4 puta viSe u odnosu na
mikroCestice bez ciklodekstrina (MR3 1 MRS). In vitro ispitivanje oslobadanja
risperidona iz mikroCestica MR4 i MR6 pokazalo je da je interakcija lijeka i
karbomera parametar koji odreduje brzinu oslobadanja risperidona, dok je ucinak
ciklodekstrina zanemariv. Vise vrijednosti ispitivanih kinetickih parametara difuzije
risperidona iz mikroc¢estica MR4 1 MR6 mogu se objasniti u¢inkom HP-B-CD na
transport lijekova kroz hidrodinamski sloju na povrSini polupropusne membrane.
Ciklodekstrini djeluju kao nosa¢i molekula lijeka kroz hidrodinamski sloj,
povecavaju¢i njegovu raspolozivost za difuziju. Uslijed toga rastu vrijednosti
ispitivanih  kinetickih parametra difuzije risperidona. Difuzija risperidona iz

mikrocCestica MR4 1 MR6 odvija se prema Higuchijevom kinetickom modelu.
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6. ZAKLJUCCI



Na osnovu rezultata istrazivanja moze se zakljuciti:

Risperidon 1 lorazepam u otopinama razli¢itth pH-vrijednosti stvaraju
inkluzijske komplekse s HP-B-CD molarnog odnosa 1:1. Nastajanje
inkluzijskih kompleksa mijenja topljivost risperidona i lorazepama u vodi.
Ovisno o pH-vrijednosti medija, risperidon je u protoniranom ili
neprotoniranom obliku. Ionizacija risperidona utjeCe na stabilnost inkluzijskog
kompleksa. Vrijednosti konstante stabilnosti kompleksa protoniranog
risperidona s HP-B-CD su niske, $to je posljedica hidrofilnog karaktera
monoprotoniranog risperidona. Neprotonirani risperidon je lipofilniji te s HP-
B-CD stvara stabilnije komplekse. Nastajanje kompleksa lorazepama s HP-3-

CD neovisno je o pH-vrijednosti medija.

HPMC mijenja topljivost risperidona i lorazepama u vodi §to upucuje na
interakciju lijek-polimer. Utjecaj karbomera na topljivost lijekova je
zanemariv. Risperidon i lorazepam ne stvaraju ternarne komplekse s HPMC i
HP-B-CD. Karbomer nepovoljno utjece na nastajanje inkluzijskih kompleksa,

Sto je posljedica interakcije polimera i HP-B-CD.

Diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom (DSC) 1 infracrvenom
spektroskopijom s Fourijerovim transformacijama (FTIR) potvrdeno je
nastajanje inkluzijskog kompleksa risperidona i lorazepama u ¢vrstom stanju.
Kompleksi su pripremljeni metodom susenja rasprsivanjem i dobro su topljivi

u vodi.

Metodom turbidimetrije 1 FTIR spektroskopijom potvrdeno je nastajanje
interpolimernog kompleksa HPMC i karbomera u otopini i u ¢vrstom stanju.
Interpolimerni kompleks nastaje 1 uz HP-B-CD, a moguce je i nastajanje

interpolimernog kompleksa koji sadrzi HPMC, karbomer i ciklodekstrin.

Oblikovane su mikrocestice lorazepama i risperidona metodom susenja
rasprSivanjem. Ovom tehnikom ostvareno je dobro uklapanje lijekova u
mikrocCestice srednjeg promjera oko 3.0 um. Metoda pripreme mikrocestica je

brza i jednostavna te bi mogla biti prikladna za industrijsku proizvodnju.

Rezultati termoanalitickih ispitivanja (DSC) upucuju na uklapanje lorazepama

i risperidona u polimerni matriks mikrocestica §to uzrokuje djelomi¢ni gubitak

131



kristalini¢nih svojstava lijekova. Termalna svojstva mikrocestica ukazuju na
interakciju risperidona s karbomerom i interpolimernim kompleksom.
Uklapanje u polimerni matriks mikrocestica ne mijenja termalna svojstva

inkluzijskih kompleksa lorazepama i risperidona.

Vrijednosti zeta potencijala mikrocestica potvrduju nastajanje interpolimernog
kompleksa te upucuju na elektrostatsku prirodu interakcije risperidona s
karbomerom. Polimer je dominantna komponenta na povrSini mikrocestica.

HP-B-CD ne mijenja vrijednost zeta-potencijala mikrocestica.

Mukoadhezivna svojstva mikrocestica lorazepama i risperidona definirana su
fizikalno-kemijskim svojstvima polimera. Zbog umreZene strukture
karbomera, mikrocestice oblikovane s karbomerom 1 interpolimernim
kompleksom pokazuju izraZzeniju mukoadhezivnost. Mukoadhezivnost
mikrocestica s HPMC je neSto slabije izraZena, §to je posljedica linearne
strukture HPMC. Uklapanje lorazepama i risperidona u mikroc€estice mijenja
njihovu mukoadhezivnost. HP-B-CD znacajno ne utjeCe na mukoadhezivna

svojstva mikrocestica.

Oslobadanje lorazepama iz mikrocestica kontrolirano je difuzijom lijeka kroz
izbubreni polimerni matriks te njegovom erozijom. Difuzija lijeka kroz
izbubreni polimerni matriks je dominantni mehanizam oslobadanja
lorazepama iz mikrocCestica oblikovanih s karbomerom i interpolimernim
kompleksom, $to je posljedica umrezene strukture polimera. HPMC je polimer
linearne strukture te je erozija polimernog matriksa dominantan mehanizam
oslobadanja lorazepama i risperidona iz mikrocestica. HP-B-CD utjece na
difuziju lorazepama u izbubrenom polimernom matriksu. Brzo otapanje
inkluzijskog kompleksa doprinosi eroziji polimernog matriksa. Zbog toga je
oslobadanje lorazepama iz mikrocestica oblikovanih s HP-B-CD brze. Istim
mehanizmom moze se objasniti utjecaj HP-B-CD na oslobadanje risperidona
iz mikrocCestica HPMC. Interakcija risperidona i karbomera kljucna je pri
oslobadanju lijeka iz mikrocestica oblikovanih s karbomerom 1
interpolimernim kompleksom. Stoga je utjecaj HP-B-CD na oslobadanje

risperidona iz mikrocestica slabije izraZen.
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Topljivost lorazepama 1 risperidona ograni¢ava oslobadanje lijekova iz
mikroCestica, a time 1 in vitro difuziju lijekova. Stvaranje inkluzijskih
kompleksa utjeCe na in vitro difuzibilnost lorazepama 1 risperidona.
Mehanizam djelovanja HP-B-CD kao promotora difuzije lijekova tumaci se
visokom topljivosti inkluzijskih kompleksa te utjecajem ciklodekstrina na
transport lijekova. HP-B-CD djeluje kao nosa¢ lipofilnih lijekova kroz
hidrodinamski sloj do povrSine polupropusne membrane stvarajuci visoki
koncentracijski gradijent lorazepama i risperidona raspolozivih za difuziju.
HP-B-CD u mikroCesticama lorazepama 1 risperidona mijenja vrijednosti
kinetickih parametara difuzije lijekova. Stvaranje inkluzijskih kompleksa
utjeCe na brzinu oslobadanja lijekova iz mikrocCestica, a uslijed toga rastu
koncentracije lorazepama i risperidona raspolozive za difuziju. Time je in

vitro difuzija lijekova znacajno brza.

Mikrocestice oblikovane s inkluzijskim kompleksom lorazepama i
karbomerom (ML4) te mikrocestice oblikovane s inkluzijskim kompleksom
risperidona 1 interpolimernim kompleksom (MR6) karakteriziraju dobro
definirani kineti¢ki parametri in vitro difuzije lijekova te izraZena
mukoadhezivnost. Ove karakteristike mikrocestica pruzaju potencijal za
nazalnu primjenu ispitivanih lijekova 1 njihov transport u CST 1i/ili tkivo
mozga. Ciklodekstrini 1 ispitivani polimeri u mikroc¢esticama lorazepama i
risperidona stoga mogu oblikovati terapijski sustav prikladan za nazalnu

primjenu lijekova s u¢inkom na sredisnji ziv€ani sustav.
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8. SAZETAK



Ispitano je nastajanje inkluzijskih kompleksa lorazepama i risperidona s
hidroksipropil-p-ciklodekstrinom (HP-B-CD) u otopini i u c¢vrstom stanju. U
otopinama HP-B-CD razli¢itih pH-vrijednostti lorazepam 1 risperidon stvaraju
inkluzijske komplekse molarnog odnosa ciklodekstrin lijek 1:1. Nastajanje
inkluzijskih kompleksa mijenja topljivost lijekova u vodi. Na stabilnost inkluzijskih
kompleksa lorazepama i risperidona u otopini HP-B-CD utje¢e pH-vrijednost medija
te prisustvo polimera (HPMC 1 karbomer). Inkluzijski kompleksi lorazepama i
risperidona u ¢vrstom stanju pripremljeni su metodom suSenja rasprSivanjem i
karakterizirani su diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom 1 infracrvenom
spektroskopijom s Fourierovim transformacijama.

Lorazepam, risperidon i njihovi inkluzijski kompleksi uklopljeni su u
mukoadhezivne mikrocestice metodom suSenja rasprSivanjem. Kao mukoadhezivni
polimeri koriSteni su HPMC, karbomer i interpolimerni kompleks HPMC i
karbomera. Termoanaliticka ispitivanja mikroCestica upucuju na uklapanje
lorazepama 1 risperidona u mikroCestice na Sto ukazuje djelomic¢ni gubitak
kristalinicnih svojstava lijekova. Termalna svojstva mikroCestica upucuju na
interakciju risperidona s karbomerom i interpolimernim kompleksom.

Zeta potencijal mikrocCestica odreden je mjerenjem elektroforetske
pokretljivosti Cestica u elektricnom polju fotonkorelacijskom spektroskopijom.
Vrijednosti zeta potencijala mikrocestica pokazuju da je polimer dominantna
komponenta na povrsSini mikrocestica te upucuju na elektrostatsku prirodu interakcije
risperidona s karbomerom. HP-B-CD ne utjee na vrijednosti zeta potencijala
mikrocestica.

Mukoadhezivnost mikrocestica ispitana je in situ metodom odredivanja rada
adhezije. Zbog umrezene strukture karbomera, mikroCestice oblikovane s
karbomerom 1 interpolimernim kompleksom pokazuju izraZzeniju mukoadhezivnost u
odnosu na mikrocestice oblikovane s HPMC, polimerom linearne strukture.
Uklapanje lorazepama i risperidona u mikrocestice mijenja njihovu mukoadhezivnost.
Utjecaj HP-B-CD na mukoadhezivnost mikrocestica je zanemariv.

In vitro oslobadanje lorazepama i risperidona iz mikrocestica ograniceno je
topljivoséu lijekova. Mehanizam oslobadanja lorazepama 1 risperidona iz
mikrocestica ukljucuje difuziju lijjeka kroz izbubreni polimerni matriks te eroziju

matriksa. Difuzija lijeka kroz izbubreni polimerni matriks je dominantni mehanizam
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oslobadanja lorazepama iz mikroc¢estica oblikovanih s karbomerom i interpolimernim
kompleksom, Sto je posljedica umrezene strukture polimera. HPMC je polimer
linearne strukture te je erozija polimernog matriksa dominantan mehanizam
oslobadanja lorazepama i risperidona iz mikrocestica oblikovanih s ovim polimerom.
HP-B-CD utjece na difuziju lorazepama u izbubrenom polimernom matriksu. Brzo
otapanje inkluzijskog kompleksa doprinosi eroziji polimernog matriksa. Zbog toga je
oslobadanje lorazepama iz mikrocestica oblikovanih s HP-B-CD brze. Istim
mehanizmom moZe se objasniti utjecaj HP-B-CD na oslobadanje risperidona iz
mikrocestica HPMC. Interakcija risperidona 1 karbomera klju¢na je pri oslobadanju
lijeka iz mikrocestica oblikovanih s karbomerom i interpolimernim kompleksom.
Stoga je utjecaj HP-B-CD na oslobadanje risperidona iz mikrocestica slabije izrazen.
In vitro difuzija lijekova kroz polupropusnu membranu ispitana je koriStenjem
standardne Franz-difuzijske celije pri ¢emu su se pokusali oponasSati uvjeti koji
odgovaraju apsorpciji lijeka na nazalnoj sluznici. Stvaranje inkluzijskih kompleksa
utjece na in vitro difuzibilnost lorazepama i risperidona. Mehanizam djelovanja HP-§3-
CD kao promotora difuzije lijekova tumaci se visokom topljivosti inkluzijskih
kompleksa te utjecajem ciklodekstrina na transport lijekova. HP-B-CD djeluje kao
nosac lipofilnih lijekova kroz hidrodinamski sloj do povrsine polupropusne membrane
stvarajuci visoki koncentracijski gradijent lorazepama i risperidona raspolozivih za
difuziju. HP-B-CD u mikrocesticama lorazepama i risperidona mijenja vrijednosti
kinetickih parametara difuzije lijekova. Stvaranje inkluzijskih kompleksa utjece na
brzinu oslobadanja lijekova iz mikroCestica, a uslijed toga rastu koncentracije
lorazepama 1 risperidona raspolozive za difuziju. Ove karakteristike mukoadhezivnih
mikroCestica pruzaju potencijal za nazalnu primjenu ispitivanih lijekova i njihov
transport u CST i/ili tkivo mozga. Ciklodekstrini 1 ispitivani polimeri u
mikroCesticama lorazepama 1 risperidona mogli bi oblikovati terapijski sustav

prikladan za nazalnu primjenu lijekova s u¢inkom na sredi$nji Ziv€ani sustav.
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9. SUMMARY



The inclusion complex formation of lorazepam and risperidone with HP-B-CD
in solution and in solid state was investigated. In solutions of different pH values
risperidone and lorazepam formed inclusion complexes with HP-B-CD. The inclusion
complex formation significantly increased risperidone and lorazepam solubility.
Media pH value and presence of the polymers (HPMC and carbomer) influenced the
stability of inclusion complexes. Inclusion complexes of risperidone and lorazepam in
solid state were prepared by spray drying and characterised by differential scanning
calorimetry (DSC) and FTIR spectroscopy.

Lorazepam, risperidone and their inclusion complexes were incorporated in
mucoadhesive microparticles by spray drying. HPMC, carbomer and interpolymer
complex of HPMC and carbomer were used as mucoadhesive components. High drug
entrapment in microparticles of 3.0 um diameter was obtained. Thermal properties of
the microparticles showed that lorazepam and risperidone incorporation into polymer
matrices affected crystalline properties of the drugs and suggested the interaction of
risperidon with carbomer.

The zeta-potential values of microparticles were determined by photon-
correlation spectroscopy. The results suggested electrostatic nature of risperidone and
carbomer interaction. Polymer is the dominant component on the microparticles
surface, what could also be deducted from the zeta-potential measurement.

Mucoadhesion of the microparticles was investigated by in situ method based
on adhesion work measurement. Due to cross-linked structure of the polymers,
mucoadhesion of microparticles formulated with carbomer and interpolymer complex
was more pronounced compared to the mucoadhesion of HPMC microparticles.
Incorporation of the drugs into polymeric matrices affected the mucoadhesion. The
influence of HP-B-CD on the mucoadhesion of microparticles was negligible.

In vitro drug release from microparticles was limited by low water solubility
of lorazepam and risperidone. The drug release mechanism included the drug
diffusion through hydrated polymer matrix and matrix erosion. Due to cross-linked
polymer structure, the drug diffusion across the swollen polymer matrix was major
release mechanism of lorazepam from the microparticles formulated with carbomer
and interpolymer complex. The linear structure of HPMC contributed to the matrix
erosion. Therefore erosion was the major release mechanism of lorazepam from the

microparticles formulated with HPMC. HP-B-CD affected the lorazepam release rate
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by increasing the drug solubility in the swollen polymer matrix of the microparticles.
HP-B-CD also promoted the matrix erosion and therefore contributed to the drug
release. The same mechanism controlled the risperidone release from HPMC
microparticles containing HP-B-CD. The drug-carbomer interaction limited the
release of risperidone from the microparticles formulated with carbomer and
interpolymer complex. Therefore, the influence of HP--CD on drug release from this
microparticles was less pronounced.

The in vitro diffusion studies were performed using standard Franz-diffusion
cell. Thereby nasal absorption of the drugs was simulated. Inclusion complex
formation affected lorazepam and risperidone diffusibility by increasing the drug
solubility. HP-B-CD acted as a carrier of the lipophilic drugs across the hydrodynamic
layer on the membrane surface and increased the drug concentration gradient over the
membrane. HP-B-CD in microparticles changed the values of in vitro drug diffusion.
Inclusion complex formation affected the drug release rate from the microparticles
and therefore higher concentrations of lorazepam and risperidone were available for
the diffusion. Above-mentioned characteristics of the mucoadhesive microparticles
offer the potential for nasal application of lorazepam and risperidone and their
transport to the cerebrospinal fluid and the brain. Cyclodextrins and investigated
polymers in lorazepam and risperidone microparticles could formulate suitable drug

delivery system for nasal application of psychoactive drugs.
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CIKLODEKSTRINI U MUKOADHEZIVNIM MIKROCESTICAMA LORAZEPAMA |
RISPERIDONA

Mario Jug
Zavod za farmaceutsku tehnologiju,
Farmaceutsko-biokemijski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

Ispitano je nastajanje inkluzijskih kompleksa lorazepama i risperidona s hidroksipropil-f3-
ciklodekstrinom (HP-B-CD) u otopini i u ¢vrstom stanju. U otopinama HP-B-CD razli¢itih pH-
vrijednostti lorazepam i risperidon stvaraju inkluzijske komplekse molarnog odnosa ciklodekstrin lijek
1:1. Nastajanje inkluzijskih kompleksa mijenja topljivost lijekova u vodi. Na stabilnost inkluzijskih
kompleksa lorazepama i risperidona u otopini HP-B-CD utjece pH-vrijednost medija te prisustvo
polimera (hidroksipropilmetilceluloza (HPMC) i1 karbomer). Inkluzijski kompleksi lorazepama i
risperidona u ¢vrstom stanju pripremljeni su metodom susSenja raspr§ivanjem i karakterizirani su
diferencijalnom pretraznom kalorimetrijom 1 infracrvenom spektroskopijom s Fourierovim
transformacijama.

Lorazepam, risperidon i njihovi inkluzijski kompleksi uklopljeni su u mukoadhezivne
mikrocestice metodom susenja rasprSivanjem. Kao mukoadhezivni polimeri koristeni su HPMC,
karbomer i interpolimerni kompleks HPMC i karbomera. Oblikovane mikrocestice karakterizirane su s
obzirom na uklapanje djelatne tvari, raspodjelu veli¢ina cCestica, vrijednost zeta-potencijala te
termoanalitickom metodom (DSC). Mukoadhezivnost mikroCestica ispitana je in situ metodom
odredivanja rada adhezije. Utvrdeno je da na mukoadhezivnost mikrocestica utjece kemijska struktura
polimera te prisustvo lijeka, dok je utjecaj HP-B-CD zanemariv.

In vitro oslobadanje lorazepama i risperidona iz mikrocestica ograniceno je topljivoséu
lijekova. Mehanizam oslobadanja lorazepama i risperidona iz mikrocestica ukljucuje difuziju lijeka
kroz izbubreni polimerni matriks te eroziju matriksa. HP-B-CD utjeCe na difuziju lorazepama u
izbubrenom polimernom matriksu. Brzo otapanje inkluzijskog kompleksa doprinosi eroziji polimernog
matriksa. Zbog toga je oslobadanje lorazepama iz mikrocestica oblikovanih s HP-B-CD brze. Istim
mehanizmom moZe se objasniti utjecaj HP-B-CD na oslobadanje risperidona iz mikrocestica HPMC.
Interakcija risperidona i karbomera kljuc¢na je pri oslobadanju lijeka iz mikrocestica oblikovanih s
karbomerom i interpolimernim kompleksom. Stoga je utjecaj HP-B-CD na oslobadanje risperidona iz
mikrocestica slabije izrazen.

Stvaranje inkluzijskih kompleksa utjece na in vitro difuzibilnost lorazepama i risperidona.
Mehanizam djelovanja HP-B-CD kao promotora difuzije lijekova tumaci se visokom topljivosti
inkluzijskih kompleksa te utjecajem ciklodekstrina na transport lijekova kroz hidrodinamski sloj na
povrsini polupropusne membrane. Stvaranje inkluzijskih kompleksa utjeCe na brzinu oslobadanja
lijekova iz mikrocestica, a uslijed toga rastu koncentracije lorazepama i risperidona raspolozive za
difuziju. Ove karakteristike mukoadhezivnih mikrocestica pruzaju potencijal za nazalnu primjenu
ispitivanih lijekova i njihov transport u CST i/ili tkivo mozga. Ciklodekstrini i ispitivani polimeri u
mikrocesticama lorazepama i risperidona mogli bi oblikovati terapijski sustav prikladan za nazalnu
primjenu lijekova s u¢inkom na sredi$nji ziv€ani sustav.
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CYCLODEXTRINS IN MUCOADHESIVE MICROPARTICLES CONTAINING
LORAZEPAM AND RISPERIDONE
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The inclusion complex formation of lorazepam and risperidone with HP-B-CD in solution and
in solid state was investigated. In solutions of different pH values risperidone and lorazepam formed
inclusion complexes with HP-B-CD. The inclusion complex formation significantly increased
risperidone and lorazepam solubility. Media pH value and presence of the polymers
(hydroxypropylmethyl cellulose (HPMC) and carbomer) influenced the stability of inclusion
complexes. Inclusion complexes of risperidone and lorazepam in solid state were prepared by spray
drying and characterised by differential scanning calorimetry (DSC) and FTIR spectroscopy.

Lorazepam, risperidone and their inclusion complexes were incorporated in the mucoadhesive
microparticles by spray drying. HPMC, carbomer and interpolymer complex of HPMC and carbomer
were used as mucoadhesive components. Prepared microparticles were characterised by determination
of drug content, particle size distribution, zeta potential measurement and DSC measurement.
Mucoadhesion of the microparticles was investigated by in situ method based on adhesion work
measurement. Chemical structure of the polymers and drug entrapment affected the mucoadhesion of
the microparticles, while HP-B-CD effect was negligible.

In vitro drug release form microparticles was limited by low water solubility of lorazepam and
risperidone. The drug release mechanism included the drug diffusion through hydrated polymer matrix
and matrix erosion. HP-B-CD affected the lorazepam release rate by increasing the drug solubility in
swollen polymer matrix of the microparticles. HP-B-CD also promoted the matrix erosion and therefore
contributed to the drug release. The same mechanism controlled the risperidone release from HPMC
microparticles containing HP-B-CD. The drug-carbomer interaction limited the release of risperidone
from the microparticles formulated with carbomer and interpolymer complex. Therefore, the influence
of HP-B-CD on drug release from this microparticles was less pronounced.

The in vitro diffusion studies were performed using standard Franz-diffusion cell. Thereby
nasal absorption of the drugs was simulated. Inclusion complex formation affected lorazepam and
risperidone diffusibility by increasing the drug solubility. HP-B-CD acted as a carrier of the lipophilic
drugs across the hydrodynamic layer on the membrane surface and increased the drug concentration
gradient over the membrane. HP-B-CD in microparticles changed the values of in vitro drug diffusion.
Inclusion complex formation affected the drug release rate from the microparticles and therefore higher
concentrations of lorazepam and risperidone were available for the diffusion. Above-mentioned
characteristics of the mucoadhesive microparticles offer the potential for nasal application of
lorazepam and risperidone and their transport to the cerebrospinal fluid and the brain. Cyclodextrins
and investigated polymers in lorazepam and risperidone microparticles could formulate suitable drug
delivery system for nasal application of psychoactive drugs.
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