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Microsfere di Calcio-Pectinato



1 Introduzione Microsfere di Calcio-Pectinato

1.1 Introduzione

Negli ultimi anni l'uso delle forme farmaceutiche rascio modificato, si €
significativamente esteso per i numerosi vantagffiertd rispetto alle forme
farmaceutiche tradizionali. Quest'ultime infattiegentano molti inconvenienti quali:
scarsa selettivita d’azione del farmaco, comparsaucherosi effetti collaterali tra cui
irritazione di organi e mucose, necessita di sonstarioni frequenti, quindi scarsa
compliance del paziente ed inevitabili fluttuazial@lla concentrazione plasmatica del
farmaco. Con le forme farmaceutiche tradizional goinoltre possibile somministrare
tutti quei farmaci instabili a pH gastrico, susit#lit alla digestione enzimatica o
soggetti ad un elevato metabolismo di first pass.

Tra le forme farmaceutiche a rilascio modificatengono distinti due gruppi principali:
forme a rilascio prolungato e forme a rilascio dioeato. Le prime vengono progettate
principalmente per mantenere il tasso ematicordid@o ad un livello costante e per un
tempo prestabilito, superiore a quello di una forfaamaceutica convenzionale; le
seconde invece, vengono realizzate principalmeatedpezionare il principio attivo
verso un determinato sito d’azione, ed evitare sthghistribuisca in altri compartimenti
dell'organismo dove la sua presenza non € desaleratidirittura tossica.

Il targeting colonico & estremamente importantepatologie che richiedono un
trattamento topico locale come morbo di Crohn,tealicerativa, carcinomi ed infezioni
in genere, ma puo essere adottato anche per lbassoto sistemico di farmaci proteici
[1-2], oppure per la somministrazione cronica dagpi attivi altamente irritanti come |
FANS [3]. Il targeting colonico assume grande intaora anche nella
somministrazione sistemica di farmaci destinat alira di malattie soggette a ritmo
circadiano come I'asma notturna e I'artrite reuna®d4-5-6-7-8], poiché migliora la
compliance del paziente, permettendogli di assutaetlese preventiva la sera prima di
coricarsi, evitando quindi il risveglio notturno.

| principali vantaggi offerti dal targeting colowipossono essere cosi riassunti:

* Aumento della biodisponibilitd dovuto alla maggiareantita di farmaco che
raggiunge il sito bersaglio e al maggiore temppeatimanenza nel sito deputato
all'assorbimento.

* Riduzione della dose somministrata e prevenzione efiietti collaterali
indesiderati poiché il farmaco, essendo indirizzatsito bersaglio, non ha la
possibilita di disperdersi e di alterare tessutijani € mucose che non devono
essere trattate.

* Protezione di farmaci facilmente degradabili, irano il colon e caratterizzato
da condizioni di pH piu blande ed assenza di endig@stivi.

* Protezione della mucosa del tratto gastrointesinsliperiore da farmaci
altamente irritanti.

* Prolungati livelli e minori fluttuazioni di concemizione plasmatica di farmaco
nel tempo [9-10-11-12]; infatti, poiché il tempo misidenza nel colon e circa
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1 Introduzione Microsfere di Calcio-Pectinato

dieci volte piu grande rispetto all'intestino tenwesso si comporta come un
reservoir, da cui una quantita costante di farneatoa nel torrente circolatorio.

Nella prima parte della mia ricerca di dottoratorhmlto I'attenzione allo sviluppo di
sistemi a rilascio colon specifico, ad unita muitjpper la somministrazione orale di
teofillina, prednisone e celecoxib.

La teofillina e un farmaco antiasmatico particolante indicato per la realizzazione di
forme farmaceutiche a rilascio modificato, a cadsda sua breve emivita e ristretto
range terapeutico (7,5-20Qg/ml). Il targeting colonico, funzionando da resery
potrebbe assicurarne un rilascio prolungato nelptenriducendo al minimo la
fluttuazione dei livelli plasmatici, che ne comprette I'efficacia terapeutica e ne
provoca tossicita.

Il prednisone & un glucocorticoide sintetico utiéito in affezioni reumatologiche ed
ematologiche, malattie del collagene, condizionierglche gravi o debilitanti,
sarcoidosi e come coadiuvante nel trattamento detlite ulcerosa. Gli effetti
collaterali di questo farmaco, specie per trattamiemensi e prolungati, sono quelli
tipici di una terapia cortisonica quali: alteraziodel bilancio idroelettrolitico,
alterazioni muscolo scheletriche, cutanee e negiaie, complicazioni di natura
oculistica e a carico dellapparato gastro-intedén che possono arrivare fino alla
comparsa di ulcera peptica. Un rilascio colonico peprednisone sarebbe quindi
auspicabile al fine di migliorarne la biodisponitéil e conseguentemente ridurne il
dosaggio e gli effetti collaterali.

Il celecoxib € un farmaco antinfammatorio non aGideo inibitore selettivo della
ciclossigenasi-2 (COX-2) Esso € utilizzato printipente nel trattamento dell’artrite
reumatoide e dell’osteoartrite ma trova anche igpieel trattamento di tumori al
colon. Il rilascio colonico di questo farmaco e tastdinalizzato da una parte al
miglioramento della sua efficacia nella terapial’ddtite reumatoide e dall’altra, a
massimizzare il targeting colonico, per una applmae locale del celecoxib come
antitumorale.

Il colon pud essere raggiunto tramite via oralestbate. Abbiamo scelto di realizzare
sistemi a rilascio colonico orale, in quanto questa via di assunzione preferita dei
farmaci, specialmente per terapie croniche, e icheedono ripetute somministrazioni.

Molte sono le strategie che possono essere adp#ate rilascio colonico:

» Sistemi attivati dalla microflora batterica, chengwendono profarmaci e
matrici e rivestimenti polimerici; come meccanisrdo rilascio sfruttano la
degradazione di polisaccaridi o azopolimeri, effetd da enzimi prodotti da
batterici presenti esclusivamente nel colon.

» Sistemi pH dipendenti che sfruttano per il rilastaumento del valore di pH
che si ha passando dall'intestino tenue al colon.
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e Sistemi controllati dalla pressione, in cui e iim@oraneo aumento della
pressione luminale, causata da forti onde pelist@ll a promuovere la
liberazione del farmaco dalla forma farmaceutica.

e Sistemi tempo dipendenti, il cui meccanismo disgla sfrutta il tempo di
transito gastro-intestinale medio.

Il principale limite dei sistemi puramente pH dipenti & la non perfetta riproducibilita
dei profili di rilascio del farmaco. Questo e cdate alla variabilita inter ed intra-
individuale del pH del tratto gastrointestinale,fumzione dell’assunzione di cibo e di
condizioni fisiopatologiche. | sistemi attivati tlmicroflora batterica, liberando Il
farmaco quando vengono degradati da reazioni chentatalizzate in modo specifico
da enzimi colonici, sono I'approccio piu sicurofiedce e riproducibile [5]; infatti la
flora intestinale non presenta grosse variaziomratmdividuali, almeno che non
intervengano situazioni patologiche particolari eowmharrea acuta [13]. Per questo
motivo e per I'assoluta atossicita dei polimeridegradabili impiegati in questo tipo di
approccio, abbiamo deciso di adottare un sistemaladicio colonico che sfruttasse
contemporaneamente la strategia di controllo premtiente e microflora dipendente
[14]. In particolare sono state realizzate:

» Microsfere di calcio-pectinato caricate con teofal (capitolo 1).

* Microsfere di chitosano-calcio-pectinato caricaten deofillina o prednisone
(capitolo 2).

* Microsfere di chitosano chitosano-calcio-alginataricate con celecoxib
(capitolo 3).

| carrier particellari possono essere classifidati funzione delle dimensioni in
microparticelle (> lum) e nanopatrticelle ¢gm). Le microparticelle e le nanopatrticelle
possono a loro volta essere classificate in furezella struttura del corpo particellare
in micro e nanosfere e micro e nanocapsule. Leav@aranosfere sono costituite da una
matrice polimerica in cui il farmaco € omogenearaahisperso, le micro e nanocapsule
invece sono sistemi costituiti da particelle dinfiar sferica in cui un “core” o fase
interna (liquida, solida o semisolida) & circonddéaun rivestimento solido di natura
polimerica, la membrana. Molti sono i campi di apgetione dei sistemi particellari, in
particolare, in campo farmaceutico, e di notevaoteriesse la possibilita di ottenere con
questi sistemi un rilascio graduale di farmaci.

Numerosi sono stati i polimeri fino ad ora utiliizaella preparazione dei sistemi
particellari. Un criterio tramite il quale possoassere classificati € in funzione delle
loro caratteristiche di interazione con I'acquadiStinguono pertanto in:

* Polimeri idrofobi: si idratano molto poco e nonaidiano in acqua.

» Polimeri idrofili: si idratano molto, rigonfiano maon si sciolgono.

* Polimeri idrosolubili.

* Hydrogels: sono polimeri originariamente idrosoliibina resi insolubili per
cross linking; rigonfiano in acqua in funzione tb grado di reticolazione.

3



1 Introduzione Microsfere di Calcio-Pectinato

Un importante requisito che devono avere i polimdiiizzati nella formulazione di
microsistemi € la non tossicita e la biodegrad&bili polimeri da noi utilizzati per la
preparazione delle microsfere sono polisaccaritliraéi (chitosano, pectina e alginato),
appartenenti alla categoria degli hydrogels cheonidono perfettamente a questi
requisiti.

Le caratteristiche degli altri polimeri verrannattate nei capitoli successivi; in questo
primo capitolo invece verranno descritte le cargiehe delle pectine.

La pectina € un carboidrato presente nella pamshalare di tutte le piante superiori, ma
quella disponibile in commercio viene estratta @palmente da agrumi e mele. E’
costituita prevalentemente da polimeri lineari dida D-galatturonico legati con
legamea-1,4-glicosidico, interrotti da residui di L-ramnosl,2 — legati, che sono
inseriti regolarmente sulla catena principale cimgni 25 residui. Dal processo
estrattivo, che prevede lidrolisi acida del polnmesi ottengono dei blocchi di
poligalatturonato con simile peso molecolare coemgircirca 25 residui ciascuno. Nella
catena sono presenti alcuni acidi liberi residuakd esterificati con gruppi metilici; il
grado di esterificazione (DE) dipende dalla fontestrazione, dall’attivita enzimatica
delle pectin-esterasi nel processo di maturaziaidrdtto e dalle condizioni con cui
avviene l'estrazione stessa. Dai blocchi di polgfaronato si ottengono derivati de-
esterificati tramite idrolisi alcalina che sono aampente studiati per la messa a punto di
formulazioni a rilascio colonico. Quando il procesh de-esterificazione alcalina viene
effettuato con ammoniaca, alcuni gruppi carbossiiengono convertiti in gruppi
amidici, producendo cosi la pectina amidata. Langtéadi gruppi amidici presenti
viene indicata con il grado di amidazione (DA). @aeparametro insieme al grado di
esterificazione (DE) determina indirettamente ilmawo di gruppi carbossilici liberi
nella catena di pectina.

Usate inizialmente solo dall'industria alimentap®i proposte come eccipienti per
preparati farmaceutici, le pectine hanno destatgrande interesse per la loro attivita
gelificante. | fattori che determinano la gelificaze e che influenzano le caratteristiche
dei gel sono molteplici: tipo di pectina, concenibae, grado di esterificazione e di
amidazione, pH della soluzione, temperatura e pessdi cationi.

Molte pectine sono state usate come carrier petasgcio colon specifico [15]. La
pectina da sola perd non e in grado di garantingola cessione del principio attivo a
livello gastrico e del primo tratto intestinale,causa della sua solubilita in mezzo
acquoso. Al fine di superare questo inconvenieat® stati studiati numerosi derivati
pectinici. Tra questi il migliore e risultato il lceo pectinato, che, in confronto alla
pectina tal quale, € meno solubile a livello daiidi gastroenterici, ugualmente
biodegradabile dagli enzimi pectinolitici della mufiora intestinale e non tossico [16-
17]. L'interazione degli ioni calcio con i galatturati induce un cambiamento nella
conformazione delle catene, nonché un diverso iotpttamento del polimero, definito
come struttura “egg box” [18]. Questo aggregatonaraoclecolare e stabile in soluzione
a bassi valori di pH e resistente in vivo nel tragastrointestinale.
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Molti sono i fattori che influenzano le caratteigbe di questi sistemi microparticellari
costituiti da una matrice di calcio-pectinato [1§jado di amidazione ed esterificazione
della pectina, quantita di ioni calcio e tempomiss linking.

Sulla base di queste premesse, nella prima partpiekto lavoro di tesi, sono state
preparate microsfere di chitosano-calcio-alginaty p rilascio colon specifico di
teofillina somministrata per via orale. La sceltasdmministrare il farmaco con un
sistema ad unita multipla invece che in un unicsedoltre ad essere un approccio piu
sicuro [20], é stata dettata dal fatto che, in tpuesodo, la superficie esposta al mezzo
di dissoluzione e agli enzimi intestinali aumerdaparita di volume, e quindi viene
facilitato il completo rilascio del farmaco una talraggiunto il colon [21]. Per
permettere una facile somministrazione, le micresfetrebbero essere inserite dentro
una capsula di gelatina, che si solubilizza rapetste a livello gastrico.

E’ stata quindi analizzata I'influenza del tipogéictina, della concentrazione degli ioni
calcio e del tempo di cross linking sull’efficadaincapsulazione della teofillina e sul
suo profilo di rilascio. Poiché si e reso necessan rivestimento gastro-resistente delle
microsfere, per evitare una perdita prematuraal@h&co prima del raggiungimento del
colon, & stato valutata a tal fine I'efficacia ttiva del polimero enterico Eudrait
S100. Test di rilascio del farmaco sono stati cttndo vari tamponi, in modo da
simulare la variazione del pH gastro-intestinalen epresenza o assenza di enzimi
pectinolitici, al fine di indagare sul ruolo di gieenzimi nel rilascio del farmaco. Le
microsfere sono state caratterizzate allo statm@dlfamite SEM (Scanning Electron
Microscopy), DSC (Differential Scanning Caloriméiry termogravimetria,
diffrattometria dei raggi X e analisi FTIR, in modita poter mettere in evidenza
possibili interazioni e /o incompatibilita tra iroponenti.
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1.2 Materiali e Metodi

1.2.1 Materiali
Prodotto Ditta produttrice
Acido cloridrico 37% Riedel deHaén
Calcio cloruro Fluka
Enzimi pectinolitici Pectinex Ultra SP-L Novo Nordisk
Attivita= 26000 PG/ml a pH 3,5 Ferment
) Ro6hm Pharma
Eudragif S100 GmbH
Glicina>99% Aldrich
Pectina AU701 )
DE = 36-44% Herbstreith &Fox
Pectina CF020 .
DA = 19-23%: DE = 25-31% Herbstreith &Fox
Potassio fosfato monobasico Fluka
Sodio cloruro Fluka
Sodio fosfato bibasico Fluka
Teofillina Aldrich
1.2.2 Metodi

1.2.2.1 Preparazione di microsfere

Le ms sono prodotte per gelificazione ionotroplagpectina & stata solubilizzata in 10
ml di H,O deionizzata aggiungendo la polvere nel solvemie@ole porzioni e agitando
dopo ogni aggiunta fino a completa formazione di gelatina omogenea. La teofillina
(250 mg) e stata poi sospesa nella gelatina sesgite agitazione. La sospensione e
stata quindi sgocciolata con una siringa con dieonéit 0,7 mm, applicando al pistone
una lieve pressione positiva, in modo da permetteregocciolamento rapido ed
uniforme. Le microgocce estruse sono state fatiereada un’altezza di circa 15 cm in
un beaker contenente 250 ml di una soluzione dilCE&5-30% p/v) sotto agitazione
magnetica (100 riv/min) e a T ambiente. |l sistegt@rogeneo cosi ottenuto €& stato
lasciato sotto agitazione nella soluzione di Ga@€l un determinato periodo di tempo,
definito tempo di cross linking (TCL), durante ilale si € avuta la formazione del
reticolo rigido di calcio pectinato, contenentdaitmaco intrappolato al suo interno. Le
microsfere (ms) sono state quindi recuperate teffiittazione sottovuoto, lavate con
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acqua e poste ad essiccare in stufa a 50 °C. llotfiridi ms sono stati conservati in
essiccatore e/o in ambiente ad umidita control(ataidita relativa = 70-80%) per
valutare il possibile effetto di varie condizionisioccaggio sulla stabilita.

1.2.2.2 Determinazione del diametro delle ms

Il diametro delle microsfere é stato misurato cam calibro, prima e dopo il
rivestimento con EudraditS100, in modo da poter valutare anche lo spessbre
quest’ultimo. Le dimensioni ottenute sono il ristdt di una media di 10 misurazioni
effettuate su 10 microsfere scelte casualmenteadaun lotto.

1.2.2.3 Determinazione del peso e del decrementodfopeso delle ms

Le microsfere sono state pesate singolarmente itamcla analitica Mettler M 3, prima
e dopo il rivestimento con Eudrais100.

Anche in questo caso i valori ottenuti sono il itisio di una media di misure effettuate
su 10 ms scelte casualmente dallo stesso lotto.

Per calcolare il decremento % di peso, ciascuwo ldittms é stato pesato prima e dopo
essiccamento (50 °C per 24 ore) e la % media diaapgrsa e stata calcolata secondo la
seguente formula:

pi—Ps

Di

Decremento %pdso = *100

dovepi e il peso iniziale subito dopo filtrazionggil peso finale dopo essiccamento.
1.2.2.4 Determinazione dell’efficacia di incapsulaane

Questo parametro e stato determinato indirettansgterminando in triplicato, tramite
analisi spettrometrica a 266 nm (UV/Vis1601 Shimgdla concentrazione di teofillina
nella soluzione acquosa filtrata e applicando tasate formula:

Qt_Qr

t

* 100

Dove Q.rappresenta la quantita di farmaco totale, aggiumtzalmente durante la
preparazione delle ms,@& la quantita di farmaco rimasta nel filtrato.

1.2.2.5 Rivestimento delle ms con EudraditS100

Per evitare un prematuro rilascio del farmaco pritelaraggiungimento del colon, le ms
sono state rivestite con Eudrdg8100, copolimero anionico costituito da monomeri d
acido metacrilico e metilmetacrilico. Questo polimee insolubile in acqua e in
ambiente acido, ma diventa solubile nelle soluzeopH=7, quindi nei fluidi intestinali.

Per effettuare il rivestimento delle ms, iniziale® stata preparata una soluzione di
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Eudragif S100 in acetone al 12% (p/v). Questo solventea®d sicelto sulla base di

esperimenti preliminari, dove era stato visto clagdtone permetteva una completa
dissoluzione del polimero, mantenendo integre le lingvestimento e stato ottenuto

immergendo le ms nella soluzione di Eudrfagit allontanando successivamente il
solvente con rotavapor. L'operazione € stata ripefino ad ottenimento del peso
percentuale di rivestimento voluto (da 5 a 100%,p¢he € stato calcolato tramite la
seguente formula:

peso medio delle ms dopo rivestimento

Peso medio % di rivestimento= * 100

peso medio iniziale delle ms

Lo spessore medio di rivestimento e stato detenmipar differenza tra il diametro
medio delle ms dopo e prima del trattamento corr&git!

1.2.2.6 Caratterizzazione morfologica delle ms

La caratterizzazione morfologica delle ms, premaditfresco o a intervalli di tempo
durante lo stoccaggio, € stata effettuata trammtdisi SEM, utilizzando uno strumento
Philips XL-30. Prima di poter essere osservatampioni sono stati rivestiti con oro-
palladio per renderli elettricamente conducenti.

1.2.2.7 Studi allo stato solido

Al fine di caratterizzare da un punto di vista cluoafisico le ms ed individuare
eventuali interazioni presenti tra i costituenting state effettuate analisi DSC e TGA e
di diffrazione dei raggi X. Questi studi sono stadndotti sui componenti puri, sulle
loro miscele fisiche (negli stessi rapporti p/pcun sono presenti nelle ms) e sulle ms
stesse.

L’analisi DSC e stata eseguita con uno strumentttl®er A4000 dotato di una cella
DSC 25. | campioni (5-10mg), posti in crogioli diuminio e sigillati, sono stati
sottoposti ad un aumento programmato della temyerata 30 e 300 °C a 10 °C/min,
sotto atmosfera inerte.

Per effettuare le analisi termogravimetriche éostatilizzato uno strumento Perkin-
Elmer Pyris 1 TGA con una velocita di riscaldamedia20 °C/min in un range di
temperatura tra 30 e 400 °C, sotto azoto (20 m)ymin

| diffrattogrammi dei campioni sono stati registnaediante un diffrattometro Bruker
D8-advance con & compreso tra 2 e 25° e ad un velocita di scangiod&/min. Prima
di effettuare I'analisi sulle ms, queste sono spagyentivamente macinate.

1.2.2.8 Studi di rilascio in vitro

Gli studi di rilascio in vitro delle ms sono statndotti secondo il metodo “dispersed
amount”: le ms su cui effettuare il test sono spatste in un beaker (150 ml) in cui sono
stati aggiunti 75 ml di solvente. All'interno de¢dker € stato introdotto centralmente, a
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circa 1 cm dal fondo, I'agitatore a pale, collegatbun motore elettrico. Il tutto e stato
inserito in un bagno termostatizzato a 37+£0,5 1€ eelocita di rotazione dell’agitatore
e stata fissata a 100 rpm. Sono stati effettuati«ti rilascio sia in ambiente gastrico,
per verificare che non ci fosse una perdita di Bamonprima del raggiungimento del
colon, sia variando il mezzo di dissoluzione, indmaa simulare le condizioni di pH
del tratto gastro-intestinale. A tale scopo le rmoeosstate lasciate 2 ore in tampone
gastrico a pH 1,1, 2 ore in tampone fosfato a pB=Gimulante I'ambiente
dell'intestino tenue), e 20 ore in tampone fosfatpH=7,4 in assenza o presenza di
enzimi pectinolitici (0,375ml), per riprodurre I'dnente colonico. Le ms sono state
aggiunte nel mezzo di dissoluzione in quantita tEleconsentire il mantenimento delle
“sink conditions”(la solubilita del farmaco detemata in tampone fosfato a pH 6,8 era
risultata di 6,8 g/l). Ad intervalli di tempo sorstati fatti prelievi del mezzo di
dissoluzione e, dopo filtrazione, & stata detertaida concentrazione di farmaco in
soluzione mediante dosaggio UV utilizzando unotspetetro UV-Vis 1601 Shimadzu.
Alla lunghezza d’onda selezionata (266 nm), nan@sservata alcuna interferenza degli
altri componenti. E’ stato calcolato anche un teemicorrettivo per la diluizione
cumulativa, generata dal rimpiazzamento dei camiceievati, con uguale volume del
mezzo di dissoluzione originario. Ciascuna progtada ripetuta 4 volte (CV<1,5%).

1.2.2.9 Preparazione dei tamponi
Tutti i tamponi sono stati preparati secondo ledagioni riportate in FU.

Tampone gastrico pH 1,1

0,5 g di NaCl e 0,5 g di glicina sono stati soligziti in 80 ml di HCI 1N e portati ad 1
litro con acqua deionizzata.

Tampone fosfato pH 6,8

A 51 ml di una soluzione (27,2 g/l) di potassiof&ds monobasico sono stati aggiunti
49 ml di una soluzione (71,6 g/l) di sodio fosfhatbasico.

Tampone fosfato pH 7,4

19,2 g di NaHPO*12 H,0 e 1,8 g di KHPO, sono stati solubilizzati in acqua
deionizzata e la soluzione portata ad 1 litro.
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1.3 Risultati e Discussione

In una prima fase dello studio sono state selemoleaconcentrazioni di pectina AU701
e CF020 da utilizzare nella preparazione delle osfere (ms). Questo parametro e
stato ottimizzato attraverso prove di siringabjlthe hanno permesso di individuare la
corretta quantita di agente gelificante da utilizzaer ottenere microgocce regolari
nella forma e nelle dimensioni, evitando I'ostrumodell’ago della siringa e quindi la
perdita di prodotto. Da questo studio le concemrazottimali sono risultate le
seguenti:

viscosita

Pectin classic AU701
Pectin amid CF020

2% plv
8% pl/v

0,16 Cpa25°C

Successivamente e stata valutata l'influenza dedlacentrazione degli ioni calcio,
sull’efficacia di incapsulazione della teofillina eulla igroscopicita e aspetto
morfologico delle ms mantenendo costante il temipzraks linking (TCL) a 20 minuti.
Studi di efficacia di incapsulazione sono stati dwiti anche fissando la % (p/v) di
CaClh e variando il TCL al fine di valutare l'influenzai duesta variabile sulla
percentuale di farmaco incapsulato.

1.3.1 Influenza della concentrazione di ioni calcisulla igroscopicita ed
efficacia di incapsulazione di microsfere di calcipectinato

Decremento percentuale

5 . .

EZ‘T)/*\]/ fieeen Efficacia di incapsulazione
AU701 2% | CF020 8% | AU701 2% CF020 8%
2,5 97,1 90,7 46,2+ 2,0 59,8+ 3,0
5 95,7 87,6 47,7+ 1,5 55,3+ 1,6
10 91,6 81,6 48,8+ 1,3 56,4+ 1,8
20 82,7 68,5 59,1+ 1,6 59,2+ 1,3
30 80,3 67,3 68,8+ 1,4 60,2+ 1,1

Tabella 1 Perdita percentuale di acqua ed efficacia dipeatazione di ms preparate con
concentrazioni crescenti di ioni calcio e TCL dirB

Come possiamo osservare in tab 1, per entrambeettinp, al crescere della
concentrazione di ioni calcio, diminuisce la petoafe di acqua persa dopo
essiccamento in quanto l'aumentata consistenzaa dabitrice di calcio pectinato,
ostacola in origine l'incorporazione di acqua. tr®lle ms realizzate con pectina
AU701 sono risultate piu igroscopiche rispetto @lgurealizzate con pectina CF020,
infatti hanno mostrato un maggiore decremento sop#OpPO essiccamento. Questo e
imputabile al fatto che la presenza di legami aanidduce lidrofilicita della pectina
CF020, come confermato dall'analisi termogravineatiiTGA) (fig 1-2). Confrontando
infatti i termogrammi 1 e 2 possiamo osservare lehms realizzate con pectina non

10



1 Risultati e Discussione Microsfere di Calcio-Pectinato

amidata hannpresentat una perdita in peso del 15% nel range di tempeaxitra 30-
120 °C associata affvaporazione di acqua, mer le mspreparate con pectina amide
a parita diconcentrazione di Ca,, pectina e TCLhanno perso solo un 2% in p di
acquaQuindi, come precedentemente osservato ancherdauatiri [22], la quantita di
acqua incorporata dipende sia dal tipo di pectivedalla cncentrazione di ioni calci

100

\

T°C

0 i T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 3&@®C 420

Figura 1 : Analisi TGA di ms di pectina AU701 2% (), CaC}20% (p/v), TCL= 20 min
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Figura 2 : Analisi TGA di msdi pectina CF020 8% (p/v), Ca0% (p/v), TCl =20 min

Per quanto riguard8efficacia di incapsulazione deofillina (tab 1)solo la pectina
AU701 e sensibile alla variazione della percentuhiléoni calcic. Infatti, a parita di
concentrazione di pectina eTCL, I'incremento della concentrazioneCaC}, porta ad
un aumento dell’efficacia di incapsulone solo nel caso delle m=salizzate con pectir
non amidata. Questo puo essere spiegato dal fagtdacpectina AU701, non aven
gruppi amidici, presenta conseguentemente un maggimero di gruppi carbossili
che possono instaurareterazioni ioniche con gli ioni é@o, dando origine ad ur

11
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struttura piu rigida capace di trattenere megli@iimaco. E’ possibile osservare inoltre
che per concentrazioni di Ca@hari al 20 % (p/v) e TCL = 20 minuti, il tipo di pna
non influenza I'efficacia di incapsulazione.

1.3.2 Influenza della concentrazione di ioni calciosull'aspetto
morfologico delle microsfere

AU 701 2,5% Ca AU 701 30% Ca

v,

o, .

e

CF 020 20% Ca
» @

Figura 3: Foto digitali di ms realizzate con pectina AU72% p/v (a-b) e pectina CF020 8%
(c-d) a varie % (p/v) di Cagé TCL =5 min

Le foto digitali sopra riportate mostrano come t@nto della concentrazione di ioni
calcio comporti un aumento delle dimensioni findélle ms e della loro sfericita.
Quest’ultimo effetto e particolarmente marcato [gems realizzate con pectina non
amidata che, a basse concentrazione di £aCpresentano di aspetto irregolare e di
forma non ben definita, mentre ad altre concergrai ioni calcio risultano sferoidali

e ben separate le une dalle altre.

1.3.3 Influenza del tempo di cross linking (TCL) sliefficacia di
incapsulazione di teofillina

Come si pud osservare in tab 2 esiste una reladioresa tra TCL ed efficacia di
incapsulazione; in particolare allaumentare del LTGi ha una diminuzione

12
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dell’efficacia di incapsulazione perché, essendaelafillina un farmaco di natura
idrofila, maggiore € il tempo di permanenza delimsoluzione acquosa e maggiore e
la quantita di principio attivo che diffonde nel mae e quindi minore l'efficacia di
incapsulazione. Tuttavia un TCL di 5 minuti € ilmmo tempo necessario per ottenere
la formazione di microsfere di opportuna rigididel caso di ms di pectina AU701 non
sono state considerate concentrazioni di calcieriofi al 20 % (p/v) in quanto davano
origine a ms di forma irregolare, appiccicose eopscorrevoli (fig 3a), che avrebbero
creato problemi di riempimento in vista di una ploiés formulazione in capsule o di
rivestimento con film gastro-resistente.

Tipodi | [Ca®] | TCL Peso (mg) | Diametro (mm) EE %
Pectina | (% p/v) | (min) | (mediatDS) | (mediaz DS) | (mediax DS)
AU701 20 20 4,04+ 1,03 1,74+ 0,32 59,1+ 1,6
AU701 30 20 6,59+ 1,08 2,17+ 0,41 68,8+ 1,4
AU701 30 5 5,98+ 1,36 1,90+ 0,37 80,9+ 1,1
CF020 2,5 20 3,69+ 0,29 1,75+ 0,17 59,8+ 3,0
CF020 5 20 5,96+ 0,53 2,19+ 0,22 55,3+ 1,6
CF020 10 20 9,2+ 1,07 2,35+ 0,32 56,4+ 1,8
CF020 20 20 13,35+ 2,1 2,61+ 0,35 59,2+ 1.3
CF020 20 5 9,8+ 3,37 2,37+ 0,52 82,0+1,1

Tabella 2 Peso medio ed efficacia di incapsulazione di reparate a differenti concentrazioni
di ioni calcio e a differenti TCL

1.3.4 Studi morfologici delle microsfere con analiSEM

L'analisi SEM e stata eseguita su ms realizzate mertina AU701 o CF020, CaCl
20% (p/v) e TCL = 5 minuti, che dagli studi preceidenente visti erano risultate piu
regolari nella forma e avevano dato i piu alti viath efficacia di incapsulazione. Come
gia osservato da altri autori [23-24] le ms cod#Btula pectina non amidata presentano
forma irregolare e superficie rugosa, mentre le dngpectina CF020 appaiono piu
omogenee e levigate. Poiché non si osservano lirditéarmaco in superficie questo
risulta completamente incorporato nella matricerpetica.

AccY  Spot Mag 600 pm
10.0kV 3.0 44x

AccV  Spot Magn  Det WD F——— 200 m

10.0kv 30 86x SE 140 muestrad

Figura 4: Foto Sem di ms di pectina Au701 (a) o CF020 @) 20% (p/v) di CaGle TCL =5’
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1.3.5 Studidi stabilita delle microsfere

Tutte lems analizzate hanno mantenuto invariate le lorpnmta organolettiche e i loi
profili di rilascio, se conservate in escatore a temperatura ambien25 °C), ma
hanno presentato prigmi di stabilita se stoccain ambiente ad umidita controlli
(70 % di umidita relativa Tuttavia le ms di pectina AU701 gia dopo pochi giatalla
preparazione sono diventate deliquescenti e haersopa loro struttura morfologic
mentre le ms realizzate con pectina amidata, essergho igroscopiche, come (
precedentemente osserv, hanno presentato un processo di alterazione pia,lehe ¢
stato qundi possibile monitorare ¢ analisi SEM.Osservando le foto SEM (fig) si
puo notare come nel tempo si abbia un graduale ieameinto dell’aspettmorfologico
delle ms con perdita della forma sferica originactae puo essere attribuito a fenorr
di depolimerizzaione del calci-pectinato [25].Dopo 7 giorni di conservazione
presenza del 70% di umidita relativa, la superfibgie ms non e piperfettamente
levigata ma inizia progressivamente a sfal, fino a completo distacco dello str:
superficiale. Questi cambiamenti morfologici nonrifliettono sulla stbilita chimica
della teofillina. hfatti dopo completa dissoluzione delle ms, <ate 15 giorni in
presenza del 70% di umidita relai, si ritrova il 100% del farmaxcin tampone fosfatc
Tuttavia 'andamento del rilascio del principio attivo € nwolpitu rapido: il calci-
pectinato si dissolve piu facilmente liberando ctatgmente laeofillina solo dopo 6(
minuti dall'inizio del test (fig ).

100
90 e

80
70 el

50 /

30 -
20
10

% teofillina rilasciata

0 10 20 30 40 50 60 70
tempo (min)

Figura 5: Profilo di rilascio di teofillina da ms (pectina CF020, CagP0% (ph) e TCL =5
min stoccate per 15 giorni in essiccatore (in violay) ambiente al 70% di umidiirelativa (in
blu)
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AccV SpotMagn  Det WD F—————1 500um ACe\ gn ot WD 1 1mm
100kV 30 43x SE 14.0 muestrad J 5 3.3 muestra2

Det WD ——————1 600'um AccV SpotMagn Det WD ——————1 1mm

SE 140 muestra? 10.0kV 3.0 24x SE 14.0 muestra?

Figura 6: Foto SEM di ms di pectina CF020, Ca20% (p/v) e TCL =5 min (a), dopo 7 giorni
(b) e dopo 15 giorni (c-d) di stoccaggio a T amtagR5 °C) e 70% di umidita relativa

Considerando come parametri da ottimizzare I'efigali incapsulazione, la stabilita e
I'aspetto morfologico, le microsfere che dagli stlidora effettuati sono risultate le
migliori sono le seguenti :

Tipo di pectina Pectina % (p/v) Ca@Pso (p/v) | TCL(min)
Pectin classic AU701 2% 30 S
Pectin amid CF02( 8% 20 S

1.3.6 Studio delle possibili interazioni allo statsolido tra farmaco ed
eccipienti

Al fine di verificare la possibile presenza di ir@2oni e quindi di eventual
incompatibilita tra farmaco e pectina, sono statidotti studi di diffrazione di raggi X e
di calorimetria differenziale a scansione su téoél e pectina tal quali, sulla loro
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miscela fisica negli stessi rapporti utilizzati lagbreparazione delle ms, su ms vuote e
caricate con il farmaco.

1.3.6.1 Calorimetria Differenziale a Scansione (DSC

_ Picco di Entalpia di
Campione _ _
Fusione (°C)| Fusione (J/g)

Teofillina anidra 270,0 149,1
MF AU701-teo 1:1,25 269,2 72,4

MF CF020-teo 3.2:1 - -
ms AU701-teo 1:1,25 267,75 34,3
ms CF020-teo 3.2:1 270,71 31,4

Tabella 3 Punto di fusione ed entalpia di fusione di tdioid anidra, teofillina in miscela fisica
con pectina AU701 in rapporto 1:1.25 p/p (MF AU#en), teofillina caricata in microsfere di
pectina AU701 (ms AU701-teo), teofillina in miscélsica con pectina CF020 in rapporto 3.2:1
p/p (MF CF020-teo), teofillina caricata in micragfali pectina CF020 (ms CF020-teo)

exo -
T Teofillina :
' #
Pectina
r"'"""
MF
w_
Ms vuote

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
°C

Figura 7: Termogrammi di teofillina anidra, microsfere veali pectina AU701 (ms vuote),
teofillina in miscela fisica con pectina AU701 iapporto 1:1.25 p/p (MF) e teofillina caricata
in microsfere di pectina AU701 (ms cariche).

16



1 Risultati e Discussione Microsfere di Calcio-Pectinato

Come mostrato in fig 7, la teofillina presenta unfio termico tipico di una sostanza
cristallina anidra, con una endoterma di fusion78 °C a cui € associata una
variazione di entalpia pari a 149 J/g (tab 3)ethogramma della pectina AU701 rivela
invece una struttura amorfa con una larga bandatemdica di disidratazione seguita,
ad alte temperature, da una esoterma di degragaz\mila miscela fisica (MF), in cui
tra teofillina e pectina sono stati rispettati gjessi rapporti in peso presenti anche nelle
microsfere, € ancora ben visibile il picco di fusodel farmaco solo lievemente
spostato a piu basse temperature. Nella curva darmdelle ms vuote e possibile
osservare un flesso a 155 °C caratteristico delagkctinato ed attribuibile a fenomeni
di rilassamento entalpico [25-26]. Questo stesssst) lo si ritrova anche nelle ms
caricate con teofillina ma piu intenso e shiftate@perature maggiori, seguito poi dal
picco di fusione del farmaco, che risulta ridotey parziale perdita di cristallinita.

exo

Teofillina

v B

Pectina CF020 [

MF

7\

ms vuote _—

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 °

Figura 8: Termogrammi di teofillina anidra, microsfere vedi pectina CF020 (ms vuote),
teofillina in miscela fisica con pectina CF020 apporto 3.2:1 p/p (MF), teofillina caricata in
microsfere di pectina CF020 (ms cariche)

La curva termica della pectina CF020 (fig 8) préaem picco di disidratazione tra 80 e
100 °C, un’endoterma di fusione a 152,7 °C, e eogesotermico di decomposizione a
temperature piu alte [26]. Nella miscela fisica tper CF020-teofillina, allo stesso
rapporto farmaco-polimero presente anche nelle mos, € piu visibile il picco di
fusione della teofillina perché coperto dall’esotardi decomposizione del polimero. Il
termogramma delle ms vuote di pectina CF020 & nwiitile a quello visto per le ms
vuote di pectina AU701. Anche in questo caso sugicco di rilassamento entalpico
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ma a temperature inferiori (150,6 °C). Nel termognmza delle ms di pectina amidata
cariche il picco di fusione del farmaco si ridugceceme precedentemente visto per le
ms di pectina AU701, il flesso presente nelle mstewiventa, nella curva termica delle
ms cariche, piu intenso e spostato a temperaturalia.

1.3.6.2 Diffrazione dei raggi X su polvere

Intensita relativa
3 ‘

. Figura 9: Diffrattogrammi di teofillina (a),
“MM o pectina CF020 (b), MF teofillina-pectina
. ' . i i CF020 1.25:1 (p/p) (c), ms caricate con
- 2 L 16 20 2 teofillina (d) e ms vuote (e)

N
D

Intensita relativa

Figura 10: Diffrattogrammi di teofillina (a),
(. pectina AU701 (b), MF teofillina-pectina
AU701 1.25:1 (p/p) (c), ms caricate con
teofillina (d) e ms vuote (e)

| diffrattogrammi delle miscele fisiche della tdifia sia con pectina AU701 (fig 9) che
CF020 (fig 10) non presentano variazioni di posizi® di intensita relativa dei picchi
di cristallinita del farmaco se confrontati con dpettro della teofillina pura. Questo
conferma che la scomparsa del picco di fusione m@icipio attivo, osservata
precedentemente nel termogramma della miscelafmn pectina CF020, era dovuta
semplicemente a sovrapposizione con I'esoterma@&chmposizione del polimero e non
ad una interazione allo stato solido tra farmacpeetina né ad amorfizzazione del
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farmaco. Nei diffrattogrammi delle ms si ha unadarduzione dell’intensita dei picchi
della teofillina, legati ad una sua perdita ditali;nita come gia osservato in DSC.

L’analisi calorimetria e la diffrazione dei raggi Kanno dimostrato I'assenza di
interazioni allo stato solido e quindi di eventualicompatibilita, durante Ila
preparazione delle ms, tra teofillina e calcio-petb.

1.3.7 Studi di dissoluzione in ambiente gastrico

Studi di rilascio del principio attivo in ambiergastrico sono stati condotti sulle ms che
dal precedente screening erano risultate le miglarfine di valutare la necessita o
meno di un rivestimento gastro-resistente.

Tipo di pectina Pectina % (p/v) CaCl % (p/v) | TCL(min)
Pectin classic AU701 2% 30 5
Pectin amid CF02Q 8% 20 5

Da questo studio (fig 11) e emerso che le ms sdpmatate non sono in grado di
consentire un rilascio colon specifico del farmpeeoché in meno di due ore la teofillina
diffonde quasi completamente in ambiente gasticauindi richiesto un rivestimento

con polimeri enterici in modo da garantire un téargge colonico della teofillina. Tale

rivestimento non e necessario solo per ottene@deguato “lag time” prima dell’inizio

del rilascio del farmaco, ma anche per aumentarstdailita delle ms durante lo
stoccaggio.

Rilascio di teofillina in tampone gastrico
100
o
©
S 80 1 e
(2]
S 60 | . ——Pectin amid CF 020
©
£ 40 _ _
% —=—Pectin classic AU 701
D 20 -
=
0 T T T
0 20 40 60 80
tempo (min)

Figura 11: Profilo di rilascio di teofillina in ambiente gaiso da ms di pectina CF020 e AU701

Alla luce degli studi di rilascio del farmaco in hinte gastrico, abbiamo pensato di
rivestire le ms con Eudra§itS100, al fine di conferirgli gastro-resistenza. ins

selezionate per questo rivestimento sono statelequedlizzate con pectina CF020,
CaCb 20% (p/v) e TCL =5 min perché, come visto nei poanti paragrafi, avevano
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permesso di otteneda piu alta efficacia di incapsulazione e allo stesempo eran
risultate le piu stabili.

1.3.8Rivestimento con Eudragi®

Percentuale di teofillina rilasciata nel temp:
da MS rivestite con Eudragit S 10

pH 1,1
100% 77
80%

60% -

120% 1 pH 6,8 ——Eudragit 0% (p/p)

! A ——Eudragit 5% (p/p)

——Eudragit 7% (p/p)

|

——Eudragit 15% (p/p)

——Eudragit 33% (p/p)

% di teofilina ilasciata

— Eudragit 60% (p/p)

40%
/
20% - 2
0% / Eudragit 100% (p/p)
0 T i T ‘ : !
30 60 90

0

120 150 180 210 240
tempo (min)

Figura 12: Profilo di rilascio di teofillina da ms di pectil@-020, Ca(; 20 % (p/), TCL =5
min rivestite con varie percentualip di Eudragit

Nel grafico (fig 12)sono riportate le percentuali di farmaco rilasciaétempcda ms
convari gradi di rivestimeto di Eudragif. Lo studio & stato condotto per 2 ore a pH
e altre 2 ore a pH 6.8 modo da simulare le condizioni di transito gaistiestinale et
individuare la percentuale minima di film di rivesento, che impedisse il rilascio
teofillina a livello gastrico. Possiamo osservare che maggiore epessore (
rivestimento e maggiore € il “lag time”. Il 100%ppdi rivestimento applicato e risulte
essere la minima quantita di film che permetteveottiénere un rilascio colonic
impedendo la disduzione del farmaco in ambiente gastrico e asarmw un rilascio ¢
teofillina inferiore al 10% dopo due ore in meznbegico

Tipo di ) _ Pe;o ms P_eso ms dopo
: [Ca”] % p/v | TCL (min) non rivestite rivestimento
pectina (mg = DS) (mg = DS)
AU701 20 20 4,04+1,03 9,48+2,60
CF020 2,5 20 3,69t0,29 8,72+2,50
CF020 5 20 5,96t0,53 13,01+0.68
CF020 20 20 13,35+ 2,1 27,51+4.94
CF020 20 5 9,8+3,37 20,77+7.32

Tabella 4a Peso medio di ms rivestite con Eudr®
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Tipo di | [Ca?] | TCL Diamgtro ms non Di.ameFro dopo . Spgssore
ectina | % piv | (min) rivestite rivestimento rivestimento
P P (mm = DS) (mm = DS) (mm = DS)
AU701 20 20 1,74:0,32 2,58+0,42 0,83+0,15
CF020 2,5 20 1,75:0,17 2,50+0,40 0,750,22
CF020 5 20 2,19+0,22 3,00+0,45 0,81+0,2p
CF020 20 20 2,61+0,35 3,62+0,35 1,00+0,01
CF020 20 5 2,37+£0.52 3,31+0,50 0,94+0,0p

Tabella 4b: Diametro medio e spessore di rivestimento di mastite con Eudradit

Come mostrato in tab 4a il peso delle ms rivesi#telta raddoppiato rispetto alle ms
prive di rivestimento, mentre I'incremento del ditno (tab 4b) e di circa un terzo. In
tabella é riportato anche lo spessore del rivestimjeottenuto per differenza tra il
diametro delle ms prima e dopo applicazione def &ii Eudragif.

1.3.9 Studi di rilascio in presenza ed assenza dizmi pectinolitici di
ms rivestite con Eudragif®

Questi studi sono stati condotti in gradiente diquiseguenti lotti:

Tipo di Pectina % CaClb% TCL
pectina (p/v) (p/v) (min)
CF020 8 2,5 20
CF020 8 5 20
CF020 8 20 20
CF020 8 20 5
AU701 2 20 20

Dal grafico (fig 13) possiamo notare che in amlagegastrico nessuna ms rilascia |l
farmaco. In tampone intestinale, in assenza dingngectinolitici, allaumentare della
concentrazione di calcio diminuisce la quantitéadinaco rilasciata, come gia osservato
da altri autori [27-28]. Questo pud essere atttioukd una minore permeabilita
allacqua delle ms preparate con alte concentraziooalcio (tab 1) dove il maggiore
livello di cross linking tra le molecole di pectieal'incremento del diametro delle ms
rende piu lenta la diffusione del farmaco nel medtalissoluzione via via che la
matrice si erode [18-29]. Il TCL non influisce inodo considerevole sulla percentuale
di farmaco rilasciata e quindi una sua variaziona porta ad un cambiamento nella
struttuta delle ms ma solo ad una variazione reldacia di incapsulazione;
aumentando il TCL, la tedfillina, che e un farmasfilo, ha piu tempo a disposizione
per diffondere nel mezzo durante la fase di pregpana delle ms e quindi I'efficacia di
incapsulazione diminuisce.
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Figura 13: Profilo di rilascio di teofillina in ambientgastrointestinale da ms rivestite c
Eudragif in assenza di enzimi pectincci
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Figura 14: Profilo di rilascio di teofillina in ambientgastrointestinale da ms rivestite c
Eudragif in presenza di enzimi pectinolitici. Nel riquadraigortata la fco SEM di una ms di
pectina CF020 dopo il test di rilas

Al contrario di quanto riferito in letteratur18-30-31 gli enzimi pectinolitici non son
risultati efficaci nel promuovere la degradazioretled ms (fic 14). Tuttavia esiston
opinioni contrastanti a riguardo. Secondo alcuribaunfatti gli enzimi pectinolitici
non hanno alcun effetto su ms di calcio pectinatestite o introdotte in capsu
enteriche [28-3]. Un’ ipotesi che puo essere fatta a rrdo e che la presenza di ic
calcio liberi riduca l'attivita enzimatica. E’ infia riportato [22] che solo una piccol
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parte degli ioni calcio prende parte alla formaeiatella matrice di calcio-pectinato
mentre la maggior parte rimane in forma libera ggie essere questa componente ad
inibire gli enzimi pectinolitici [32] Per questo tivo € stato introdotto successivamente
nel processo di preparazione uno step in cui levemgono lavate tre volte in una
soluzione di NaOH 0.2 N.
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1.4 Conclusioni

Le ms realizzate con pectina CF020 sono risultaggion rispetto a quelle di
AU701 perché piu stabili durante lo stoccaggio,fatima sferica regolare e
dimensioni omogenee.

Aumentando la concentrazione di ioni calcio dimaeei la velocita con cui la
teofillina viene rilasciata a livello intestinal&er concentrazioni di Cafl
superiori al 5% le ms non si dissolvono completamem 24 ore,
conseguentemente la quantita di farmaco rilas@aitasufficiente per I'azione
terapeutica.

Nel caso della pectina CF020 si riescono ad ottenes sferiche e regolari
anche con basse concentrazioni di ioni calcio, reenel caso della pectina
AU701 per ottenere una buona riproducibilitd nétlema e nelle dimensioni
occorre una concentrazione di Ca@lmeno del 20 % (p/v). Quindi, anche per
quanto riguarda le condizioni ottimali di rilascla, pectina CF020 & preferibile
alla pectina AU701 ed in particolare le ms migli@@no risultate quelle
costituite da pectina CF020 8% (p/v), CaZb% (p/v) rivestite con Eudrafit
(100% (p/p)) e realizzate con un TCL=5 min. Quests proteggono
completamente il farmaco in ambiente gastrico, thmilo ad una percentuale
inferiore al 10% il rilascio di teofillina dopo 2e@a pH 6.8 e permettendo di
raggiungere il 100% di farmaco rilasciato dopo2&nezzo colonico.
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2 Introduzione Microsfere di Chitosano-Calcio-Pectinato

2.1 Introduzione

Gli studi discussi nel capitolo 1 hanno permessdediare I'effettiva efficacia delle
microsfere (ms) di calcio-pectinato come carriges; un rilascio colon specifico. Per
rendere maggiormente stabile la matrice di cal@ctipato, limitando ulteriormente la
liberazione prematura del farmaco, é stato suogEssinte aggiunto nella preparazione
delle ms il chitosano (CSL), polisaccaride biocotiipke, biodegradabile, mucoadesivo
e non tossico [1-2]. Il chitosano interagisce copéctina attraverso legami ad idrogeno
e di natura elettrostatica [3-4], che concorrorstedilizzare la matrice riducendo inoltre
la perdita di farmaco durante la preparazione dabe[5]. Le ms di chitosano-calcio-
pectinato mantengono le caratteristiche di bioddagpdita a livello colonico della
pectina ma presentano anche proprieta enhanceceachesive [3-6-7-8].

Per verificare I'effettivo vantaggio dell’aggiunth chitosano nella preparazione delle
ms, sono stati fatti studi di mucoadesione e tegedneazione di teofillina attraverso
un monostrato di cellule Caco-2.

Poiché, come abbiamo visto, numerose sono le \virighe influenzano Ila
“performance” della formulazione ottenuta (tipopsictina, % p/v di pectina, Ca(d
TCL) abbiamo pensato di ricorrere al disegno statissperimentale per ottimizzare la
composizione delle ms di chitosano-calcio-pectin&ttoparticolare abbiamo studiato
'influenza delle percentuali relative di pectin&aChL e CSL sull'efficacia di
incapsulazione del principio attivo, consideratameo risposta da massimizzare.
L’ottimizzazione della formulazione e stata ottenuion I'utilizzo del disegno di
Doehlert, che permette di studiare le variabiliia lprelli mettendo in luce eventuali
interazioni positive 0 negative tra i fattori edblime da facolta di estensione in una
direzione qualunque del dominio sperimentale; serisultati di una prima
sperimentazione lasciano apparire la necessitgpaitare il dominio di interesse, e
possibile riutilizzare i punti sperimentali limifialla nuova zona da esplorare traslando
il Doehlert verso la direzione di risposta ottim&le al contrario la conoscenza di una
regione del dominio studiato deve essere piu datagsi ridurranno le dimensioni del
disegno.

Poiché l'efficacia di incapsulazione dipende andhbe caratteristiche chimico-fisiche
del farmaco da introdurre nelle ms, questa vaiietdase alla natura idrofila o lipofila
del principio attivo. Per tale motivo, al fine diudiare anche l'influenza di questo
fattore sull’efficacia di incapsulazione, abbianomdotto lo studio utilizzando teofillina
e prednisone rispettivamente come modello di faomasolubile e lipofilo (log p=1,5)

e relativamente solubile e idrofilo (log p=-0,0Fntrambi i farmaci sono buoni
candidati per un targeting colonico in quanto qu¢sitrebbe portare ad un incremento
della loro efficacia terapeutica [9-10]. Le ms satate realizzate con pectina CF020
che, come visto dai risultati discussi nei precéidearagrafi, € la piu idonea per la
realizzazione di un drug delivery system coloni€eofillina e prednisone sono stati
solubilizzati o dispersi in una soluzione acquosgettina prima della preparazione
delle ms, ad una concentrazione rispettivamenie @%% e 0,1% (p/v), basandosi sui
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dosaggi utilizzati comunemente nelle formulaziorarnfaceutiche. Il dominio
sperimentale di ciascun eccipiente delle ms & ste#ito sulla base di uno screening
preliminare tenendo conto della resa, della comsist, sfericitd e omogeneita nelle
dimensioni delle ms ottenute. In particolare la aanrazione di chitosano € stata
variata tra 0-2% (p/v) tenendo conto dei risultdtenuti da nostri precedenti studi [11].
Per quanto riguarda il Cafdhon sono state valutateoncentrazioni superiori al 10%
(p/v) per evitare eventuali effetti negativi dovatl un eccesso di ioni calcio [12]. La
concentrazione di pectina e stata invece variaté & 12% (p/v) poiche concentrazioni
piu basse non permettevano di ottenere ms di ategoasistenza e con valori piu alti
si ottenevano soluzioni eccessivamente viscoseidiffia lavorare. Il tempo di cross
linking e stato fissato a 5 min. Infatti, come giato nel paragrafo 1.3.4, questo é |l
tempo minimo per ottenere la completa formazionendj mentre TCL maggiori di 5
minuti portavano ad una riduzione dell’efficaciarttapsulazione della teofillina.

Ottimizzata la composizione delle ms tramite I'apgtione del disegno sperimentale,
sono stati effettuati studi di rilascio in ambiegf&stro-intestinale sia per la teofillina
che per il prednisone, ed é stata valutata I'e\aatoecessita di un rivestimento gastro-
resistente di Eudragit S-100. Da questi studi eremehe il rilascio di prednisone

presenta un eccessivo “lag time” e non € complejopare dopo 24 ore. Abbiamo

ipotizzato che cio fosse dovuto alla bassa sotahilel farmaco in soluzione acquosa.

Al fine di raggiungere una piu rapida dissoluziatet prednisone nei fluidi colonici e
quindi migliorarne la biodisponibilita, abbiamo pato di complessarlo con
ciclodestrina. Sono stati quindi preparati sistdmmari farmaco-ciclodestrina e sono
stati caratterizzati sia in soluzione, tramite stlicsolubilita di fase, sia allo stato solido
tramite DSC, diffrazione dei raggi X e FTIR.

Selezionata la migliore tecnica di preparazione slstema binario, questo €& stato

incapsulato nelle ms di chitosano-calcio-pectinatoe e stato studiato il profilo di
rilascio in ambiente gastro-intestinale.
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2.2 Materiali e Metodi
2.2.1 Materiali
Prodotto Ditta produttrice
Acido acetico glaciale Riedel deHaén
Acido cloridrico 37% Riedel deHaén
Calcio cloruro Fluka
Chitosano a basso peso molecolare (150 kDa) Aldrich
grado di deacetilazione = 75-85% e
B-ciclodestrina [§CD)
PM = 1135 Roquette
Etanolo 96% Fluka
) R6hm Pharma
Eudragif S100 GmbH
Idrossipropilf-ciclodestrina (HBCD)
DS= 0,6: PM medio =1400 Cavasol
Glicina>99% Aldrich
Pectina CF020 .
DA = 19-23%: DE = 25-31% Herbstreith &Fox
Potassio fosfato monobasico Fluka
prednisone Sigma-Aldrich
Sodio cloruro Fluka
Sodio fosfato bibasico Fluka
Teofillina Aldrich
2.2.2 Metodi

2.2.2.1 Valutazione della mucoadesione

La mucoadesione € stata valutata utilizzando undecd rotante con dimensioni pari a
2,5 cm di diametro e 3,5 cm di altezza. Una porzidinpiccolo intestino di suino e stata
lavata e introdotta nel cilindro con la porziondlalenucosa rivolta verso I'esterno.
Sono state prelevate 25 ms da ogni lotto e sone steatate per 10 minuti in 10 ml di
tampone fosfato a pH 7,4, dopodiché le ms sonce dtatte aderire alla mucosa
intestinale per due minuti senza l'applicazioneattiuna forza. Successivamente |l
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cilindro e stato posto allinterno di un beaker wmente il tampone a pH 7,4

termostatizzato a 37 °C. La velocita di rotaziom@asta al cilindro e stata di 300 rpm

per un tempo di 60 minuti. Come parametro per lsunai della mucoadesione é stato
utilizzato il numero di adesione, come spiegatopaghgrafo 2.3.1.

2.2.2.2 Valutazione della proprieta enhancer del ¢tosano

Colture cellulari

Le proprieta enhancer del chitosano sono statéicade con prove di permeazione della
teofillina, contenuta nelle ms, attraverso cell@aco-2. Le cellule sono state fatte
crescere a 37 °C in DMEM (Dulbecco’s Modified EagleMedium) a pH 7,4
addizionato con siero fetale bovino (10%) e amnuibanon essenziali (1%). Al
passaggio numero 80-85, le cellule sono state imsgensu filtri di policarbonato (area
1,13 cnf) ad una densita di i@ellule/cnt in placche Costar Transwell a sei pozzetti.
Ogni due giorni & stato rinnovato il mezzo di cddtued e stato addizionato di
benzilpenicillina (110 U/ml) e streptomicina (10fnl). Le cellule sono state tenute a 37
°C in atmosfera con umidita del 95% e £4D10%, ed i filtri sono stati utilizzati per gli
studi di trasporto 21-28 giorni dopo I'inseminazon

Studi di trasporto

Gli studi di trasporto sono stati condotti per 2 ar37°C in HBSS (Hanks bilance salt
solution) tamponato a pH 7,4 con HEPES. Le soluziencampioni (teofillina ad una
concentrazione di 1,85 mg/l o due microsfere diti $elezionati ) sono state applicate
nel compartimento apicale. A prestabiliti intervall tempo (30, 69, 90 ,120 minuti)
sono stati fatti prelievi sia nel compartimentocape che basolaterale, rimpiazzandoli
con ugual volume di HBBS. La teofillina é stata alascon spettrometro UV Perkin-
Elmer Lambda 40 ad una lunghezza d’onda di 266 Ihooefficiente di permeabilita
apparente e stato calcolato secondo questa egeazion

dQ 1
P = S
wpr = gt " AC,

Dove dQ/dT(ug/sec) rappresenta la quantita di teofillina cheegmeata nell’'unita di
tempo, A & la superficie della membrana espressanire G (ug/mL) rappresenta la
concentrazione iniziale di farmaco nella cameracapi | risultati degli studi di
permeazione sono stati espressi come media diuenis

Misure di resistenza elettrica transepiteliale (REEhanno permesso di verificare
l'integrita del monostrato cellulare durante la atardel test di permeazione. Queste
misure sono state condotte ogni 30 minuti con umahetro Millipore. | valori di
TEER per cellule non trattate sono di Z8@&nt. Variazioni maggiori del 25 % durante
I'esperimento indicano un’alterazione delle giumziserrate e sofferenza cellulare.
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2.2.2.3 Disegno sperimentale

~

L’efficacia di incapsulazione delle ms caricate gorednisone o teofillina e stata
ottimizzata con l'utilizzo del disegno sperimentdieDohlert, in cui i fattori valutati
sono stati: % (p/v) di pectina, Ca@ chitosano. Il piano sperimentale prevedeva 15
prove, comprese le repliche al centro, che sorte gt@i ridotte con I'applicazione del
D-optimal design. | risultati sperimentali sonotistattati statisticamente tramite analisi
della varianza. Sia la generazione del disegnarmapatale che il trattamento statistico
dei dati, sono stati effettuati con il programmaNVEODW.

2.2.2.4 Metodo di preparazione delle ms

La pectina CF020 e stata dispersa a differenti @atnazioni in acqua distillata;
successivamente il farmaco, teofillina (0,1 % w\wyrednisone (2,5% p/v) come tale o
liofilizzato con HPBCD, e stato aggiunto alla soluzione di pectina; Isdirchitosano,
preventivamente disciolto a differenti concentrazim acido acetico glaciale al 5%,
sono stati aggiunti in 250 ml di una soluzione asgudi CaGldi varia concentrazione.
La soluzione di pectina € stata sgocciolata, alimlo un ago con diametro di 0,7 mm,
nella soluzione contenente chitosano e Ga@nuta temperatura ambiente e sotto
agitazione (100 rpm) per 5 minuti. Le soluzionpéctina, CaGle chitosano sono state
preparate alle diverse concentrazioni previsteddagno sperimentale. Dopo un tempo
di cross linking di 5 minuti, le ms sono state fiedge in una beuta contenete 50 ml di
acqua distillata (nel caso del prednisone) o in Nd&2 N (nel caso della teofillina) e
sono state lavate per 5 minuti sotto agitazioneesfzuoperazione é stata ripetuta tre
volte, dopodiché le ms sono state filtrate ed easgcin stufa per 24 ore a 50 °C.

2.2.2.5 Calcolo della resa e delle dimensioni dell@crosfere

Dopo la preparazione e I'essiccamento delle mieresfne € stata calcolata la resa,
come rapporto percentuale tra il peso secco edatia totale di eccipienti e di farmaco

utilizzati per il loro ottenimento. Per la determizione delle dimensioni e stato misurato
il diametro di 10 microsfere di ciascun lotto, iatitando un calibro, ed & stato poi

calcolato un valore medio.

2.2.2.6 Determinazione dell’efficacia di incapsulaane

L’efficacia di incapsulazione, sia della teofillindhe del prednisone, & stata ricavata
secondo il metodo indiretto riportato nel paragrafd.2.4; per entrambi i farmaci la
determinazione quantitativa e stata effettuata iteaspettrometro Shimadzu UV-1601
ad una lunghezza d’onda rispettivamente di 266 & r#. Alle concentrazioni a cui
abbiamo operato il chitosano non interferiva sdiéerminazione quantitativa dei due
principi attivi.
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2.2.2.7 Rivestimento delle ms con EudraditS100

Anche per le ms di chitosano-calcio-pectinato,azdé con teofillina o prednisone, tal
quale o come complesso con ciclodestrina, si € nes@ssario un rivestimento con
Eudragif S100, per proteggere il farmaco da un prematurasaid prima del
raggiungimento del colon. Il metodo utilizzato plerivestimento € analogo a quello
descritto nel paragrafo 1.2.2.5. E’ stata scelta parcentuale di rivestimento p/p =
100%, che aveva garantito una totale protezionepdaiaturo rilascio in ambiente
gastrico della teofillina da ms di calcio pectingtaragrafo 1.3.8).

2.2.2.8 Studi rilascio in vitro

Anche per le ms di chitosano-calcio-pectinato glids di rilascio in vitro, sono stati
effettuati con il metodo della “dispersed amourglle stesse condizioni descritte nel
paragrafo 1.2.2.8. Questi studi sono stati condsiti ms caricate con teofillina,
prednisone o con liofilizzato prednisonefHFD. Le ms sono state aggiunte nel mezzo
di dissoluzione in quantita tale da consentire dntenimento delle “sink conditions”
durante tutta la durata del test. La quantita dfiltena o prednisone rilasciata é stata
determinata mediante dosaggio UV, rispettivameng& e 243 nm, utilizzando uno
spettrometro Shimadzu UV-1601. | tamponi necegsaria simulazione dell’ambiente
gastrointestinale sono stati preparati come déserél paragrafo 1.2.2.9.

2.2.2.9 Preparazione dei sistemi binari prednisonePgCD

Inizialmente e stata preparata una miscela fisieaamlando in mortaio il prednisone e
la ciclodestrina in rapporto 1:1 molare, come sudgelagli studi di solubilita di fase.
Successivamente, dalla miscela fisica & statowttehcomacinato tramite macinazione
con micro-molino a palle (Retsch MM 200) a 24 Hegxéz 30 minulti.

Lo kneaded é stato ottenuto umettando la misceieaficon una miscela etanolo/acqua
50:50 (1.5 ml per 500 mg di miscela fisica) e impado poi fino ad evaporazione del
solvente ed ottenimento di una polvere, che € pi@tposta in stufa per essere essiccata
completamente.

Per la preparazione del coevaporato, prednisonelaestrina sono stati solubilizzati

rispettivamente in 25 ml di etanolo e in 25 ml dgaa, dopodiché le due soluzioni sono
state miscelate ed il solvente allontanato convegtar. Il sistema binario ottenuto e
stato posto in essiccatore per 48 ore in modordaavere completamente il solvente.

Per I'ottenimento del coliofilizzato, inizialmenéestata solubilizzata la ciclodestrina in
acqua e il prednisone in una minima quantita di@ta Successivamente la soluzione
etanolica di prednisone € stata aggiunta sottoazgite a quella acquosa della
ciclodestrina. La soluzione cosi ottenuta, dopogetamento, e stato liofilizzata
(Lyovac GT2 -Leybold-Haeraeus.) e quindi conservatssiccatore.
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2.2.2.10 Caratterizzazione dei sistemi binari predsone-ciclodestrina

Studi di solubilita di fase

Gli studi di solubilita di fase sono stati effettiuia maniera analoga a quanto descritto
nel paragrafo 3.2.2.2.

Caratterizzazione allo stato solido dei sistemahiprednisone-HECD

Tutte le tecniche di caratterizzazione allo stailide utilizzate (DSC, diffrazione dei
raggi X e FTIR) sono state applicate sia ai progtti che ai vari sistemi binari.

DSC: Per effettuare questo tipo di analisi & statoizzsito uno strumento Mettler
TA4000 dotato di cella DSC 25. | campioni, pesat bilancia analitica Mettler M3 (5-
10 mg) all'interno di crogioli di alluminio poi sl@ti e quindi forati per permettere
I'eventuale fuoriuscita di gas, sono stati sottdpad un aumento programmato della
temperatura tra 30 e 300 °C ad una velocita diCL@l“minuto sotto aria statica.

Diffrazione dei raggi X:I| diffrattogrammi dei vari campioni sono stati esttiti
utilizzando un diffrattometro per polveri Philip¥/”1130 con una velocita di scansione
di 0,05°/min in un range compreso tra 5° e 3h°2

ETIR: Gli spettri FTIR sono stati realizzati con unaistento Perkin- Elmer Mod. 1600
tra 4000 e 400 cth disperdendo il campione in Nuijol.
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2.3 Risultati e Discussione

2.3.1 Valutazione di mucoadesione di microsfere di chit@nc-calcio-
pectinato

10C
EmsA

80
Ems E

60
ms C

40

numero di adesione

20

Figura 1. Numero di adesione di ms realizzate con pectiR@20 8% (p/v), Cak 5%
(p/v) senza chitosano (4e con chitosano all’1% (p/v) (B) o 2% (p/v) (C)

Le proprieta mucoadesive delle, realizzate aggiungendo chitosano alla me di
calciopectinato, sono ste studiate attraverso un tedi mucoadesionin cui € stato
valutato come parametro il numero di adesi[13] calcolato con la seguente formi

Na=(N/No)*100
No=numero di ms analizz:

N=numero di ms rimaste attaccate alla mu

Le ms analizzatavevano ugualcontenuto di pectina (CF020 8p#tv), CaCh (5% p/v)

e quantita crescenti di chitosanc-1-2% p/v)ed erano state realizzeutilizzando un
TCL=5 min. Come mostrato in fig tutti i lotti di ms hanno presentato proprie
mucoadesive, in particolare abbiamo riscontrato pnaporzionalita dirtta tra |l

numero di adesione e la concentrazione di chitosditinzata nella preparazione de

ms. Questdia confermato le caratteristicldi bioadesivitadel polimeo in accordo a
guanto riportato in letteratur1-2].

2.3.2 Valuazione delle proprieta enhanc del chitosano

Le proprieta enancer del chitosano sono state verificecor esperimenti di
permeazione dellaofillina, contenuta nelle mattraverso cellule Ca-2.
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Figura 2: Percentuale di teofillina permeata attraversonomostrato di cellule Ca-2 libera o
incapsulata irms realizzate con pectina CF020 8% (p/v), 5% (p/v) e chitosano 1% (p/
(B) 0 2% (p/v) (A)
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Figura 3: Permedilita apparent (cm/sec) di teofillina libera earicata in mattraverso cellule
Caco-2

Come mostrano le figure 2 e 3 la quantita di téoél che permea attraverso
membrane cellulari & maggiore quando il farmacaréato in ms; inoltre, al cresce
della percentuale (p/ di chitosano nella composizione delle ms, aumera
permeabilita della teofillina sia in termini di #so0 percentuale che in termini
permeabilita apparente. Questo puo essere attribait un effetto enhancer ¢
chitosano, i valori di TEER infattion sono mai scesi al di sotto del 10% dei ve
iniziali , dimostrando cosi assenza di alteraziglle giunzioni serrate del monostr;
(fig 4). Abbiamo potuto verificare inoltre che la presenzahitosano rende le ms me
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igroscopiche e quindi pistabili se conservate in condizioni ambiente digeratura ¢
pressione.
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Figura 4: Variazione percentuale della TEER durante I'espemnto di permeazione de
teofillina attraverso cellule Ca-2

| positivi dati di mucadesione e di permeabi ottenuti,oltre allamaggiore stabilita
conferita alle ms dalla presenza di chitosehanno motivatoquindi I'aggiunta del
polimero nellacomposizionedelle ms che abbiamo successivamente realizzalla,
base anche ditudi da noi condotti in precedenzl1], in cuila combinazione calc-
pectinatoehitosano si era rivelaiun valido carrier per lo sviluppdi un drug delivery
colonico.

2.3.3Disegno sperimental

Il disegno di Doehlert prevede un numero di espeniinpari ak>+k+n dovek & il
numero di fattori ech il numero di repliche al centro del disegno spentak, che
vengono effettuate per ricavare informazioni suipgoducibilita cei risultati ottenuti.
Poiche tre erd numero di fattori da noi valutati (percentuaf®\) di pectina, CaGle
chitosano) il disegno prevedeva piano di 15 esperimentcomprese le repliche
centro.In realta, grazie all'applicazione del -optimal design” & stato possibile ridu
il numero di esperimenti da effettuare con guadagumiadi ditempo, forza lavoro
materiale,pur mantenendo una buona qualita dell'informaziottenut: [14]. Il D-
optimal design e un algoritmo che consiste nel minimizzardeterminante dell
matrice di dispersione; viene specificato il numdesiderato di punti sperimentali
esaminare ed un iniziale set arbitrario di espanii. Attraverso una procedura di ti
iterativo, 'iniziale set viene modificato cancelland@ggiungendo esperimenti in ma
che venga minimizzato il determine della matrice di dispersiol Si ottengono cosi
pil matrici caratterizzate da diversi criteri diadjtg; si scegliequindi la matrice che
costituisce il miglior compromesso tra la qualig@l’thformazione ottenuta e il nume
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di esperimenti da eseguire [15]. Nel nostro casod#rice selezionata comprendeva 11
esperimenti con tre repliche al centro. Le tre alah, percentuale (p/v) di pectina,
chitosano e Caglsono state studiate rispettivamente a tre, cimgsette livelli. Per il
CaCl é stato scelto un numero maggiore di livelli rispagli altri fattori, in quanto dai
precedenti screening effettuati, sembrava averemaggior peso sull’efficacia di
incapsulazione del principio attivo. In accordoaathatrice selezionata, sono state
preparate due serie di ms di 11 lotti ciascunacat® rispettivamente con prednisone 0
con teofillina e ne e stata determinata I'efficacla incapsulazione (tab 1). Gli
esperimenti sono stati eseguiti in modo randonmal dii ridurre gli errori sistematici.

CSL CaCl, Pectina | Prednisone Teofillina
% (p/v) % (p/v) % (p/v) EE% EE%
2,0 5,1 9,0 53,30 51,16
0,0 51 9,0 63,06 43,72
15 10,0 9,0 43,03 30,88
0,5 0,2 9,0 59,80 54,61
0,5 10,0 9,0 53,60 37,69
15 6,73 12,0 61,60 41,93
1,5 3,47 6,0 62,50 61,50
1,0 8,37 6,0 56,80 56,13
0,5 6,73 12,0 57,10 35,07
1,0 1,83 12,0 59,30 41,92
1,0 5,10 9,0 61,10 43,78
1,0 5,10 9,0 59,00 41,34
1,0 5,10 9,0 59,80 40,84

Tabella 1: Piano sperimentale e rispettivi valori di efficadieincapsulazione (EE%) osservati
per ms caricate con prednisone o teofillina

Come possiamo osservare in tabella 1 I'efficaciendapsulazione dei lotti analizzati
varia in un ampio range, tra 43% e 63,1% per itpigone e tra 30,9% e 61,5% per la
teofillina; questo sta ad indicare che la rispagiarimentale é fortemente dipendente
dalle variabili selezionate. | piu bassi valoriefiicacia di incapsulazione osservati per i
lotti contenenti teofillina, rispetto alle ms caie con prednisone, € attribuibile alla piu
alta solubilita della teofillina in soluzione acgaoche, come gia precedentemente detto
(paragrafo 1.3.3), porta ad una maggiore perdifardiaco in fase di preparazione delle
ms stesse. Un analogo effetto e stato osservatbeamma farmaci lipofili e i loro
complessi di inclusione con ciclodestrine [11-1djyve il piu basso valore di efficacia
di incapsulazione, osservato per le ms contenketinnplesso, rispetto a quelle caricate
con il farmaco tal quale, € stato attribuito alia @lta solubilita in soluzione acquosa del
principio attivo complessato rispetto al farmadxeio.
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Una volta condotti gli esperimenti, secondo quatdtiato dalla matrice sperimentale,
sono stati prima calcolati i coefficienti del mddelpotizzato, tramite regressione
multivariata, e poi € stata eseguita I'analisiista dei dati effettuando 'ANOVA
(analisi della varianza). L’ANOVA € una tecnicatisttica usata per analizzare i risultati
che dipendono dalla simultanea variazione di utoceumero di fattori. Nel disegno
sperimentale tale tecnica e usata per valutarggiafisativita e la validita del modello
di regressione assunto. Il modello e significatteéy cambiando il livello dei fattori, si
ha una variazione statisticamente significativdadesposta e valido se descrive bene il
fenomeno in studio.

L’analisi ANOVA dei risultati sperimentali, otteriyper le ms caricate con prednisone
(tab 2), indica che il modello di regressione ass@nvalido e significativo.

Sorgente di | Somma dei Gradi di : .
varigazione guadrati liberta Quadrati medi | Rapporto F
Regressione 342 9 38 48,6
Residui 2,34 3 0,782
validita 0,0987 1 0,0987 0,0881
Errore 2,25 2 1,12
totale 344 12
?48,58>Fcritico (8,81) con 9 e 3 gradi di liberta=®,05
P0,0881<F critico (18,51) con 1 e 2 gradi di libex@=0,05

Tabella 2 Tabella riassuntiva dell’analisi ANOVA per la pissta sperimentale efficacia di
incapsulazione di ms caricate con prednisone

In figura 5 e riportata la superficie di rispostx e ms caricate con prednisone, che € la
rappresentazione grafica tridimensionale dellegquez del modello ottenuto. La
superficie di risposta evidenzia l'effetto dellariazione delle variabili indipendenti
sull’efficacia di incapsulazione delle ms. Vistoechon sembra influenzare la risposta,
la percentuale (p/v) di pectina (variabilg)> stata mantenuta costante al 6% (p/v) in
accordo ad alcune considerazioni tecnologichettinfa soluzione acquosa al 6% (p/v)
di pectina ha una viscosita ideale, che permetteotthnere una piu omogenea
dispersione del principio attivo lipofilo ed un piagpido sgocciolamento nella soluzione
di CaC}, senza influenzare negativamente la consisteaZarma e le dimensioni delle
ms ottenute. Per quanto riguarda le altre due midiriaosservando la superficie di
risposta, possiamo evincere che l'efficacia di pstdazione € massimizzata quando il
chitosano e a bassi livelli e il CaGd alti livelli. Al contrario, quando il Cagé ad ali
livelli, la variazione della percentuale di chitosanon ha effetto importante sulla
risposta.

Applicando il modello matematico ottenuto con liatto del disegno sperimentale, la
risposta risulterebbe massimizzata per i seguaftrivdelle variabili: pectina 6% (p/v),
CaCh 7,9% (p/v), chitosano 0,75% (p/v) con un valoreedetto di efficacia di

incapsulazione di 63,13% * 3,15. Abbiamo quindiparato tre lotti di ms di questa
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composizione e ne abbiamo determinato I'efficaciandapsulazione Il valore medio
sperimentale ottenuto € stato 61,10% = 0,6; questdimostrato la validita del modello
in quanto tale valore rientra nel limite di coninda della risposta predetta. La tabella 3
mostra l'ottima corrispondenza tra i valori di eé#icia di incapsulazione ottenuti
sperimentalmente e quelli predetti.

EEY%

8203

Figura 5: Superficie di risposta che mostra
I'effetto della concentrazione di chitosano)(¢
CaClL (X, sullefficacia di incapsulazione
(EE%) di ms caricate con prednisone
4 mantenendo costante concentrazione di pectina
twesen | al 6% (p/v)

. Risposta sperimentale| Risposta calcolata

No Esperimento EE% EE%
1 53,30 53,41
2 63,06 62,95
3 43,03 42,92
4 59,80 59,91
6 53,60 53,60
7 61,60 61,60
9 62,50 62,39
10 56,80 56,91
11 57,10 57,21
12 59,30 59,19
13a 61,10 59,97
13b 59,00 59,97
13a 59,80 59,97

Tabella 3 Efficacia di incapsulazione del prednisone: riposperimentali e calcolate dal
modello quadratico assunto

Al contrario di quanto visto per il prednisone,n&isi della varianza (ANOVA) ha
rivelato che il modello di regressione assunto lpeeofillina non era valido. E’ stato
quindi necessario eseguire un nuovo disegno soegliein piu adeguato dominio
sperimentale. Per fare ci0 abbiamo analizzato Igperdigcie di iso-risposta,
rappresentazione bidimensionale della superficie ridposta, costituita da linee
concentriche lungo le quali la risposta si mantieogtante. Da questo studio € emerso
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che alti valori di efficacia di incapsulazione miibero essere ottenuti ad alte
concentrazioni di pectina, tuttavia per problengal all’alta viscosita della soluzione,
abbiamo ritenuto opportuno utilizzare una concetree pari al 9% (p/v), che é stata
mantenuta costante nel nuovo piano sperimentaligura 6 é riportata la superficie di
iso-risposta per il chitosano e il Ca@hantenendo costante la concentrazione di pectina
al 9% (p/v). Possiamo vedere come i piu alti vathrefficacia di incapsulazione sono
ottenuti con alti livelli di chitosano e bassi livedi CaCl,. Basandosi su queste
indicazioni abbiamo scelto un nuovo dominio spentake, in cui abbiamo considerato
come fattori le percentuali (p/v) di chitosano e @aC}L che sono state variate
rispettivamente nel range 1-3% (p/v) e 3-5% (pAdwche in questo caso e stato
postulato un modello polinomiale di secondo ordatké stato applicato in disegno
sperimentale di Doehlert.

LallZ

[10.7582

510001

lossee—|

Figura 6: Superficie di iso-risposta per ms caricate cafiltma in funzione delle variabili %
(p/v) di CSL e CaGlmantenendo costante al 9% (p/v) la concentraziopealina

In accordo al piano sperimentale riportato in tbé) e stata preparata una nuova serie
di lotti di ms caricate con teofillina e ne é stdederminata I'efficacia di incapsulazione,
ripetendo tre volte gli esperimenti al centro dednihio. L’analisi ANOVA eseguita suli
risultati ottenuti ha indicato che il nuovo modellh regressione era valido e
significativo (tab 5). La superficie di rispostag(f7) mostra che i pitu importanti effetti
sono per entrambi i fattori quelli quadratici, ittfal piu alto valore di efficacia di
incapsulazione corrisponde alle condizioni al aenttel dominio sperimentale.
Conseguentemente la migliore composizione predatanodello per le ms caricate con
teofillina e risultata essere: pectina 9% (p/v)CGa% (p/v), chitosano 3% (p/v) con un
valore predetto di efficacia di incapsulazione 6i3% * 1,2. Il valore sperimentale
ottenuto, ripetendo tre volte I'esperimento perctanposizione ottimizzata, & stato
50,37% * 0,93. Questo risultato ha confermato lkdi¥a del modello matematico
assunto.
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CSL % (p/v) | CaCly% (p/v) EE%
5,0 4,0 39,47
1,0 4,0 37,79
4,0 50 40,30
2,0 3,0 36,20
4,0 3,0 45,12
2,0 5,0 37,30
3,0 4,0 50,10
3,0 4,0 49,60
3,0 4,0 51,40

Tabella 4: Piano sperimentale e rispettivi valori di efficadiaincapsulazione (EE%) osservati

per la nuova serie di ms caricate con teofillina

Sorgente di | Somma dei Gradi di Quadrati R
2 : . N ) apporto F
variazione quadrati liberta medi
Regressione 275,4378 5 55,0876 8,7784
Residui 50,2029 8 6,2754
validita 17,4763 1 17,4763 3,7380
Errore 32,7267 7 4,6752
totale 325,6407 13
®8,7784>Fcritico (3,69) con 5 e 8 gradi di liberta=®,05
b3 7380<F critico (10,13) con 1 e 3 gradi di libez@=0,05

Tabella 5 Tabella riassuntiva dell’analisi ANOVA per la pissta sperimentale efficacia di
incapsulazione della nuova serie di ms caricataeofillina

Figura 7: Superficie di risposta che mostra
I'effetto della concentrazione di chitosanoi(X

e CaC} (X,) sull'efficacia di incapsulazione
(EE%) di ms caricate con teofillina mantenendo
costante la concentrazione di pectina al 9%
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Confrontando la composizione ottimale trovata gemis caricate con prednisone con
guella trovata per le ms caricate con teofillinagamo notare che il contenuto totale di
cross-linker € molto simile (8,65% contro 7,0%), manolto diversa la percentuale
relativa di chitosano e Cafhel caso delle ms contenenti prednisone la paraéndel
sale (7,9%) € molto piu alta di quella di chitosg@5%) mentre per le ms contenti
teofillina la percentuale di chitosano (3%) € molicina a quella di CagGl(4%).
Probabilmente l'azione combinata del calcio-pet¢tin@ del chitosano-pectinato,
portando ad una piu rapida formazione del gel, & gfficace nell'intrappolare e
trattenere la teofillina, riducendo cosi la perdiéh farmaco durante la formazione delle
ms e permettendo di ottenere valori di efficaciairdiapsulazione maggiori e piu
riproducibili. Il prednisone invece ha mostrato umaggiore affinita per il calcio-
pectinato rispetto al chitosano-pectinato, infdéti sua efficacia di incapsulazione
aumenta al diminuire della concentrazione di clib@snelle ms.

2.3.4 Caratteristiche morfologiche e dimensionali elle ms caricate con
prednisone o teofillina

Tutti i lotti di ms preparate seguendo il disegrneeramentale erano di adeguata
consistenza, di forma sferica e dimensioni omogebealimensioni delle ms caricate
con prednisone erano molto simili a quelle dellecarscate con teofillina, variando da
un minimo di 1,54 + 0,04 ad un massimo di 1,63@50nm le une e tra 1,98 £ 0,05 e
2,08+£0,06 mm le altre. Anche la resa e risultatdtorgimile per le due serie di ms, in
particolare da 49 a 51% per le ms di prednisona ®6da 58% per le ms di teofillina.

2.3.5 Studi di rilascio di teofillina in ambiente @strico da ms di
chitosano-calcio-pectinato

Come gia precedentemente fatto per le ms di caleatinato (paragrafo 1.3.Anche
per le ms di chitosano-calcio-pectinato, di compiosie ottimizzata (pectina 9% (p/v),
CaClb 4% (p/v), chitosano 3% (p/v)), sono stati effetitsdudi di rilascio in ambiente
gastrico di teofillina, per valutare la necessitaneno di un rivestimento gastro-
resistente.

30
g
©
525
&
=20 /
5 /
£ /
i-a== 0 //
1
§ // . . o
5 - Figura 8: Profilo di rilascio di
> r./"/' teofillina in ambiente gastrico da ms
0 -® di pectina CF020 9% (p/v), CaCl
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120180494 (p/v), chitosano 3%
tempo (min)
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Come possiamo vedere in figura 8, dopo 2 ore dnpaenza in ambiente gastrico, le
ms hanno rilasciato un 25% di teofillina, sebbeméto struttura sia rimasta inalterata
durante tutta la durata del test. Quindi, nonostdatpresenza di chitosano conferisca
maggiore compattezza alle ms, anche in questo&asato necessario un rivestimento
di Eudragif per evitare la diffusione del farmaco attraverpoii della matrice e quindi
un suo prematuro rilascio. Tuttavia, se paragonidmprofilo di dissoluzione di
teofillina da ms di calcio-pectinato preparate @osenza chitosano (fig 9), possiamo
osservare che la presenza di quest'ultimo determir@aforte riduzione (oltre il 60%
nella prima ora dall'inizio del test) della peragae di farmaco rilasciata in ambiente
gastrico (sebbene le ms preparate senza chitogamiengano una piu alta percentuale
di CaCh, che come abbiamo visto, rende la matrice piu @tap Quindi la presenza
del chitosano protegge le ms da un rilascio preroatuteofillina.

90
< 80
-% 70
2 —e—ms di pectina CF020 9
= (p/v), CaCl2 4%
oo 50 (p/v), chitosano 3%
= 9 (PV)
go_e 23 L ms di pectina CF020
RN 8%, CaCl2 20% (p/v)

10 -+ —

0

0O 10 20 30 40 50 60 70
tempo

Figura 9: Profilo di rilascio di teofillina in ambiente gaigo da ms di calcio-pectinato (in rosa)
o chitosano-calcio-pectinato (in azzurro)

2.3.6 Studi di rilascio in ambiente gastro-intestiale di ms caricate con
teofillina e rivestite con Eudragit® S100

Al fine di evitare un prematuro rilascio del farmacabbiamo rivestito le ms di
chitosano-calcio-pectinato con Eudr&git00% (p/p) che aveva garantito una totale
protezione, in ambiente gastrico, delle ms realez&nza chitosano (paragrafo 1.3.8).
Come possiamo osservare in figura 10, il rivestimezron Eudragft ha impedito il
rilascio di teofillina nelle prime due ore a pH EInelle due ore successive a pH 6,8,
mentre in ambiente colonico, in presenza di enpieatinolitici, il rilascio del farmaco e
stato immediato e completo. L’introduzione dellas€fadi lavaggio durante la
preparazione delle ms ha permesso quindi di elirii@accesso di ioni calcio che,
come abbiamo visto per le ms di calcio-pectinatrggrafo 1.3.9), inibiva gli enzimi
pectinolitici, che risultavano cosi inefficaci pgpbmuovere la degradazione delle ms.
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Figura 10: Profilo di rilascio di teofillina in ambiente dgas-intestinale ms rivestite con
Eudragif S-100

2.3.7 Studi di rilascio di prednisone da ms di chitsano-calcio-pectinato
in ambiente gastro-intestinale

30
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20 <
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% prednisone rilasciata

0O 15 30 45 60 75 90 105 120
tempo

Figura 11: Profilo di rilascio di prednisone in ambiente fy@® da ms di pectina CF020 6%
(p/v), CaC} 7.9% (p/v), chitosano 0.75% (p/v)

In figura 11 é riportato il profilo di rilascio girednisone da ms di calcio-pectinato in
ambiente acido; possiamo constatare che ancheest@oaso, come gia osservato per
la teofillina, dopo due ore viene rilasciato un 28& principio attivo contenuto nelle
ms; si e reso quindi necessario anche per il psedei un rivestimento gastro-resistente
di Eudragif.

45



2 Riaultati ediscussione | Microsfere di Chitosano-Calcio-Pectinato

Analizzando i risultati ottenuti dagli studi diagcio di prednisone in ambiente colonico
(fig 12) e in presenza di enzimi pectinolitici p@sso notare che il profilo di
dissoluzione del farmaco da ms di chitosano-cgeictinato presenta un eccessivo “lag
time” e non si ottiene un rilascio completo dehfaco neppure dopo 24 ore. Abbiamo
ipotizzato che cio fosse dovuto alla bassa sotahilel prednisone in soluzione acquosa.
Al fine di raggiungere una piu rapida dissoluziated farmaco nei fluidi colonici e
quindi migliorarne la biodisponibilita, abbiamo pato di complessare il prednisone
con ciclodestrina.
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Figura 12: Profilo di rilascio di prednisone in ambiente asntestinale da ms di pectina
CF020 6% (p/v), CaGl7.9% (p/v), chitosano 0.75% (p/v) rivestite cordEagif® in presenza di
enzimi pectinolitici

2.3.8 Caratterizzazione dei sistemi binari prednisee-ciclodestrina

2.3.8.1 Studi di solubilita di fase

Inizialmente sono stati eseguiti studi di solubildi fase in cui e stato studiato il
comportamento in soluzione acquosa del prednisanprésenza di concentrazioni
crescenti dp-ciclodestrina (RCD) o di idrossiprogitciclodestrina (HBCD). Come si

puo osservare nelle tabelle 6 e 7, in entrambisi Eaquilibrio & stato raggiunto gia
dopo 24 ore. Il diagramma di solubilita di faseentito con la RCD é di tipo Bs [17],
indicativo della precipitazione di un complessoolnbile ad alte concentrazioni del
carrier (fig 13). Al contrario con la HIED si e ottenuto un diagramma di tip@ [A7]

tipico della formazione di un complesso solubilerfaco-ciclodestrina di stechiometria
1:1 mol/mol. Con entrambe le ciclodestrine si éeossto un aumento della solubilita
del principio attivo in funzione della concentramodi ciclodestrina in soluzione, ma
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I'incremento di solubilitd ottenuto con la [BCD e risultato maggiore rispetto a que
raggiunto con ICD, per cui per la realizzazione del complesso icq@mednisoneé
stata scelta la HRZD, considerata tra I'altro non irritante e priviacdotossicia dalla
FDA e dallOMS. La costante di stabilita appare calcolata nel tratto linee del

diagramma é risultata essere 155

24 h 48 t
conecD ()| <21 Bredisone (v conc prcrisr (v
0 0,46 + 0,01 0,43 6,0z
5 2,78 £ 0,07 2,36 9,04
7 2,12 £ 0,07 2,3 9,0t
10 2,19 +£0,11 2,2 9,07
13 2,14 £ 0,01 2,25 9,01

Tabella 6 Studi di solubilitd di fase di prednisone in pesa di concentrazioni crescenti

RCD
24 h 48
conc. HBCD | conc prednisone (mM] conc. prednisor (mM)
(mM) (media + DS) (media +DS)
0 0.46 £0,01 0,43 £,02
5 2,64 +£0,01 2,538,01
7 3,37 £ 0,06 3,28 £,15
10 4,5 + 0,06 4,31 9,27
13 5,74 + 0,06 5,8 £,01

Tabella 7: Studi di solubilita di fase di prednisone in mesa di concentrazioni crescenti

HPBCD
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o
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Figura 13 Diagrammi di
solubilita di fase d
prednisone in presenza
RCD e HIBCD
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2.3.8.2 Caratterizzazione allo stato solido di sisini binari prednisone-
HPBCD

Alla luce dei risultati di solubilita di fase sonstati preparati sistemi farmaco
ciclodestrina in rapporto stechiometrico 1:1 mollmdtilizzando tecniche quali
comacinazione, kneading, coevaporazione e coliaéiltione. Tali sistemi sono stati
caratterizzati allo stato solido tramite calorineetdifferenziale a scansione (DSC),
diffrazione dei raggi X e spettroscopia infrarosstrasformata di Fourier (FTIR).

Prednisone
.l‘-
. I Asardenpoapareeh Coliof
MA el Coev
o apmereh MmN Com
- Knd
v N _ﬁwﬁf_~ — ‘_MEL
e N s HBCD
P\ i T i U i i
5 10 15 20 25 30 35

Figura 14: Spettri di diffrazione dei raggi X di prednisor#P?3CD, miscela fisica prednisone-
HPBCD (MF) e dei complessi prednisone{HFD ottenuti con le tecnica dello kneading (Knd)
comacinazione (Com), coevaporazione (Coev) e datdizione (Coliof)

Come mostrato in figura 14 il diffrattogramma dedgnisone presenta picchi intensi e
molto stretti tipici di un solido cristallino memtrquello della HBCD e costituito da
poche bande molto slargate indice della sua naorarfa. In tutti i sistemi binari
farmaco-ciclodestrina sono ancora evidenti i picdhicristallinitd del prednisone
eccetto nel liofilizzato dove I'amorfizzazione dafmaco € completa.

Le curve termiche dei componenti puri e dei vastesni binari sono riportati in figura
15. La curva termica del prednisone e caratterzdatun picco endotermico di fusione
molto stretto ed intenso a 240 °C mentre il terrmogna della HPCD presenta
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un’endoterma di disidratazione a 90°C, a cui segue, a teragatura maggiore (oltre
270,8 °C), un mico di decomposiziol. Gia nella semplice miscela fisica si osserva
spostamento dell’esoterma di decomposizione della &Ctemperatura minore, ¢
copre parzialmente il picco di fune del farmaco. Quindnegli atri sistemi binari
esaminati, non s¢ in grado di determinare con sicurezza se I'ossarmodifica e/(
scomparsa di tale picce attribuibile all’avenuta complessazione con CD o ad ur
mascheramento da parte picco di decomposizione della BED.

Coliof

Coev

Com

Knd

Mf

Hpbetacd

r Prednisone

1\

Q

_"'|>0 1]00 1|50 200 250

Figura 15: Termogrammi di prednisonHPBCD, miscela fisica predniso-HPBCD (Mf) e dei
complessi prednisondPpCD ottenuti con le tecnica dello kneac (Knd), comacinazione
(Com) , coevaporazior(€oev) e coliofilizzazione (Coliof)

Come possiamo vedere in figul6, lo spettrolR della miscela fisica prednisc-
HPBCD é semplicemeni una media pesata degli spettri dei due componaurii
Mentre neisistemi kneade((fig 17) e comacinato (fig 18)on si € osservatalcuno
shift dello stretchingdel carbonil del prednisonenel coevapora (fig 19) e nel
liofilizzato (fig 20) sie avuto uncspostamento di tale picco verso freque piu basse,
da 1665 a 1655 ciQuesto pud essere attribuito alla formazione diré a idrogeno
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tra farmaco e ciclodestri a seguito dell’inclusione del principio attivo a@lferno del
carrier,in accordo arisultati ottenuti con gli studi di diffrazione deiggi X

Prednisone

1665,04

HPBCD

%T

1665,04

4000,0 3000 2000 1500 1000 500
cm-1

Figura 16: Spettri FTIR di prednisonHPBCD emiscela fisica predniso-HPBCD

Prednisone

16635,04

HPPCD
%T

1665,04

4000,0 3000 20410 1500 1000 500
cm-1

Figura 17: SpettriFTIR di prednison, HPBCD e kneaded prednisott3CD
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Prednisone

1665,04

HPBCD

% T

1665,04

comacinato

40040,0 30040 2(HH0 1300 10040 S04}
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Figura 18: Spettri FTIR di prednisol, HPBCD e comacinato prednisoi#3CD
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Figura 19: Spettri FTIR di prednisol, HPBCD e coevaporato prednisor3CD
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Prednisone

166504

HPECD

coliofilizzate
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Figura 20: Spettri FTIR di prednisone, BED e coliofilizzato predniso-HPBCD

2.3.9 Realizzazione di ms di chitosar-calcio-pectinato contenenti il
complesso prednisor-HPBCD ottenuto con la tecnica dell
liofilizzazione

Basandosi sui risultati ottenuti con cstudi allo stato solido, iiofilizzato prednison-
HPBCD e stato selezionato per essere incapsulato nelledimshitosan-calcio-
pectinato, in virtu della piu forte interazione rfeacc-ciclodestrina che ha mostre
rispetto agli altri sisterr Sono state quindi preparate mspéictina CF020 % (p/v) ,
CaChk 7.9%(p/v), chitosano 0.75 (p/v) caricate con il éfilizzato, in quantita tale
contenere 5 mg di prednisone. L’efficacia di inecdgsione ottenuta per queste m
stata del 38,4 £ 0%, inferiore rispetto a quella osservata per ildpisone not
complessato (61,10% @&,6). Questo pud essere attribuito alla maggiore slitatiel
farmaco quando complessato con ciclodestrina, eéheausa una maggiore perc
durante la fase direparazione delle r. Al fine di ridurre questa perdita di princig
attivo, abbiamo apportato una variazione alla tecnica dipgrazione delle m
riducendo da tre a uno il numero dei lavaggi inuacdRicodo che avevamo introdot
guesta fase di lavaw, per eliminare I'eccesso di ioni calcio che portaad une
inibizione degli enzimi pectinoliticiparagrafo 1.3.9)Questa modifica ha portato
ottenere una maggiore efficacia di incapsulaziqreej a 57,19 + 0.81 ed e stata
sufficiente inoltre ad liminare gli ioni calcio in eccesso, come sara maie!
successivamente (paragr 2.3.10).L’'incapsulazione del prednisone come liofilizz
non ha portato ad una significativa modifica ddil@ensioni delle ms come mostratc
tabella 8.
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Diametro (mm)
ms prednisone
(mediax DS)

Diametro (mm)
ms liofilizzato
(mediax DS)

1,54+0,04

1.50+0.02

Tabella 8 Diametro medio di ms di pectina
CF020 6% (p/v), CaGl7.9% (p/v), chitosano
0.75% (p/v) caricate con prednisone o con il
liofilizzato prednisone-HFCD

2.3.10 Studi di rilascio di prednisone in ambientgastro-intestinale da
ms di chitosano-calcio-pectinato caricate con lidfzzato prednisone-

HPBCD
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Figura 21: Profilo di rilascio di prednisone in ambiente fy@® da ms di pectina CF020 6%
(p/v), CaC} 7.9% (p/v), chitosano 0.75% (p/v) caricate corfillzzato (in azzurro) o

prednisone (in viola)
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Figura 22: Profilo di rilascio di prednisone in ambiente gastitestinale da ms di pectina
CF020 6% (p/v), CaGl7.9% (p/v), chitosano 0.75% (p/v) rivestite cordEagif® caricate con
prednisone (in azzurro) o liofilizzato prednisonBpE@D (in viola)
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Come possiamo notare dalla figura 21, anche perdeali chitosano-calcio-pectinato,
caricate con liofilizzato prednisone—pPD, € stato necessario un rivestimento con
Eudragif’; infatti, con la complessazione, si & ottenuténenemento della solubilita del
principio attivo (anche in conseguenza alla suar@imzazione, come osservato negli
studi allo stato solido), per cui la quantita rdiasa in ambiente gastrico € aumentata
rispetto al farmaco tal quale. Tuttavia, la comgdesone con ciclodestrina, ha portato
ad un piu rapido e totale rilascio di prednisonemiezzo colonico (fig 22), riducendo
I'eccessivo “lag time” osservato per le ms caricaia solo prednisone, con cui hon si
raggiungeva neppure dopo 24 ore il 100% di farnrédasciato. La maggiore velocita di
rilascio ha quindi piu che compensato la minorécaffia di incapsulazione osservata
per il liofilizzato rispetto al farmaco libero.
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Figura 23: Profilo di rilascio di prednisone in ambiente gastitestinale da ms di pectina
CF020 6% (p/v), CaGl7.9% (p/v), chitosano 0.75% (p/v) rivestite cordEagif® caricate con
lioflizzato prednisone-HBCD con (in azzurro) e in assenza (in rosa) di engéutinolitici

In figura 23 e rappresentato il profilo di rilascdi prednisone complessato con
ciclodestrina da ms di chitosano-calcio-pectinaioassenza e in presenza di enzimi
pectinolitici. Possiamo osservare che dopo 7 orpedinanenza delle ms in ambiente
colonico, si é ottenuto un rilascio di prednisored @00%, in presenza di enzimi
pectinolitici, e solo del 55 % in assenza di enziiindi, sebbene sia stato ridotta tre a
uno il numero dei lavaggi durante la preparazioeiedms (al fine di aumentare
I'efficacia di incapsulazione del liofilizzato predone-HBCD), siamo riusciti
ugualmente ad eliminare l'eccesso di ioni calcibe caveva causato inibizione
enzimatica nel caso delle ms di calcio pectinadgcate con teofillina (paragrafo 1.3.9).
Tuttavia, nelle prime 3 ore di permanenza in antkierolonico, non si osserva una
grossa differenza nel profilo di rilascio di presbme in presenza o in assenza di enzimi
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pectinolitici, € come se in questa prima faseilaét enzimatica fosse ridotta. In realta
qguesto ritardo nel rilascio del farmaco pud essgiiegato con la formazione di un
biofilm sulla matrice o alla presenza di sali indgwli della pectina che ostacolano la
diffusione del farmaco dalla matrice erosa [18].

2.3.11 Effetto delle dimensioni delle ms sulla vetda di rilascio di
prednisone in ambiente colonico

Al fine di valutare l'influenza delle dimensioni ltee ms sulla velocita di rilascio di
prednisone nel colon, abbiamo preparato ms di shiito-calcio-pectinato caricate con
prednisone, utilizzando un ago piu piccolo (0,5 mb® ms cosi ottenute avevano un
diametro medio inferiore (0,83 £ 0.04 mm) rispedtquello ottenuto preparando le ms
con ago 0,7 mm (1,50 = 0,02 mm) a parita di congose (pectina CF020 6% (p/v)
CaCh 7,9% (p/v),chitosano 0,75% (p/v)). Su queste ms sono stdtidiatdi rilascio a
livello colonico in presenza di enzimi pectinolifiprevio rivestimento con Eudragit
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Figura 24: Profilo di rilascio di prednisone in ambiente catinda ms di pectina CF020 6%
(p/v), CaC} 7.9% (p/v), chitosano 0.75% (p/v) con diametro imeli 0.83+ 0.04 mm

Come mostrato in figura 24, la velocita di rilasdb prednisone da queste ms piu
piccole & molto piu rapida, infatti dopo soli 45nuii in mezzo colonico si raggiunge
gia il 100% di farmaco rilasciato mentre, nel castle ms con diametro di 1,50 mm
solo un 2%. Questa maggiore velocita di rilascidé fdemaco, al diminuire delle
dimensioni delle ms, puo essere spiegata contd fate un diametro minore comporta,
a parita di volume, una maggiore superficie espalstaezzo di dissoluzione; inoltre piu
breve ¢ il tragitto che il prednisone deve compjeee attraversare i pori della matrice
polimerica e quindi liberarsi nel mezzo colonico.
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2.4 Conclusioni

L’aggiunta di chitosano nella composizione di mgalcio-pectinato ha portato
ad un incremento delle loro proprieta di mucoadesied enhancer e le ha rese
meno igroscopiche e quindi piu stabili se consenmatcondizioni ambiente di
temperatura e pressione.

L’applicazione della strategia multivariata ha aniato che il disegno
sperimentale € uno strumento utile negli studiré-formulazione, infatti € un
mezzo molto efficace e rapido per ricavare unadgauantita di informazioni e
portare all'ottenimento della formulazione ottimaza risparmiando materiale,
tempo e costi.

L’efficacia di incapsulazione di prednisone e thiofa, rispettivamente modelli
di farmaco lipofilo ed idrofilo, &€ stata ottimizzatutilizzando il disegno di
Doehlert, che ha generato, per entrambi i farnracidelli matematici validi e
significativi. Tali modelli hanno permesso di idéctare la migliore
combinazione dei tre costituenti le ms (pectinaClga& chitosano), al fine di
ottenere la piu alta efficacia di incapsulazionempatibilmente con le
caratteristiche morfologiche e dimensionali delke stesse.

Le composizioni risultate migliori sono state Igsenti:

pectina CaChL | chitosano
%(p/v) %(p/v) %(p/v)
teofillina 9 4 3
prednisone 6 7,9 0,75

La corrispondenza tra i valori calcolati e speritabnha dimostrato la validita
dei modelli statistici, generati dall'applicaziodel disegno sperimentale, nel
predire I'efficacia di incapsulazione di entramif@imaci.

Una differente composizione ottimizzata & statavat® per prednisone e
teofillina considerando come risposta da massimezzdefficacia di
incapsulazione. Questo ha suggerito 'importanflriémza delle caratteristiche
idrofile o lipofile del farmaco sulla determinazexella composizione ottimale
delle ms, che dipende sia dall’affinita per la neatrpolimerica che dalla
tendenza ad uscire dalle ms nella fase di crokmtn

Un rivestimento pH dipendente é stato necessanianpgedire un prematuro
rilascio del farmaco nel primo tratto gastrointeste, per diffusione dai pori
della matrice polimerica.

La complessazione con HED ha portato ad amorfizzazione del prednisone ed
ad un forte incremento della sua solubilita. Quéstavuto come conseguenza
una diminuzione dell'efficacia di incapsulaziond fd&@maco ma ha permesso di
ottenere un suo piu rapido e completo rilascio iazno colonico. Grazie
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BN

allaumento della solubilita e stato possibile anobttenere una completa
solubilizzazione del prednisone nella soluzione mhctina, in fase di
preparazione delle ms e quindi, conseguentemergenaygiore uniformita di
contenuto delle ms stesse.

La riduzione da tre ad uno del numero dei lavalggiportato all’ottenimento di
una maggiore efficacia di incapsulazione del preaim¢ in ms caricate con
liofilizzato, permettendo comunque I'eliminazionegdl ioni calcio in eccesso,
che causa inibizione degli enzimi pectinolitici.

Le dimensioni delle ms influenzano fortemente ldoea di rilascio del
farmaco, infatti passando da un diametro medigab inm a 0,83 mm, si ha un
incremento del 98% della quantita di farmaco ri@sc dopo 45 minuti di
permanenza in ambiente colonico. Questo pu0 essriuito sia ad un
aumento della superficie esposta al mezzo di diggmie che ad una
diminuzione del cammino diffusionale delle molecdle farmaco. Quindi, in
base alle esigenze, € possibile modulare la valdgitilascio del farmaco anche
con una opportuna scelta del diametro dell’agazatito per la preparazione
delle ms.
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3 Introduzione Microsfere di Chitosano-Calcio-Alginato

3.1 Introduzione

Lo scopo di questa seconda parte del lavoro detesato la realizzazione di microsfere
(ms) di chitosano-calcio-alginato per il rilascman specifico di celecoxib.

HiC Il celecoxib € un farmaco antinfiammatorio non
steroideo ed é stato il primo inibitore selettivella
ciclossigenasi-2 (COX-2) [1] approvato dalla FDA ne

cr,| 1998. Esso e utilizzato principalmente nel trattaine
N\N/ dell'artrite reumatoide e dell'osteoartrite [2-3B4-
Numerosi studi hanno dimostrato inoltre che la
somministrazione giornaliera di celecoxib riduce
incidenza di tumori al colon in pazienti affettia
poliposi adenomatosa familiare [6-7-8]. Il celedpxviene utilizzato anche per il
trattamento di tumori della pelle [9], del seno][£0del colon [11]. Il vantaggio degli
inibitori selettivi COX-2 rispetto ai tradizionaiarmaci antinfiammatori non steroidei e
la minore gastro-tossicita [12-13-14]. Trials ermpsci hanno dimostrato una
significativa riduzione dell'incidenza di ulcerasasiata all’'utilizzo di inibitori COX 2
rispetto ai tradizionali NSAIDs [15]. Tuttavia, pbié diversi studi clinici hanno messo
in luce l'aumentata incidenza di effetti collatéredrdiovascolari associata alla loro
somministrazione [16], 'EMEA ha posto delle remwni al loro impiego, in
particolare:

H,NO,S

e Tutti i coxib sono controindicati nei pazienti affeda insufficienza cardiaca
congestizia (NYHA 1I-1V), cardiopatia ischemica, latia cerebrovascolare
conclamata.

* | pazienti con fattori di rischio significativi pegventi cardiovascolari (es.:
ipertensione, iperlipidemia, diabete mellito, abihe al fumo) o arteriopatia
periferica devono essere trattati solo dopo attesitsazione.

* La durata del trattamento deve essere la piu bpmssibile e deve essere
utilizzato il dosaggio giornaliero minimo efficace.

E’ importante evidenziare che il targeting colané particolarmente indicato nel caso
dell'artrite reumatoide, patologia soggetta a ritromcadiano [17] con massima
acutizzazione della sintomatologia al mattinoveélii di cortisolo hanno un andamento
circadiano, con un picco alle 6-7 del mattino eminimo tra le 22 e le 2. Nell'artrite
reumatoide il ritmo é alterato e 'ormone aumentiang, tra mezzanotte e le 2; un
anticipo preceduto e forse causato dall'incremeltona citochina pro-inflammatoria,
I'interleuchina 6, (crescita che nelle persone saoe si osserva). Questo si lega al
caratteristico quadro mattutino della malattia, cgidita articolare, dolore e gonfiore.
Gli antinfammatori, quali glucocorticoidi e celegb, sono efficaci contro i sintomi
dell'artrite reumatoide e riducono anche le citoehi pro-inflammatorie quali
I'interleuchina 6. Di recente [18] si € suggeritteda somministrazione al mattino non
sia ottimale perché a quel punto lo stimolo praaimimatorio ha gia esplicato i suoi
effetti nocivi: anche la Lega europea contro i ratismi, ha sottolineato I'importanza
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del “timing” e dei ritmi circadiani, ipotizzando an migliore efficacia della
somministrazione notturna. Assumere di routinearmfco di notte & pero ovviamente
una via poco praticabile.

Sulla base di tali premesse lo scopo di questoréaeostata la realizzazione di un
sistema a rilascio colonico di celecoxib, con uplae obiettivo:

e permettere l'assunzione serale del farmaco, conrilascio ritardato, in
corrispondenza con la necessita terapeutica, magldone I'efficacia nel
trattamento dell'artrite reumatoide, con possibifii ridurne la dose e quindi gli
effetti collaterali.

e massimizzare il targeting colonico, per una applmae locale del celecoxib
come antitumorale.

Inizialmente & stato necessario mettere a puntadeguato metodo di estrazione del
celecoxib dalla specialita commerciale CeleBrexon essendo reperibile il principio
attivo puro. Il prodotto estratto e stato idengfic tramite calorimetria differenziale a
scansione (DSC). Sempre tramite DSC é stato ptessibterminare anche il grado di
purezza del prodotto ottenuto.

Il celecoxib € un farmaco che appartiene alla eldaglel sistema di classificazione
biofarmaceutico [19]; infatti, malgrado la sua alp@rmeabilitd gastrointestinale,
presenta una bassissima solubilita in acquag(Bl); Possedendo un gruppo ammidico
debolmente acido, con una pKa di circa 11, risgltaticamente insolubile a pH
fisiologico. La scarsa solubilita ne causa una égacta dissoluzione nei fluidi gastro-
intestinali e quindi uno scarso e variabile assodrito [20]. La biodisponibilita orale
del celecoxib varia tra il 22 e 40% [21]. Un inceamto della solubilita in acqua del
celecoxib permetterebbe quindi di ottenere un memo della sua efficacia
terapeutica. Molti approcci sono stati tentati l@ scopo: utilizzo di cosolventi come
etanolo, glicerolo e PEG [22], preparazione di isfpni solide tramite la tecnica della
fusione [23], deposizione del farmaco sottoformaatticelle molto fini sulla superficie
di super disgreganti come la croscaramellosa sadmamplessazione con ciclodestrine
[24-25-26-27].

Nel presente studio abbiamo confrontato I'effeftowk diverse ciclodestrine, CD e

il suo derivato idrossipropilato, HED, e della nicotinammide sulla solubilita in acqua
del celecoxib. L'uso della nicotinammide come agerdolubilizzante & stato
ampiamente riportato [28-29-30-31], in virtu andafela sua bassa tossicita e basso
costo. Il meccanismo tramite il quale la nicotinaithendetermina un incremento della
solubilita viene definito solubilizzazione idrotiop, risultato di una “stacking
complexation” [32]. La “driving force per quest@ai di processo € spesso passiva, in
altre parole il farmaco e I'agente complessantegbiero non avere un’affinita diretta
ma interagire per minimizzare la superficie di espione al’ambiente acquoso. L'idea
che la nicotinammide possa agire tramite questccamsmo e stata proposta da molti
autori [33-34-35-36].
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Studi di solubilita di fase hanno permesso di seteme trafCD, HRCD e
nicotinammide il carrier che permetteva di ottendranaggiore incremento della
solubilita del principio attivo, che é risultatcsese la HBCD.

Al fine di ottenere un complesso celecoxibf® allo stato solido sono state utilizzate
tecniche quali la comacinazione (com), lo kneadkmgl), la coevaporazione (coev) e la
coliofilizzazione (coliof), preparando sistemi faaoo-carrier in rapporto 1:1 molare in
accordo ai risultati ottenuti dagli studi di soliithi di fase. | sistemi binari ottenuti sono
stati caratterizzati allo stato solido tramite DSi@frazione dei raggi X e spettroscopia
infrarossa in trasformata di Fourier (FTIR). Dai tsludi € emerso che solo con la
coliofilizzazione si ottiene la completa amorfizea®e del celecoxib, tuttavia dati gli
elevati costi nella realizzazione e la resa moéissla non € stata scelta come tecnica di
preparazione del complesso. La comacinazione @dading invece sono risultate due

tecniche di preparazione efficaci e di facile readizione.

E’ stato anche valutato l'effetto dell’aggiuntasisétema binario celecoxib-BED, di
un polimero idrofilo al 10% p/p, secondo quantogargo da alcuni autori [37]. Lo
scopo dell'aggiunta di questo terzo componentat® sjuello di ottenere un ulteriore
incremento della solubilita al fine di:

* massimizzare la velocita di dissoluzione e quindi Hiodisponibilita del
celecoxib.

- facilitare la sua solubilizzazione nella soluziowk alginato durante la
preparazione delle ms e quindi ottenere una susopiagenea distribuzione
nelle stesse.

* migliorare le caratteristiche morfologiche del celeb, che presenta di per sé
una struttura aghiforme poco scorrevole [38].

A tal fine sono stati testati tre polimeri idrofilgquali polivinilpirrolidone (PVP),
polietilenglicole (PEG) e idrossipropilmetilcellsa (HPMC). L'analisi allo stato solido
di tali sistemi (DSC, diffrazione dei raggi X, FT)IRa messo in evidenza una totale
amorfizzazione del celecoxib solo nel sistema t@neomacinato celecoxib-HED-
PVP. Test di velocita di dissoluzione condotti & & in tampone fosfato a pH 7,4,
hanno dimostrato che I'amorfizzazione totale defm@co nel sistema ternario
comacinato, osservata con gli studi allo statodsolsi traduceva effettivamente in un
notevole incremento della sua velocita di dissainginon solo rispetto al celecoxib tal
quale ma anche al sistema binario celecoxil$EP. Quindi il comacinato ternario e
stato selezionato come sistema da introdurre metledi chitosano-calcio-alginato che
abbiamo successivamente realizzato.

Tra le possibili strategie a disposizione per aterun rilascio colon specifico € stato
scelto un sistema sia pH che microflora dipenddnt@articolare sono state realizzate
ms di chitosano-calcio-alginato resistenti a pHtmas, sensibili alla microflora del
colon e solubili al suo pH. Gli alginati sono uraniglia di polisaccaridi ricavati da
varie specie di alghe brune o Phaeophyceae, aéa#tt da un ampio range di
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composizione chimica, peso molecolare e proprietaibnali. Il principale vantaggio
nell'utilizzo di polisaccaridi come veicoli per itilascio dei farmaci e la loro
biodegradabilita in vivo.

Chimicamente gli alginati sono copolimeri linearomn ramificati di acidop-D-
mannuronico (M) e del suo C-5 epimero acigh-guluronico (G), legati da legami
o-1,4.

COO”
OH

CO0
HO OH OH OH

OH OH
M G

Figura 1: Struttura dell’acid@-D-mannuronico (M) e-L-guluronico (G)

Gli alginati non sono copolimeri “Random” ma, a@eda della specie di alghe da cui
provengono (tab 1), consistono di blocchi omopotioie(blocchi M, composti
esclusivamente da residui di acido mannuronicdpechi G, composti esclusivamente
da residui di acido guluronico) variamente intemtialda blocchi eteropolimerici
(-MGMGMG-), ciascuno dei quali ha differente comf@zione e comportamento.

Specie di alga % di catenal % dicatena | % di catena
-M-M-M-M -G-G-G-G- -M-G-M-G-
Macrocystis pyrifera 40,6 17,7 41,7
Ascophyllum nodosum 38,4 20,7 41,0
Laminaria digitata 12,7 60,5 26,8

negli alginati provenienti da alcuni tipi di algheune officinali

Nei blocchi -M-M-M-M- i residui di acido mannuroracsono legati da leganfi(1,4)-
glicosidici diequatoriali stabilizzati da legami adrogeno tra I'OH dell'atomo di
carbonio in posizione 3 e I'atomo di ossigeno dekllo in quinta posizione del residuo
adiacente.

00C_  on
%0%0 HO oW
HO g
1 4 OH
-00C
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La struttura risultante dei blocchi di acido polmmaronico € un’elica sinistrorsa
stabilizzata da questi deboli legami a idrogeno.

Nei blocchi -G-G-G-G- i residui di acido guluronismno legati da legami-(1,4)-
glicosidici diassiali e la struttura e stabilizzaka legami a idrogeno tra I'ossigeno del
gruppo carbossilico e 'OH del carbonio 2 nel rasideguente.

-00C OH
1'1%0 OJJ‘P
OH
/ o)
Q |
o) OH
on ! *-00C

I blocchi di acido poliguluronico formano strettdicke stabilizzate da legami a
idrogeno.

La conformazione dei blocchi di acido

polimannuronico sara lineare distesa mentre quella

dell'acido poliguluronico sara lineare piu contaatt

A questa differenza € dovuta la capacita dei cation

l - bivalenti come CZ di fare gelificare le molecole di
alginato solo in corrispondenza dei blocchi

"oooololoooo

HO "C¥s0™~0

. d J° kA o -GGGGGG-; i cationi si legano a questo blocco
" 0%g perché vengono chelati dai gruppi carbossilici di

ca®9) ©f . . .
due catene adiacenti; questo determina un

HO . . ..
P—7 ... cambiamento conformazionale che da’ origine ad

o] OH

una struttura rigida tridimensionale definita “egg
0 ” . .. w .
: oH box”. Questo processo viene definito “ionotropic
14-g-L-Guluronic acid ax - ax . ” .
gelation” e porta alla formazione delle ms.

Il principale svantaggio dei sistemi puramente ppeddenti &€ dovuto alla variabilita
intra- ed inter-individuale del pH del tratto gasimtestinale.

Per ottenere un rilascio di celecoxib piu riprodilel potenziare il targeting colonico e
migliorare l'efficacia di incapsulazione, in assa@one al calcio alginato e stato usato il
chitosano. Tale polimero aveva infatti dimostrato dua capacita di potenziare le
proprieta mucoadesive ed enhancer delle ms diczplttinato (vedi capitolo 2).
Inoltre, essendo il chitosano carico positivameptso da origine ad una interazione
ionica con l'alginato, conferendo maggiore rigidiiéa parete delle ms ed ostacolando
cosi un rilascio prematuro del farmaco. Una vdiggiunto il colon, il chitosano viene
degradato dalla microflora batterica [39] e le migiano a rigonfiare in quanto, per uno
scambio tra ioni calcio legati alle sequenze dirpahnuronato e ioni sodio, presenti in
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loco, si ha un rilassamento delle catene seguitendaptake di acqua. Successivamente
anche gli ioni calcio legati ai gruppi carbossilii@lle unita di poliguluronato iniziano a
scambiarsi con gli ioni sodio, portando alla contgplgisintegrazione delle ms [40].

Visti gli ottimi risultati ottenuti nel precedenttudio mediante I'impiego del disegno
sperimentale per [l'ottimizzazione dell'efficacia dncapsulazione di teofillina e
prednisone in ms di chitosano-calcio-pectinato,ahb ritenuto opportuno utilizzare il
disegno di Doehlert anche per lo sviluppo dellednshitosano-calcio-alginato caricate
con il complesso celecoxib-BED-PVP. Come variabili sono state scelte il tempo d
cross linking (TCL) e le concentrazioni percentyplv) delle soluzioni di alginato di
sodio, CaCl e chitosano utilizzate nella preparazione delle @@me risposte sono
state considerate sia I'efficacia di incapsulaziohe la percentuale di farmaco rilasciata
dopo 4 ore in tampone fosfato a pH 7.4 a 37 °C,mndo da ottimizzarle
contemporaneamente. Poiché i risultati del disegpeyimentale hanno indicato che la
variazione dei fattori aveva effetti opposti sullieie risposte, € stata necessaria
I'applicazione della funzione di desiderabilita gewvare il miglior compromesso al
fine di ottenere la loro simultanea ottimizzazione.
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3.2 Materiali e Metodi

3.2.1 Materiali

Prodotto

Ditta produttrice

Acido acetico glaciale

Riedel deHaén

Acido cloridrico 37%

Riedel deHaén

Alginato di sod.io Yiscosita 29-40 cP,1 % inAIdrich
acqua; 40,6% di acido guluronico

Calcio cloruro Fluka
CelebreX Cps da 200 mg Pfizer
CDs0OD % D 99,9 Aldrich
Chitosa_no a ba§so _peso molecolare (150 k[ a&l drich
grado di deacetilazione = 75-85%
B-ciclodestrina§CD) PM = 1135 Roquette
DO % D 99,9 Aldrich
o o= TPED) DS cavas
Idrossipropilmetilcellulosa (HPMC) Sigma
Glicina>99% Aldrich
Metanolo> 99,9% Fluka
Nicotinammide Sigma-Aldrich
Polietilenglicole (PEG) 4000 Merck
Polivinilpirrolidone (PVP) PM = 40000 Da Fluka
Potassio bromuro per IR Sigma
Potassio fosfato monobasico Fluka
Sodio cloruro Fluka
Sodio dodecil solfato (SDS) Fluka
Sodio fosfato bibasico Fluka
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3.2.2 Metodi

3.2.2.1 Estrazione del celecoxib

In una beuta contenente 100 ml di metanolo é stggiunto il contenuto di 20 capsule
di celebreX (circa 5,3 g di polvere). La beuta & stata laaciitto agitazione per 15

minuti, dopodiché la sospensione ottenuta e sititatd in un pallone ed il solvente,

contenente celecoxib in soluzione piu eventualipéesti solubili in metanolo, é stato

rimosso con rotavapor (Buchi R-200/R-205). Al padoe stata poi aggiunta acqua
deionizzata e la sospensione ottenuta é statatéiltll precipitato rimasto sulla carta da
filtro, dopo un secondo lavaggio, € stato risospgasacqua e lasciato tutta la notte in
agitazione in modo da far passare in soluzionepkirezza di lattosio. Il celecoxib e

stato quindi recuperato nuovamente per filtrazi@asejutto in stufa a 40 °C per 24 ore e
macinato con molino a palle (Retsch MM 200) pern@@uti a 24 Hertz. La polvere

ottenuta é stata poi setacciata con Analisettes@Retper 10 minuti con ampiezza di
vibrazione di 70 rpm, in modo da selezionare unlagwe con granulometria compresa
tra 0,25 e 0,21 mm.

3.2.2.2 Studi di solubilita di fase

Gli studi di solubilita di fase sono stati condattjgiungendo un eccesso di celecoxib in
beute contenenti 10 ml di acqua deionizzata 0 @i soluzione acquosa a varia
concentrazione di carrier (da 5 a 13 mM pepdd e HPBCD e da 5 mM a 1,06 M per
la nicotinammide). Le beute sono state immersenitbagno termostatizzato a 25 °C e
mantenute sotto continua agitazione attraversoratieomagnetiche. Ad intervalli di
tempo sono stati fatti prelievi utilizzando sirimgmunite di setto filtrante (0,45m) e
sulle soluzioni limpide é stato effettuato il dogagdel celecoxib tramite HPLC. Questa
operazione é stata ripetuta fino a raggiungimeeibeduilibrio, cioé fino a quando la
concentrazione di farmaco in soluzione é rimastare. Ogni prova e stata effettuata
in triplo e i risultati sono stati espressi comediag¢ deviazione standard. La costante di

stabilita dei complessi e stata calcolata neldréitieare dei diagrammi di solubilita
applicando la formula:

pendenza

K = -
stab ™ intercetta * (1 — pendenza)

3.2.2.3 Dosaggio HPLC del celecoxib

L’analisi del celecoxib nei vari campioni é statfe#tuata con un sistema HPLC Merck
Hitachi (Elite La Chrome) dotato di una pompa L @E3di un detector UV L-2400 con
selezionata. = 250 nm. Come colonna e stata impiegata una SogiE™ C18 in fase
inversa (5um, 4 mm x 250 mm). L’analisi € stata condotta a°€5in isocratica,
utilizzando come fase mobile una miscela metanotua 70:30 v/v con flusso di 0,9

ml/min, volume di iniezione di 2Ql. In queste condizioni il tempo di ritenzione del
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farmaco e risultato di 6,9 minuti. Di seguito eorfata I'equazione della curva standard
ottenuta come media di tre curve realizzate igimeni consecutivi:

y = 266472X + 11436 R? = 10,9992

con valori di LOQ e LOD rispettivamente di 0,24/ml e 0,06ug/ml.

3.2.2.4 Preparazione dei sistemi binari celecoxibfCD e ternari
celecoxib-HRCD- polimero idrofilo allo stato solido

Tutti i sistemi sono stati preparati con un rappdarmaco:ciclodestrina 1:1 molare in
accordo ai risultati ottenuti dagli studi di solithi di fase, utilizzando le tecniche della
semplice miscelazione, della comacinazione, defleakling, della coevaporazione e
della coliofilizzazione.

Miscela Fisica

La miscela fisica e stata preparata mescolanda imartaio le polveri, preventivamente
setacciate, di celecoxib e B@D seguendo il metodo delle diluizioni geometriche.

Comacinato

E’ stato preparato macinando la miscela fisicannrmicro-mulino a palle (Retsch MM
200) per 30 minuti a 27 Hertz.

Coevaporato

Per I'ottenimento del coevaporato inizialmenteaaspreparata una soluzione acquosa
di ciclodestrina ed una soluzione metanolica die@®kib, utilizzando la minima
guantita di solvente possibile; dopodiché le ddazoni sono state miscelate insieme,
il solvente e stato allontanato con rotavapomeabotto posto in essiccatore.

Coliofilizzato

La sua preparazione e risultata difficile ed e bagto ad una bassa resa di prodotto
data la scarsa solubilita in acqua del celecoxiizidimente e stata preparata una
soluzione acquosa della BED, cui e stato addizionato, lentamente e sotttazigine,

un eccesso di farmaco. Per favorire la solubiliczaz del celecoxib e stata aggiunta
una minima quantita di solvente organico. Dopo @4la sospensione e stata filtrata ed
e stata determinata la concentrazione di princigitivo in soluzione, per poter
determinare la resa. Il filtrato & stato poi coagele liofilizzato tramite 'uso di un

liofilizzatore Lyovac GT2 (Leybold-Haeraeus).
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Kneaded

Lo kneaded é stato ottenuto umettando la misceieaficelecoxib-HPCD con alcune
gocce di una miscela etanolo:acqua 50:50 v/v, eagtgmdo poi fino a completa
evaporazione del solvente. Il prodotto ottenuto,cdnsistenza pastosa, € stato poi
essiccato in stufa a 50 °C.

| sistemi ternari comacinato e kneaded sono stapgrati con lo stesso metodo
utilizzato per ottenere i rispettivi sistemi binadon l'unica differenza che é stato
aggiunto il polimero idrofilo (PVP K 30, HPMC o PE4®00) al 10 % p/p durante la
preparazione della miscela fisica.

3.2.2.5 Metodi di analisi allo stato solido dei dismi binari celecoxib-
HPBCD e ternari celecoxib-HRBCD-polimero idrofilo

Calorimetria Differenziale a Scansione (DSC)

L’analisi termica é stata condotta con uno strumémettler TA4000 dotato di una cella
DSC 25. | campioni, pesati con una bilancia amaitViettler M3 (5-10 mg), sono stati
posti in crogioli di alluminio sigillati e prevemtimente perforati per permettere
I'eventuale fuoriuscita di gas durante I'analisiicBessivamente sono stati sottoposti ad
un aumento programmato della temperatura ad uraitéeldi 10 °C al minuto in un
range di temperatura da 30 a 300 °C sotto ariecatat

Diffrazione dei ragqi X

| diffrattogrammi dei vari campioni sono stati oftei utilizzando un diffrattometro per
polveri Philips PW 1130 con una velocita di scansidi 1°/min in un range compreso
tra 5° e 50° 3.

Spettroscopia FTIR

Gli spettri FTIR sono stati realizzati con uno $mdotometro PerkinElmer 1600
(risoluzione 4 crit) tra 4000 e 400 cth Il campione & stato macinato e quindi aggiunto
al KBr anidro (da 10 a 100 volte il suo peso) innnortaio di agata ed infine compresso
sottovuoto con una pressa idraulica, fino ad oteenea pastiglia omogenea.

3.2.2.6 Studi di velocita di dissoluzione

Gli studi di dissoluzione sono stati condotti setmr-U utilizzando uno strumento
Sotax AT7 con il metodo dell’agitatore a palett@a;velocita di rotazione delle pale é
stata fissata a 100 rpm. | campioni, contenenti @ mg di celecoxib, sono stati
introdotti in vessels in cui erano presenti 900 dal mezzo di dissoluzione ovvero
tampone fosfato a pH 7,4 e sodio dodecil solfat@ % p/v) al fine di garantire il

mantenimento delle sink conditions durante il @istlissoluzione, come spiegato piu
dettagliatamente nel paragrafo 3.3.5 (infatti ires@nza di tensioattivo in questa
percentuale si ottiene un valore di solubilita dellecoxib in tampone fosfato di 112,5
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ug/ml). | vessels sono stati mantenuti ad una teatpex costante di 37 £ 0,5°C per
tutta la durata della prova, per riprodurre la terapura corporea. A prestabiliti
intervalli di tempo dall'inizio del test sono std#tti prelievi di 1 ml del mezzo di
dissoluzione. In ogni aliquota prelevata e statéerd@nata, previa filtrazione, la
concentrazione di celecoxib tramite HPLC. Dopo aiasprelievo € stato aggiunto 1 ml
di solvente fresco, quindi la concentrazione riteela ogni aliquota, eccetto la prima, e
stata incrementata di un valore correttivo cheetieonto di tale diluizione. Ogni prova e
stata effettuata in triplo e ciascun valore ripartappresenta la media di 3 misure.

3.2.2.7 Preparazione dei tamponi
Tutti i tamponi sono stati preparati secondo ledagioni riportate in FU.

Tampone gastrico pH 1,1

0,5 g di NaCl e 0,5 g di glicina sono stati soligziti in 80 ml di HCI 1N e portati ad 1
litro con acqua deionizzata.

Tampone fosfato pH 6,8

A 51 ml di una soluzione (27,2 g/l) di potassioféds monobasico sono stati aggiunti
49 ml di una soluzione (71,6 g/l) di sodio fosfatbasico.
Tampone fosfato pH 7,4

19,2 g di NaHPO*12 H,0 e 1,8 g di KHPO, sono stati solubilizzati in acqua
deionizzata e la soluzione portata ad 1 litro.

3.2.2.8 Spettroscopia NMR

Gli esperimenttH NMR sono stati eseguiti a 400 MHz usando unotspeetro Bruker
Avance 400 a 298 °K. | campioni analizzati sondistalubilizzati in una miscela
CD30OD:D,0O 50:50 (v/v).

3.2.2.9 Disegno sperimentale

Le caratteristiche del disegno sperimentale sottagl&tamente riportate nel paragrafo
3.3.5. In breve, €& stato applicato un disegno is@ertale di Doehlert con 23
esperimenti incluse le repliche al centro. Al fideeridurre gli errori sistematici gli
esperimenti sono stati eseguiti in ordine randoatzzE’ stata valutata I'influenza di 4
fattori (% p/v di alginato, Cag|l chitosano (CSL) e tempo di cross linking (TCL)) s
due risposte, efficacia di incapsulazione (EE%pezcentuale di farmaco rilasciata dopo
4 ore in mezzo colonico (pH = 7,4). Il dominio dpegntale delle variabili indipendenti,
scelto sulla base di fattori tecnologici € statellpudi seguito riportato:

alginato di sodio 3-5 % (p/v)

CaCb 7-12 (p/v)
CSL 0-4 (p/v)
TCL 5-30 (min)
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Per la generazione e la valutazione statisticalidelgno sperimentale e stato utilizzato
il software NEMRODW.

3.2.2.10 Metodo di preparazione delle microsfere

Quantita pesate di alginato di sodio sono stateibfiddlzate in 10 ml di acqua
deionizzata cui, successivamente, sono stati aggadhmg di celecoxib [41] come
sistema ternario con HED e PVP; 5 ml di chitosano, preventivamente diszia
differenti concentrazioni in acido acetico glaciales%, sono stati aggiunti in 30 ml di
una soluzione acquosa di Cadli varia concentrazione. La soluzione di algindio
sodio (5 ml) é stata sgocciolata, utilizzando uo agn diametro di 0,9 mm, nella
soluzione contenente chitosano e GaGénuta sotto agitazione a 300 rpm e a
temperatura ambiente. Le microsfere formate soate sasciate nella soluzione cross
linkante per un tempo determinato, definito tempo adoss linking (TCL).
Successivamente sono state lavate con 50 ml deadejonizzata, filtrate e lasciate in
stufa ad essiccare per 24 h a 40 °C. Il TCL e kegrauali (p/v) di alginato, Cagk
CSL, usate nella preparazione delle microsfere,osstate definite dal piano
sperimentale generato dall'applicazione del disegjridoehlert.

3.2.2.11 Determinazione dell'efficacia di incapsuaone

Le microsfere (ms) appena preparate, non ancoiecass sono state pesate e ne e stata
prelevata esattamente un’aliquota, corrispondeteca meta del peso totale. Su questa
porzione € stata determinata la quantita di farmacapsulata: le ms ancora umide
sono state frantumate in mortaio, trasferite in beata contenente 100 ml di metanolo
e lasciate sotto agitazione per una notte. La ¢@adt celecoxib contenuta é stata
determinata tramite analisi HPLC, dopo filtraziomella soluzione metanolica.
Conoscendo il peso complessivo delle microsferstago quindi possibile ricavare la
guantita totale di farmaco incapsulata nell'intdodto e determinare I'efficacia di
incapsulazione del celecoxib tramite la seguentadda:

g * 100

Qt
doveQi rappresenta la quantita di farmaco incapsulaa la quantita di farmaco totale
utilizzata per la preparazione delle microsfere.

3.2.2.12 Test di rilascio del celecoxib da microstdi chitosano-calcio-
alginato

Per effettuare il test di rilascio del celecoxilpdal ore di permanenza delle microsfere
in ambiente colonico, é stata utilizzata una quamesata di microsfere, corrispondente
a circa la meta del peso totale di ciascun lottéedt di rilascio e stato condotto con
I'utilizzo dello strumento Sotax AT7 con il metodiell’agitatore a paletta. Tale
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strumento, essendo dotato di 7 vessels, ha perndesdfettuare contemporaneamente
il test su piu campioni, consentendo una maggi@educibilita dei risultati e un
notevole guadagno di tempo. Le microsfere provendsi vari lotti sono state poste
nei vessels, cui sono stati aggiunti successivaen®®® ml di mezzo di dissoluzione. |
vessels sono stati mantenuti ad una temperatutantesdi 37 + 0,5°C per tutta la
durata della prova e la velocita di rotazione dgiide e stata fissata a 100 rpm. |
campioni sono stati lasciati 2 ore in ambiente rgasi{pH = 1,1), 2 ore apH =6,8 e 4
ore in ambiente colonico a pH 7,4 per simulareddazione di pH presente a livello
gastrointestinale, sempre in presenza di sodiodlosi@fato (1,7 % p/v ) per garantire
il mantenimento delle sink conditions. Dopo 4 orpekrmanenza in ambiente colonico
e stata prelevata un’aliquota del mezzo di dissohez da ciascun vessel e ne é stata
determinata, previa filtrazione, la concentraziahecelecoxib, tramite analisi HPLC.
Conoscendo la quantita totale di farmaco presestle microsfere (vedi paragrafo
3.2.2.11) é stato possibile calcolare la % di ppiecattivo rilasciata da ciascun lotto
dopo 4 ore di permanenza in ambiente colonico.

3.2.2.13 Calcolo della resa e delle dimensioni d=inicrosfere

Dopo la preparazione e I'essiccamento delle mieraesfne é stata calcolata la resa,
come rapporto percentuale tra il peso secco edatia totale di eccipienti e di farmaco
utilizzati per il loro ottenimento. Per la determmione delle dimensioni delle
microsfere, & stato misurato il diametro di 10 wsfere di ciascun lotto, utilizzando un
calibro, ed e stato poi calcolato un valore medio.

3.2.2.14 Analisi morfologica delle microsfere

L’analisi morfologica delle microsfere e stata estgutilizzando uno strumento ESEM
(Environmental Scanning Electron Microscope) Qu&@ FEI con risoluzione di 0,3
nm a 30 kV. La modalita ESEM non ha richiesto altnattamento del campione ed é
stato anche possibile effettuare una microanahsnite uno spettrometro EDS (Energy
Dispersive Spectrometry), che rivela il segnalelidelgttroni caratteristici. Il risultato
viene trasferito su grafici in cui viene riportagoll'asse orizzontale il livello di energia
dei raggi X, caratteristico di ogni elemento, el’aste verticale il numero di conte,
ovvero di raggi X giunti allo spettrometro per odivello di energia. L'altezza e
ampiezza dei picchi danno un’informazione qualtatsulla presenza nel campione di
un determinato elemento.
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3.3 Risultati e discussione

3.3.1 Estrazione di celecoxib da Celebr&x

Come ampiamente spiegato nel capitolo materialeted I'estrazione del celecoxib e
stata messa a punto sfruttando la sua alta saéulrilimetanolo e la sua scarsa solubilita
in acqua. Tramite DSC é stato possibile identiBaaprodotto estratto (confrontando il
suo punto di fusione con quello riportato in ledtara [25-27]) e determinarne il grado
di purezza utilizzando I'EIA (Eutectic Impurity Alygis); questo metodo si basa sulla
formazione di un eutettico tra farmaco ed impureakaui contenuto pud essere
guantificato in base all’abbassamento del puntdudione rispetto al farmaco puro,
secondo la legge di Van't Hoff :

To-Tm= RTo>*X o/ AH;

Dove Tp e Ty, sono rispettivamente la temperatura di fusionepdetiotto puro e del
prodotto contenente impurezzes la sua entalpia di fusione,Xa frazione molare di
impurezza ed R la costante dei gas. Allaumentai&a gpercentuale di impurezza si
osserva una graduale diminuzione della temperatufasione del campione ed una
progressiva scodatura del picco. Il vantaggio B&N' sta nel fatto che non c’é necessita
di avere un prodotto puro come standard di rifentoe ma T viene calcolato
direttamente dal software dello strumento tramitépurity program”. Inizialmente
abbiamo ottenuto un grado di purezza del celecesitatto del 92%; successivamente,
con lintroduzione di una ulteriore e piu prolungdtase di lavaggio in acqua, siamo
riusciti ad eliminare completamente I'impurezza @¢losio e ad ottenere un prodotto
con picco di fusione piu stretto ed grado di puaeperiore, pari al 98% (Figura 2).

e

Purity  98.232 +/- 0.261 mol%
T Fusion 162.22 °C

Purity 92.125 +/- 47.831e-03 mol %
T Fusion 162.39

250 °C
v T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 min

Figura 2: Termogrammi del celecoxib a piu alto (in ros@) @iu basso (in blu) grado di purezza
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3.3.2 Caratterizzazione dei sistemi binari celecaxicarrier idrofilo

3.3.2.1 Studi di solubilita di fase

Come si puo osservare nelle tabelle 2-3-4, la aun&azone di celecoxib in soluzione
ha raggiunto I'equilibrio gia dopo 24 ore con tudtitre i carriers. L'utilizzo della
nicotinammide, anche ad alte concentrazioni (81®@&4 mM), non ha portato ad un
incremento significativo della solubilita del farowa(fig 3-4) mentre, con entrambe le
ciclodestrine, si € osservato un maggior incremeletta solubilita del principio attivo
in funzione della loro concentrazione in soluziomeparticolare con la HFCD si e
ottenuto un diagramma di solubilita di fase di thhomentre con I@Cd di tipo B[42],
indicativi rispettivamentedella formazione di un complesso solubile farmaco-
ciclodestrina (di stechiometria 1.1 mol/mol) e di complesso poco solubile. Come e
possibile osservare nelle figure 3 e 4 [afBP ha portato ad un maggiore incremento
della solubilitd del farmaco rispetto alCD; inoltre la costante di stabilita del
complesso celecoxib-HED & risultata piu alta (& = 1572 MY) rispetto a quella
ottenuta corBCD (K11 = 458 MY); alla luce di questi risultati abbiamo seleziankt
HPBCD come miglior carrier per complessare il celeboxdd aumentare la sua
solubilita.

24 h 48 h
BCD conc. celecoxib (mM)| conc. celecoxilfmM)
conc. (mM) (media £ DS) (media £ DS)
0 7,33E-03 + 5,69E-04 7,01E-03 + 6,24E-04
S 2,78E-02 + 3,39E-03 2,84E-02 + 6,75E-04
7 3,07E-02 + 5,46E-03 3,52E-02 + 1,61E-03
10 4,24E-02 + 1,94E-03 4,39E-02 + 5,14E-04
13 4,20E-02 + 8,27E-04 4,40E-02 + 1,84E-08

Tabella 2 Studi di solubilita di fase di celecoxib in praga di concentrazioni crescentiffiD

24 h 48 h
HPBCD conc. celecoxib (mM)| conc. prednisonémM)
conc. (mM) (media £ DS) (media £ DS)
0 6,29E-03 + 1,30E-03 6,05E-03 + 9,96E-04
S 4,72E-02 + 1,16E-03 4,37E-02 + 5,38E-04
7 5,40E-02 + 4,91E-03 5,82E-02 + 5,86E-03
10 7,59E-02 + 6,74E-03 8,08-02 + 2,87E-03
13 1,00E-01 + 2,75E-03 1,08E-01 + 1,51E-0p

Tabella 3 Studi di solubilita di fase di celecoxib in praga di concentrazioni crescenti di

HPBCD
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24 h 48 t
nicotinammid: | conc. celecoxib (mM)| conc.celecoxib(mM)
conc.(mM) (media = DS) (media - DS)
0 5,10E-03 + 2,83E-04 5,05E-034t9FE-04
5 7,45E-03 + 2,12E-04 7, 40E-03248%E-04
7 8,40E-03 + 1,41E-04 8,50E-0348°E-04
10 9,75E-03 + 7,07E-05 1,03E-@21,(6E-03
13 1,13E-02 + 1,77E-03 1,20E-G21 41E-03
818 1,22E-02 + 1,63E-03 1,23@2 + 1,381-03
1064 1,25E-02 + 1,49E-03 1,27@2 + 1,6(-03

Tabella 4 Studi di solubilitd di fase ccelecoxibin presenza di concentrazioni crescent
nicotinammide

1,20E-01
é 1,00E-01
2 8,00E-02
5
& 6,00E-02 ——HPBCD
o]
(&)
G 4O00E-02 ——3CD
C - - -
8 2,00E-02 —e—nicotinammid:
0,00E+00 - -
0 5 10 15
conc. carrier (mM)

Figura 3: Diagrammi di solubilita di fase dcelecoxibin presenza di3CD, HPBCD e
nicotinammide

0,12

=pCD Figura 4: concentrazione
m HPRCD di celecoxib in soluzionin
presenza di RCD, HCD e
nicotinammide 13 ml

0,1

0,08

H nicotinammide
0,06

celecoxib
0,04

conc. celecoxib (mM)
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Al fine di ottenere un complesso celecoxib® allo stato solido sono state utilizzate
tecniche quali la comacinazione, lo kneading, leaveporazione e la coliofilizzazione,
preparando sistemi farmaco-carrier in rapportoriolare in accordo ai risultati ottenuti
con gli studi di solubilita di fase. Tali sistemnhri sono stati caratterizzati sia allo stato
solido, tramite analisi DSC, diffrazione dei raggie FTIR, che in soluzione tramite
spettroscopidH NMR.

3.3.2.2 Caratterizzazione allo stato solido dei $e&ami binari - HPBCD

In figura 5 sono mostrate le curve termiche dei ponenti puri e dei vari sistemi binari
farmaco-HPBCD mentre in tabella 5 sono riportate le tempeeatdr fusione del
celecoxib da solo e nei vari sistemi binari, conrddativa variazione di entalpia
associata. Il celecoxib presenta un picco di fusi@ri61,38 °C stretto ed intenso, tipico
di un prodotto cristallino, a cui € associatoAl di fusione di -88,98 J/g. La HED
presenta una larga banda di disidratazione sedaitana esoterma di decomposizione
ad un temperatura di circa 250 °C. Nella miscaedi farmaco-ciclodestrina non si ha
alcuno spostamento del picco di fusione del celdcoma solo una riduzione di
intensita dovuta alla presenza del carrier amdofgtesso dicasi per il coevaporato. Nel
comacinato invece il picco di fusione del farmacemosta da 161,38 °C a 154,75 °C
con notevole riduzione di intensita fino a quadal® scomparsa indice di elevata
amorfizzazione del principio attivo. Anche con loeladed si osserva una intensa
interazione tra farmaco e carrier ma inferiore allquosservata con il comacinato. Solo
con il coliofilizzato si & ottenuta la totale scaanga dell’endoterma di fusione del
celecoxib, che indica completa amorfizzazione delgpio attivo ma non assicura la
formazione del complesso allo stato solido, cheedessere verificata confrontando
anche altre tecniche di analisi quali FTIR e difome dei raggi X.

Campione Punto di fusione (°C) AH J/g
Celecoxib 161,38 -88,98
Miscela fisica 160,94 -56,38

Coevaporato 160,17 -13,5
Kneaded 157,92 -12,5

comacinato 154,75 -10,5

coliofilizzato - -

Tabella 5: Punto di fusione ed entalpia di fusione di celebgxiiro e nei vari sistemi binari
farmaco-HBCD
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Coliof.
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Figura 5: Termogrammi di celecoxib, HED, e sistemi binari celecox-HPBCD ottenuti
mediante miscela fisic@Mf), kneading (Knd), comacinazione (Cqnapevaporazior (Coev) e
coliofilizzazione (Coliof).

Il picco endotermica@he possiamo osservare a temperature superiodi0ai@ in tutti i
sistem binari, ad eccezione del liofilizzato, &€ da dttiirsi ad un prodotto di interaziol
tra celecoxib e HBCD che si forma ad alte temperature, in quantoe presente nei
termogrammi dei componenti pt

In figura 6€& mostrato come in assenza di ciclodestrina naiblsia modifica del picc
di fusione del farma(, sebbene sottoposto a macinazione e a kneading.td
conferma che non € la tecnica di preparazione npaidsenza della H3CD a causare
riduzione e spostaento dell’endoterma di fusione del celeca
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Celecoxib com
exc Punto di fusione: 161.07 °C
AH -80.44 J/g

T T

Celecoxib knd
Punto di fusione 160.70 °C
AH 79.14 J/g

50 100 150 200 250 °C

Figura 6: Termogrammi di celecoxib sottoposto a macinazien&neading in assenza
HPBCD

—celecoxil
—HPBCD
L IV o —mf
——cCoe\
—knd
—corn
——coliof

20

Figura 7: Spettri di diffrazione dei raggi X ccelecoxib, HBCD, e sistemi binarcelecoxib-
HPBCD ottenuti mediante miscela fisica (Mf), kneadifignd), comacinazione (Corr
coevaporazione (Coev) e coliofilizzazione (Col.

Gli studi di diffrazione dei raggi X hanno conferim@ostanzialmente i risultati otten
con l'analisi DSC. Cme si puo osservare in figu7, il diffrattogramma del celecoxi
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presenta molti picchi definiti ed intensi, caratgci di un composto cristallino, mentre
la HPBCD ha uno spettro caratterizzato da bande moltgatk, indice di una struttura
amorfa. Nei vari sistemi binari il grado di amor@zione del celecoxib cresce
gradualmente passando dalla semplice miscela figsicacoevaporato, kneaded,
comacinato fino al coliofilizzato in cui si ha unatale scomparsa dei picchi di
cristallinita del principio attivo. Questo confernshe I'amorfizzazione del farmaco,
precedentemente osservata nell'analisi DSC (figné), € promossa dal processo di
riscaldamento a cui é sottoposto il campione derakdnalisi termica, ma é

effettivamente indotta dalla presenza della cictriiea.

Nelle figure 8 e 9 sono riportati gli spettri FTteI celecoxib e dei vari sistemi binari
farmaco-ciclodestrina. La spettroscopia infrarogsaina tecnica di supporto alla
diffrazione dei raggi X e alla DSC, in quanto ddasoon permette di stabilire
'avvenuta complessazione a causa di fenomeni drapposizione tra le bande
dell’host (HPBCD) e del guest (farmaco). Lo spettro del celecqxiésenta a 1165 ¢

e a 1347 cil due bande relative rispettivamente allo stretchgigmetrico e
asimmetrico del gruppo SO solfonammidico; a 3233' @B339 crit sono evidenti i
picchi corrispondenti allo stretching asimmetrico senmetrico del gruppo NH
solfonammidico mentre le bande dei bending NH e @rbmatico cadono
rispettivamente a 1560 ¢me a 792 cil Lo spettro della miscela fisica appare
sostanzialmente come la somma degli spettri deggoiircomponenti puri. | picchi
relativi allo stretching NE sono probabilmente coperti dalla banda di stratgtdel
gruppo OH della ciclodestrina. Passando da coeaspoa kneaded, a comacinato e a
coliofilizzato si ha una progressiva riduzione gachi del celecoxib, indice di un
progressivo aumento dell'interazione tra farmaactdestrina. In particolare mentre
nella miscela fisica, nello kneaded e nel coevaposambra essere presente ancora,
sotto al segnale di stretching del gruppo OH dalibodestrina, il segnale di stretching
del gruppo NH del celecoxib, questo scompare completamente orehcinato e nel
coliofilizzato. Nel comacinato si puo osservareltioun cambiamento dellintensita
relativa dei picchi a 792 e 801 &mse confrontato con tutti gli altri sistemi, esl
coliofilizzato in cui tali segnali sono completanescomparsi.

Dagli studi allo stato solido € emerso che la diitaazione € la tecnica che permette
la massima interazione tra celecoxib e8P e I'unica con cui si riesce ad ottenere la
totale amorfizzazione del principio attivo. Tuti@ayvia causa degli elevati costi e
soprattutto della bassa resa, dovuta alla scaidsdilda del celecoxib in soluzione
acquosa, abbiamo escluso questa tecnica di prepaeadel sistema binario e abbiamo
optato per la comacinazione e lo kneaded, che heomunque mostrato di dar luogo
ad una buona interazione tra farmaco e ciclodestrin
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Figura 8: Spettri FTIR di celecoxib e della miscela fis@gaecoxib-HBCD
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Figura 9: Spettri FTIR dei sistemi binari celecoxib-BfPD ottenuti mediante coevaporazione
(Coev), kneading (Knd), comacinazione (Com) e ¢ititaazione (Coliof)
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3.3.3 Caratterizzazione allo stato solido desistemi ternari celecoxil-
HPBCD-polimero idrofilo

Scelte le tecniche piu appropriate dtenimento dei sistemi binari, stato valutato
anche l'effetto dell’aggiunta, nel comacinato elmé&neaded celecox-HPBCD, di un

terzo componente, costituito un polimeroidrofilo (PVP K30, PEG 4000, HPC) al

10% p/p. Lo scopo dell’aggiunta di questo polimérstato quello di incrementa

ulteriormente la solubilita del principio atti, e quindi la sua biodisponibili, ed

ottenere una formulazione in cui es fosse omogeneamente distribuito n

microsfere.L’analisi termica di questi sismi ternari (fig 1011) ha rivelato che la
totale scomparsa del picco di fusione del farmacaveva solo con la tecnica de

comacinazione. Anche dall’analisi di diffrone dei raggi Xfig 12-13) la tecnica piu
efficacedi preparazione del sistema ternario é risultasaresla comacinazio. Dei tre

polimeri idrofili, PVP e HMPC hannimostrato una maggiore interazione con

celecoxib. Br la preparazione del sistemirnario, e stato infinescelto il PVP K3(

perché studi di stabilit@ondotti a T ambiente ed umidita control, hanno dimostrato
che il PVP stalbizza maggiormente rispetto éPMC la forma amorfa del farmax

T oo ;

Knd celecoxibHPBCD-PVP
Knd celecoxibHPBCD-HPMC

50 100 150 200 250 °C

Figura 10: Termogrammi dei sistemi ternari celecc-HPBCD-PVP, celecoxi-HPBCD-HPMC
e celecoxib-HBCD-PEG 4000 ottenuti con la tecnica dello knea

ﬁ exo
Com celecoxidHPRCD-PVP
Com celecoxib-ipCD-HPMC

50 100 150 200 250 °C

Figura 11. curve termich dei sistemi ternari celecoxib-ED-PVP, celecoxi-HPBCD-
HPMC e celecoxibHPBCD-PEG 4000 ottenuti con la tecnidalla comacinazior.
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Knd celecoxib-HBCD-PVP
Knd celecoxib-HBCD-HPMC
Knd celecoxib-HBCD-PEG 4000

Figura 12: Spettri di diffrazione dei raggi X dei sistemi niari celecoxib-HBCD-PVP,
celecoxib-HBCD-HPMC e celecoxib-HRCD-PEG 4000 ottenuti con le tecnica dello kneading

Com celecoxib-HBCD-PVP
Com celecoxib-HBCD-HPMC
Com celecoxib-HRCD-PEG 4000

Figura 13. Spettri di diffrazione dei raggi X dei sistemirnari celecoxib-HBCD-PVP,
celecoxib-HBCD-HPMC e celecoxib-HFCD-PEG 4000 ottenuti per comacinazione

3.3.4 Studi di velocita di dissoluzione

Studi di velocita di dissoluzione (fig 14), cond@tt37° C in tampone fosfato (pH 7.4)
ed in presenza di sodio dodicil solfato (al finentntenere le sink conditions durante
tutta la durata del test), hanno dimostrato chetiele amorfizzazione del celecoxib nel
sistema ternario, si traduce effettivamente in atevole incremento della sua velocita
di dissoluzione: dopo 30 minuti dall'inizio del tg$ig 15), la percentuale di farmaco
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dissolta nel sistema ternarera piu del doppio rispetto al sistema binario reacitre
volte quella del farmaco tal que

100 +
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g ._‘/.__._—o/.
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50 4 ! ! —e—com celecoxib-HPBCD-PVP
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Figura 14: Profilo didissoluzion in tampone fosfato (pH 7,4) di celecoxib purdei sistemi
comacinati binariodelecoxil-HPBCD) e ternario (celecoxib-HIED-PVP
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Figura 15: Percentual@lisciolta di celecoxib puro e nsistemicomacinatibinario (celecoxib-
HPBCD) e ternariogelecoxit-HPBCD-PVP) dopo 30 minuin tampone fosfato (pH 7,
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3.3.5 Caratterizzazione in soluzione dei sistemi mario celecoxib-
HPBCD e ternario celecoxib-HPBCD-PVP: Spettroscopia NMR

Spettri'H NMR sono stati eseguiti su celecoxib e sui sisteimario e ternario al fine di
verificare I'effettiva formazione del complesso rfaco-ciclodestrina in soluzione ed
ottenere informazioni sulla possibile geometriaaehplesso.

HoNO,S 3

Formula di struttura del celecoxib

Protoni Celecoxib Sistemi binari Sistemi ternari
d (ppm) AS (ppm) A3 (ppm)
H4 8.349 0.041 0.055
H a-b-c’-d’ 8.587 0.000 0.006
Ha-b 8.924 0.013 0.020
Hc-d 9.359 0.010 0.013
Methyl 3.675 0.087 0.087

Tabella 6 Chemical shifts dei protoni del celecoxib liberalel celecoxib nei sistemi binario e
ternario.

In tabella 6 sono riportati i chemical shifts debtoni del celecoxib libero e del
celecoxib nei sistemi binario e ternario. Non rersto ad ottenere uno spettro ben
risolto per la HBCD, non é stato possibile apprezzare variazioncdemical shifts dei
protoni della ciclodestrina in presenza del farmapandi, per valutare I'interazione
farmaco-carrier , sono state considerate solo zianadei chemical shifts dei protoni
del celecoxib. Il motivo per cui non si riesce dteoere uno spettro ben risolto della
HPBCD e legato al fatto che:

* la HPBCD e ottenuta per reazione dgli@D con ossido di propilene. Il numero

di ossidrili dellapCD é fisso ma la loro reattivita € diversa, per tai
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idrossipropilazione avviene in modo casuale e dptto ottenuto € una
miscela diBCD derivate con vari gradi di sostituzione.

« La HPBCD presenta un centro stereogenico per cui nonaafmiun solo
prodotto ma una miscela di stereoisomeri.

In tabella 6 possiamo notare un notevole shiftsggnali del protone H4 e dei protoni
metilici del celecoxib, passando dal farmaco talguai sistemi binario e ternario. Lo
spostamento dei segnali verso campi piu bassrisuiltato della complessazione con
ciclodestrina, che determina un effetto descherejatidvuto alle forze di Van der
Waals che si vengono a stabilire tra farmaco eeraitr'osservazione in spettri ROESY
di un intenso effetto NOE tra i protoni H3 e H5ldeHP3CD (situati all'interno della
cavita della ciclodestrina) ed i protoni H4 e metildel celecoxib ha confermato
I'effettiva formazione in soluzione di un complesslo inclusione tra farmaco e
ciclodestrina. Inoltre, poiche si ha uno shift miagg dei segnali nel sistemi ternario
rispetto al binario, si pud dedurre che il PVP ha effetto stabilizzante sulla
formazione del complesso. In base ai risultatimottecon gli studi NMR abbiamo
ipotizzato due possibili modi di interazione farmad¢P3CD, riportati in figura 16.

YIS,

v/

N
H,NO,S

H,NO,S

Figura 16: Possibili modi di interazione tra celecoxib ef{d®
3.3.6 Disegno sperimentale

Il sistema ternario comacinato celecoxibfidd®-PVP, una volta caratterizzato, é stato
incapsulato in microsfere (ms) di chitosano-cahliginato, la cui composizione e stata
ottimizzata con I'utilizzo del disegno sperimentdléDoehlert. Grazie all'incremento di
solubilita del celecoxib raggiunto con la realizpae del sistema ternario, € stato
possibile ottenere un‘omogenea distribuzione deicimio attivo nelle ms e quindi
un'elevata uniformita di contenuto delle stessé.diegno sperimentale e stata valutata
l'influenza di quattro variabili (% di alginato, C&, chitosano (CSL) e tempo di cross
linking (TCL)) sull’efficacia di incapsulazione ailta quantita di farmaco rilasciata
dopo quattro ore in ambiente colonico, considecatae risposte da ottimizzare. Nella
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realizzazione del test di dissoluzione in tampaysdaito (pH 7,4) € stato aggiunto nel
mezzo di dissoluzione un tensioattivo, il sodio @wnbd solfato, per assicurare il
mantenimento delle sink conditions per tutta laatlurdel test di dissoluzione.Infatti,
vista la scarsa solubilita in acqua del celecoribmpossibile il mantenimento delle
“sink conditions” utilizzando i metodi di dissolarie convenzionali, descritti nelle
principali Farmacopee. Molti metodi sono stati psip per la realizzazione di test di
dissoluzione di farmaci scarsamente solubili: Fzzo di sistemi bifasici
ottanolo/acqua, di grandi volumi del mezzo di diszmne, di miscele di acqua e
solventi miscibili in acqua o l'aggiunta di fasiganiche o adsorbenti al mezzo di
dissoluzione [43-44]. Molti di questi approcci nsimulano I'ambiente biologico, sono
di difficile realizzazione e richiedono laboriosepedure analitiche. Alcuni autori [45]
hanno utilizzato un sistema a flusso continuo fketteare il test di dissoluzione della
nifedipina. Tale metodo, rinnovando continuamehtaazzo di dissoluzione a contatto
con la forma farmaceutica, permette di mantenergrk conditions. Il metodo della
cella a flusso presenta pero alcuni svantaggitiledla difficolta nell'ottenimento di un
flusso laminare e a problemi di modifica delle darmahi idrodinamiche, che non
consentono di ottenere risultati riproducibili. @dbni di surfactanti vengono spesso
proposte come mezzi di dissoluzione per farmaaisacaente solubili in acqua [46-47-
48] e sono anche raccomandate dalla Farmacopea UBfpiego di tensioattivi
permette una miglior simulazione delle condiziosidlogiche rispetto all'utilizzo di
adsorbenti 0 mezzi idroalcolici o alifatici. In@tré riportato che l'aggiunta di
surfactanti naturali nel mezzo di dissoluzione,ligusali biliari, da risultati comparabili
con quelli ottenuti utilizzando molecole meno casstoquali il sodio dodecil solfato
[49]. Per questo motivo abbiamo deciso di aggiulogartampone fosfato per effettuate
i tests di dissoluzione del celecoxib. La concemtr@e di sodio dodecil solfato
utilizzata (0.17 % p/v) e stata scelta basandosdisiriportati in letteratura [50].

Per quanto riguarda la determinazione del domirperisientale delle variabili
indipendenti, & stato fatto uno screening inizlzdsato su fattori tecnologici come per
esempio la regolarita nella forma, 'omogeneitdendimensioni e la consistenza delle
ms ottenute, oltre che una facile siringabilitaleledoluzioni necessarie per la loro
preparazione. Per quanto riguarda la soluziondgihato di sodio la concentrazione é
stata variata tra 3 e 5% p/v; infatti per valorfenori si ottenevano ms di forma
irregolare e “appiccicose” (fig 17a). Soluzioni aginato al 3% (p/v) presentano una
buona siringabilita e permettono di ottenere m$odina regolare e sferica (fig 17b).
Aumentando la concentrazione di Ca@h 5 a 7 % p/v si risolve il problema della
tendenza delle ms ad aderire tra di loro (fig 1pe); questo la concentrazione minima
di CaC} e stata fissata al 7% p/v mentre la massima al f2%oper evitare eventuali
effetti negativi dovuti ad un eccesso di ioni cal®1]. Soluzioni di alginato al 5% p/v
risultano di difficile siringabilita e danno origgra ms molto scodate (fig 17d); per tale
ragione questo e stato fissato come valore limitpegore di concentrazione per
I'alginato di sodio.

Per il chitosano il valore massimo di concentragicelezionato € stato il 4% (p/v),
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oltre il quale é difficile ottenere una soluzioneadeguata viscosita. Il valore piu basso
di TCL valutato € stato 5 minuti perché, come gsovper le ms di calcio-pectinato, &
il tempo minimo necessario per la formazione dejakei crociati e quindi per
'ottenimento di una struttura “egg box” di suficite consistenza. In tabella 7 sono
riassunti i domini sperimentali delle quattro vaiiaindipendenti: %p/v di alginato,
CaCl, chitosano e TCL studiate rispettivamente a 3, €, 3 livelli.

AL&INATO
47.

Figura 17: Foto digitali di ms ottenute utilizzando soluziainalginato di sodio e Cagdi varia

concentrazione

Alginato % (p/v)

CaCb % (p/v)

Chitosano % (p/v

TCL (min)

3-5

7-12

0-4

5-20

Tabella 7: Dominio sperimentale delle variabili indipendenti
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Di seguito e riportato il modello matematico poatal che € una funzione polinomiale
di secondo ordine, che descrive la risposta comeidne delle quattro variabili. La
scelta del modello e legata strettamente al domsperimentale: piu il dominio é
piccolo, piu il modello € semplice.

Y = b0 + bl * X1 + b2 * X2 + b3 * X3 + b4 * X4 + H1* (X1*X1) + b22 * (X2*X2) +
b33 * (X3*X3)+ bd4 * (X4*X4) + b12 * (X1*X2) + b13* (X1*X3) + b23 * (X2*X3) +
bl14 * (X1*X4) + b24 * (X2*X4) + b34 * (X3*X4)

Dalla scelta del modello dipendono il tipo di infaazione ottenuta, il numero e il tipo
di esperimenti da condurre e quindi il tipo di piEmazione sperimentale. La matrice
sperimentale deve infatti contenere un numero noriimesperimenti pari al numero di
coefficienti da determinare, nel nostro caso 15.

Il nostro obiettivo e stato quello di studiare lpehdenza tra le risposte sperimentali e i
fattori selezionati. A questo scopo abbiamo dedisdilizzare il disegno di Doehlert, in
cui le variabili sono studiate a piu di due liveiliche consente di stimare i coefficienti
del modello quadratico da noi scelto. Il Doehlerra figura geometrica i cui vertici
individuano gli esperimenti da effettuare. Taleufi@ consiste di punti uniformemente
spaziati su sfere concentriche; i punti sono geénanaartire da un simplex regolare, che
e una figura geometrica con K+1 vertici in uno $paa k dimensioni dove k
corrisponde al numero dei fattori. Il software Nedw, sulla base del disegno da noi
scelto, ha generato una matrice sperimentale cmegttesse di stimare correttamente i
coefficienti del modello. La matrice sperimentatieb(8) consiste in una tabella di dati
costituita da N righe, corrispondenti a n esperitmerkK colonne, corrispondenti alle k
variabili studiate.

N° exp X1 X X3 X4
1 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000
2 -1,0000 0,0000 0,0000 0,0000
3 0,5000 0,8660 0,0000 -0,7906
4 -0,5000 -0,8660 0,0000 0,0000
5 0,5000 -0,8660 0,0000 0,0000
6 -0,5000 0,8660 0,0000 0,0000
7 0,5000 0,2887 0,8165 0,0000
8 -0,5000 -0,2887 -0,8165 0,0000
9 0,5000 -0,2887 -0,8165 0,0000
10 0,0000 0,5774 -0,8165 0,0000
11 -0,5000 0,2887 0,8165 0,0000
12 0,0000 -0,5774 0,8165 0,0000
13 0,5000 0,2887 0,2041 0,7906
14 -0,5000 -0,2887 -0.2041 -0,7906

Tabella 8 Matrice sperimentale
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In tabella 9 é riportato il piano sperimentale, dahela traduzione della matrice
sperimentale in variabili naturali; in pratica satta di una tabella contenente i dati
espressi nelle loro unita di misura direttameniieaabili dallo sperimentatore. Sempre
in tabella 9 sono riportati anche i risultati irrteni di efficacia di incapsulazione e
percentuale di farmaco rilasciata dopo 4 ore iniantb colonico, ottenuti effettuando
gli esperimenti secondo quanto dettato dal piamoisgntale, e seguendo due principi:
* Replicazione: ripetizione per tre volte delle pr@emdotte al centro del disegno
sperimentale nelle stesse condizioni, per stiniareote sperimentale.
« Randomizzazione: effettuazione delle prove in @doasuale per eliminare
possibili errori sistematici.

N° alginato | CaCl, CSL TCL EE % 4 h
Exp % % % min % %
1 5.0 9.5 2.0 12.5 94.6 6.5
2 3.0 9.5 2.0 12.5 92.1 12.0
3 45 12.0 2.0 5.0 91.4 58.7
4 3.5 7.0 2.0 12.5 98.7 55.3
5 45 7.0 2.0 12.5 96.6 27.3
6 3.5 12.0 2.0 12.5 100.0 60.3
7 45 10.3 4.0 12.5 91.2 19.1
8 3.5 8.7 0.0 12.5 87.0 62.3
9 45 8.7 0.0 12.5 76.5 14.4
10 4.0 11.2 0.0 12.5 85.4 21.0
11 3.5 10.3 4.0 12.5 91.1 31.9
12 4.0 7.8 4.0 12.5 92.0 8.5
13 45 10.3 25 20.0 96.2 1.9
14 3.5 8.7 1.5 5.0 88.8 25.8
15 45 8.7 1.5 5.0 88.6 18.8
16 4.0 11.2 15 5.0 89.4 22.7
17 4.0 9.5 3.5 5.0 89.0 51.7
18 3.5 10.3 2.5 20.0 97.5 65.3
19 4.0 7.8 2.5 20.0 91.1 6.8
20 4.0 9.5 0.5 20.0 91.9 1.0
21 4.0 9.5 2.0 12.5 95.9 5.0
22 4.0 9.5 2.0 12.5 96.7 10.3
23 4.0 9.5 2.0 12.5 96.1 9.6

Tabella 9 Piano sperimentale

Ottenute le risposte sperimentali, i dati sonoi statlizzati statisticamente tramite
analisi della varianza (ANOVA), i cui risultati sonriportati in tabella 10.
NellANOVA viene effettuato I'F-test, cioé il testel rapporto della varianza: vengono
calcolati i rapporti dei quadrati medi tra divess®genti di variazione, ottenendo cosi i
rapporti F, che vengono confrontati con un F aritiabulato. L'obiettivo del test di
significativita € valutare se i coefficienti del delo sono significativi. Secondo
I'ipotesi nulla H i coefficienti del modello non apportano informaai alla descrizione
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del fenomeno, mentre secondo lipotesi alternatia i coefficienti apportano

informazioni. Affinche il modello sia significativeccorre che F sia maggiore di F
critico, in modo da accettare I'ipotesi alternati®&r quanto riguarda la validita occorre
verificare l'ipotesi nulla secondo la quale la pexddi aderenza rispetto al modello e
paragonabile all’errore puramente sperimentalmdtiello risulta valido se F € minore
di F critico. Dall’'analisi statistica dei dati spaentali il nostro modello e risultato

valido e significativo ad un livello di significaita del 99%.

Soete | Sormte| S0 Quaamed | pporo
Regressione 547,2532 14 39,0895 225,5164
Residui 40,4259 8 5,0532
validita 40,0792 6 6,6799 38,5377
Errore 0,3467 2 0,1733
totale 587,6791 22
#225,5164>Fcritico (5,559) con 14 e 8 gradi di [thexa=0,01
b38,5377<F critico (99,33) con 6 e 2 gradi di likeet:=0,01

Tabella 10 :Tabella riassuntiva dell'analisi ANOVA per le rizgie sperimentali efficacia di
incapsulazione e percentuale di farmaco rilasdi@@o 4 ore in ambiente colonico da ms di
chitosano-calcio-alginato

Come possiamo osservare in tabella 9 i valori dicafia di incapsulazione del
celecoxib nelle ms di chitosano-calcio-alginato cseisultati sempre molto alti, non
inferiori al 76,5% fino ad arrivare anche al 100@uesto puo essere attribuito alla
scarsa solubilita in acqua del celecoxib, che matdi fortemente la perdita durante il
processo di cross linking. Per quanto riguardadave percentuale di farmaco rilasciata
dopo 4 ore di permanenza in ambiente colonico,larvgiu alti si sono ottenuti per
basse concentrazioni di alginato, probabilmentehgeressendo inferiore il numero di
legami crociati tra alginato e ioni calcio, le nisuftano meno strutturate e piu porose,
per cui si disgregano piu rapidamente nel mezzodidsoluzione. Interessanti
considerazioni possono essere fatte dall’analibe diperfici di risposta, che sono la
rappresentazione grafica dell’equazione del modello

Osservando la figura 18 possiamo vedere come eamkntare della percentuale di
chitosano nelle ms aumenta [efficacia di incapzoiae, indipendentemente dal
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contenuto di alginato, mentre si ha una riduzioakadquantita di farmaco rilasciata
dopo 4 ore in ambiente colonico, a bassi livellaldinato (fig 19).
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Figura 18: Superficie di risposta che mostra I'effetto delixiazione della concentrazione di
alginato e chitosano sull’efficacia di incapsulamodel celecoxib in ms di chitosano-calcio-
alginato per valori costanti di Ca9,5% p/v) e TCL (12,5 min)
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Figura 19: Superficie di risposta che mostra l'effetto del&iazione della concentrazione di
alginato e chitosano sulla percentuale di celecdldbciata dopo 4 ore in ambiente colonico da
ms di chitosano-calcio-alginato, per valori costdnCaC} (9,5% p/v) e TCL (12,5 min)
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Questi risultati possono essere spiegati in bdietedazione tra i gruppi carbossilici
dell'alginato e i gruppi ammonici del chitosano,ecporta alla formazione di un
complesso CSL-alginato. Come risultato di tale rem@ne si ottiene una maggiore
efficacia di incapsulazione del farmaco, ma, digttarte, la sua diffusione attraverso la
matrice risulta ostacolata. Tuttavia, quando laceotrazione di chitosano diventa
troppo elevata, questo effetto si riduce, percla@rlientata viscosita della soluzione
riduce la mobilita e rallenta la diffusione dellatene di chitosano, ostacolando cosi la
loro interazione con le catene di alginato. Pem¢maiguarda la percentuale di farmaco
rilasciata dopo 4 ore, la conseguenza di questioltieffetto tende a prevalere in
presenza di alti livelli di alginato, rivelando uiméerazione positiva tra i fattori.

L’efficacia di incapsulazione cresce con l'aumeatdella concentrazione di Ca@
con il TLC, perche e favorita la reazione di criisking (fig 20).
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Figura 20: Superficie di risposta che mostra I'effetto del&iazione della concentrazione di
CaCl e del TCL sull'efficacia di incapsulazione del embxib in ms di chitosano-calcio-
alginato, per valori costanti di alging p/v) e CSL (2% p/v)

Un diverso comportamento € stato invece ossenetapanto riguarda il rilascio del
farmaco. In particolare e stata riscontrata unfeene negativa tra alginato e TCL (fig
21): infatti le percentuali piu alte di farmacoastiato sono state osservate per alti
valori di TCL e bassi valori di alginato e vicevars
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Figura 21: Superficie di risposta che mostra I'effetto delixiazione della concentrazione di
CacCl, e del TCL sulla percentuale di celecoxib rilastiddpo 4 ore in ambiente colonico da ms
di chitosano-calcio-alginato, per valori costamtCaCh (9,5% p/v) e CSL (2% p/v)

Inaspettatamente, per alti valori di Ca6€ll € osservato un aumento della quantita di
farmaco rilasciata dopo 4 ore, a parita di coneandne di alginato e chitosano e di
TCL (fig 22). Probabilmente allaumentare della centrazione di G4, a parita di
alginato, si ha inizialmente una riduzione dellecpatuale di farmaco rilasciata, perche
aumenta il numero di legami crociati; successivamenna volta chelati i residui
carbossilici di acido poliguluronico dell’alginatBeccesso di Cd interagisce con i
blocchi di acido polimannuronico, responsabili dgonfiamento delle ms in mezzo
colonico, per scambio con ioni sodio presenti icolodeterminando un rilassamento
delle catene seguito da uptake di acqua, tanto im@gguanto piu alto € il numero di
residui di acido polimannuronico coinvolti.
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Figura 22: Superficie di risposta che mostra I'effetto delixiazione della concentrazione di
CacCl, e di alginato sulla percentuale di celecoxib diat dopo 4 ore in ambiente colonico da
ms di chitosano-calcio-alginato, per valori costdnTCL (12,5 min) e CSL (2% p/v)
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Poiche, come abbiamo potuto osservare da un'ateatsi delle superfici di risposta, i
fattori considerati hanno influenza opposta suitpaste valutate, € stata necessaria
I'applicazione di una funzione di desiderabilitar p@vare il migliore compromesso tra

i valori delle variabili in modo da massimizzarenteamporaneamente le due risposte
esaminate. La funzione di desiderabilita € unatesjra multicriterio, che permette di
ottimizzare risposte diverse anche in contrastdittaro. Viene definita una funzione di
desiderabilita parziale; gger ognuno dei criteri considerati. La desider&biha valori
compresi tra 0 (non accettabile) e 1 (massima deaidita), in questo caso ulteriori
miglioramenti non hanno importanza. In un secondsspggio la qualita totale D &
calcolata effettuando la media geometrica dellgdend:

D="/dyxdy*x..xdm

Inoltre, in dipendenza dellimportanza attribuitdearisposte, le dpossono essere
pesate :

wil4+w2+---+wm
— wil w2 wm
D= \/d1 * ) x Lok dpy

Viene poi determinato il set dei valori delle vlilache massimizzano D, per cui la
combinazione dei differenti criteri € globalmentgroale.

Per quanto riguarda l'efficacia di incapsulaziodmiamo scelto come desiderabilita
parziale quella riportata in figura 23, in cui scatta come valore minimo di efficacia di
incapsulazione I'80%, sotto a tale valat@ uguale a zero; tanto piu la risposta e alta
tanto piu alta é la desiderabilita fino ad arrivaiel00%.

01

100 %

a0%-

1

=
an.0 100.0
Min Cible G

Figura 23: Rappresentazione grafica della desiderabilitazipkr per [Iefficacia di
incapsulazione del celecoxib in ms di chitosanaiogbectinato
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Nelle figure 24 e 25 é riportata la rappresentazigrafica della desiderabilita parziale
per la percentuale di farmaco rilasciata dopo 4im@nbiente colonico. In questo caso
abbiamo considerato due diverse funzioni di dealniéta, una relativa all’'ottenimento
di un rilascio colonico per I'impiego sistemico @klecoxib contro I'artrite reumatoide,
I'altra relativa all'ottenimento di un rilascio pratto locale di celecoxib nella cura di
patologie del colon. Nel primo caso abbiamo scefta desiderabilita parziale con un
valore minimo del 50%, un massimo di 70% e un \eabtbesiderabile del 60% (fig 24).
Nel caso dell'utilizzo per patologie locali I'oktigb € quello di aumentare al massimo,
compatibilmente con il tempo di transito gastraestinale, il tempo di permanenza del
farmaco nel colon; per questo abbiamo posto conierivdi minimo e massimo
rispettivamente 20 e 30% e desiderabile 25% pedcaiuguale a 1 (fig 25). Valori
superiori ed inferiori sono meno desiderabik(6<1). Da 20 in giu e da 30 in syéd
uguale a zero.
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Figura 24: Rappresentazione grafica della desiderabilitzigler per la percentuale di celecoxib
rilasciata dopo 4 ore di permanenza in ambiententod, in caso di applicazione sistemica del
farmaco
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Figura 25: Rappresentazione grafica della desiderabilitzigler per la percentuale di celecoxib
rilasciata dopo 4 ore di permanenza in ambientendcd, in caso di applicazione locale del
farmaco
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Definite le funzioni di desiderabilita parziali, programma ha calcolato i valori delle
variabili in modo tale da ottimizzare entrambe lesposte sperimentali
contemporaneamente. Tali valori sono riportatientdbelle 11 e 12 rispettivamente per
un’applicazione sistemica e locale del celecoxib.

Alginato | CaClL | Chitosano, TCL
% (p/v) | % (p/v) % (p/v) (min)
3,9 7,2 0,5 12 90 65

EE % % 4h

Tabella 11 Applicazione sistemica del celecoxib : Valorildelariabili per la contemporanea
ottimizzazione dell’efficacia di incapsulazione elld percentuale di farmaco rilasciata dopo 4
ore in ambiente colonico

Alginato | CaClL | Chitosano, TCL
% (p/v) | % (p/v) % (p/v) (min)
4,5 11 2,6 18,5 99,6 25

EE % % 4 h

Tabella 12 Valori delle variabili per la contemporanea ot#razione dell'efficacia di
incapsulazione e della percentuale di farmacoaidds in ambiente colonico dopo 4 ore

Sono state quindi realizzate ms rispettando le eatnazioni delle variabili suggerite
dalla funzione di desiderabilita, sia per una a@aione sistemica che locale del
celecoxib. | valori ottenuti sperimentalmente dficefcaia di incapsulazione e di
percentuale di farmaco ceduta dopo 4 ore, ripomiatabella 13, sono risultati molto
vicini a quelli previsti confermando la validitalaeodello matematico applicato.

Applicazione locale Applicazione sistemica
EE % % 4 ore EE % % 4 ore
Valore previsto 99,6 25 90 65
Valore sperimental¢97,8 +0,9 | 23,9+1.3 92,1+0.73 63,85+1}8

Tabella 13Valori previsti e sperimentali di efficacia di ingsulazione e di percentuale di
farmaco rilasciata dopo 4 ore in ambiente colomieo una applicazione locale o sistemica di
celecoxib

A differenza di quanto visto nella prima parte degto lavoro di tesi per le ms caricate
con prednisone e teofillina, nel caso del celecordn & stato necessario rivestire con
Eudragif le ms di chitosano-calcio-alginato, in quanto,baftilmente a causa della sua
limitata solubilita, la percentuale di farmaco sié@ta prima del raggiungimento del

colon é risultata molto bassa (tab 14).
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Ms di alginato 3,9 % Ms di alginato 4,5 % (p/v),
(p/v), CaC} 7,2 % (pl/v),l CaCh 11% (p/v), CSL 2,6

CSL 0,5 % (p/v), % (p/v)
% di celecoxib rilasciata
0 0,
dopo2oreapH1,1 0,48 % 0,36 %
% di celecoxib rilasciata
0 0,
dopo 2 ore a pH 6,8 0.89 % 0.73 %

Tabella 14 percentuale di celecoxib rilasciata dopo 2 orpatimanenza in ambiente gastrico e
2 ore a pH 6,8 da ms di chitosano-calcio-alginatdhposizione ottimizzata

3.3.7 Studi morfologici delle microsfere

Tutti i lotti di ms preparate secondo le composizimdicate dal disegno sperimentale
erano di adeguata consistenza, di forma sfericggelare, con una resa tra il 78 e |l
90%.; le dimensioni variavano da un minimo di 0.9,&1 mm ad un massimo di 1,37
0,01 mm.

Nelle figure 26 e 27 sono riportate le foto ESEM\{iEonmental Scanning Electron

Microscope) di due lotti di ms realizzate in preseed assenza di chitosano. L'ESEM
permette di ottenere immagini ad altissimo ingramahto, ad elevata risoluzione e
profondita di campo, senza necessita di preparareampione in modo particolare

provocandone alterazioni irreversibili (metallizia® a oro o grafite) e senza dover
lavorare in altissimo vuoto.

Osservando le figure 26 e 27 possiamo notare chaslgresentano una superficie
morfologicamente molto diversa se preparate coanaa chitosano; nel primo caso la
ms appare levigata e di forma regolare (fig 26);seeondo caso presenta in superficie
delle strutture rettangolari, omogeneamente disiteb dovute al parziale rivestimento

di chitosano.

Figura 26: Foto ESEM di ms realizzate con alginato e GaiSpettivamente al 3,5 % 8,7 %
(p/v)
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HV  |Spot| Mag | Det | Pressure| HFW WD Tilt
3 0x|SSD|1.00 Torr/1.81 mm|10.2 mm|0.0 °

Figura 27: Foto ESEM di ms realizzate con alginato, Ga&€thitosano rispettivamente al 3,5
%, 10.3 % e 2,5 % (p/v)

La figura 28 rappresenta una sezione di una m&zeth in presenza di chitosano.
Come possiamo osservare all'interno non sono ptiegerstrutture rettangolari che
avevamo osservato precedentemente in superfigi8fi, cio significa che il chitosano
si colloca solo all’esterno della ms, mentre lanmatinterna e costituita solo da calcio-
alginato.

HY  [Spot| Mag| Det | Pressure| HFW
.5 | 157x SSD1.00

Figura 28: Foto ESEM che rappresenta la sezione di una alizzata con alginato, CaCé
chitosano rispettivamente al 3,5 948.3 % e 2,5 % (p/v)

Tramite ESEM e stato possibile effettuare, oltre tadanalisi morfologica, anche
un’analisi chimica del campione. In figura 29 éorijata la composizione chimica del
lotto di ms realizzate in assenza di chitosanoictlp piu intensi sono dovuti ad
elementi presenti in maggiore quantita o piu peskhhecessario precisare che 'azoto,
essendo volatile spesso non e visibile con un’andiiquesto tipo. L'informazione piu
importante che abbiamo potuto ottenere da quesisachimica € che spostandosi
nelle varie zone della ms la composizione era idanper cui le ms sono risultate di
struttura omogenea.
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0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 41.00 4.50 5.00

Foto 29 Composizione chimica di una ms realizzata coimatg e CaGlrispettivamente al 3,5
% e 10.3 % (p/v)
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3.4 Conclusioni

Lo scopo di questo lavoro e stato la realizzazidinen sistema orale a rilascio
colon specifico di celecoxib per un suo impiego aiadivello locale che
sistemico. A tal fine sono state realizzate ms hdiosano-calcio-alginato che
sono sistemi sia pH che microflora dipendenti, patemdo cosi di superare |l
problema della variabilita inter-individuale del pgistrointestinale, che ée il
limite principale presentato dai sistemi puramextiedipendenti.

Inizialmente, al fine di aumentare la scarsa sttabilel farmaco, che ne limita
fortemente la biodisponibilita e ne impedisce unggenea distribuzione nelle
ms, € stata valutata [I'efficacaia solubilizzante tdé carriers idrofili:
nicotinamide,CD e HPBCD. Studi di solubilita di fase hanno dimostrato la
maggiore efficacia della HRED rispetto agli altri agenti complessanti,
nellincrementare la solubilita in acqua del cebdbg inoltre il complesso
celecoxib-HBCD & risultato piu stabile (1572 W rispetto a quello ottenuto
con lapCD (K1:1 = 458 M) e con la nicotinammide (102

Sono stati quindi preparati sistemi binari celebedP3CD con la tecnica della
comacinazione, kneading, coevaporazione e colaélzione. | risultati ottenuti
dalla caratterizzazione allo stato solido dei sisteinari farmaco-ciclodestrina,
hanno messo in evidenza una totale amorfizzazieherahcipio attivo solo nel
coliofilizzato. Tuttavia, dati gli alti costi ricesti da questa tecnica e la bassa
resa di complesso ottenuta, per la realizzazionesideemi binari sono state
scelte le tecniche di comacinazione e kneading, ahevano comunque
permesso di ottenere una buona interazione farmiatadestrina.

La realizzazione di un sistema ternario per aggiutdgl 10 % di PVP K30 al
sistema binario celecoxib-BED ha portato ad una totale amorfizzazione del
principio attivo e ad un ulteriore incremento delkua solubilita e
conseguentemente della sua velocita di dissoluzigpetto al farmaco tal quale
e al sistema binario. Come tecnica di ottenimergbsitstema ternario e stata
scelta la comacinazione basandosi sui risultatnoti da studi allo stato solido.

Sono state realizzate quindi ms di chitosano-calfgmato caricate con
comacinato celecoxib-HZD-PVP.

L'utilizzo del disegno sperimentale di Doehlert p@rmesso di ottimizzare la
composizione percentuale delle ms, in termini ica€ia di incapsulazione e di
percentuale di farmaco rilasciata dopo 4 ore iniantb colonico, considerate
come risposte da ottimizzare L’analisi della suiperfdi risposta ha mostrato un
incremento dell’efficacia di incapsulazione delemeixib allaumentare del TCL
e della concentrazione (p/v) di alginato, Ca€lchitosano ma un decremento
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della percentuale di farmaco rilasciata dopo 4 iarembiente colonico (ad
eccezione del Cagthe ad alteoncentrazioni ottimizza entrambe le risposte).

Dal momento che la variazione delle 4 variabiligiderate ha in generale avuto
effetto opposto sulle due risposte valutate, egiatessaria I'applicazione della
funzione di desiderabilita per trovare un comprapeper la simultanea

ottimizzazione delle due risposte, finalizzata ath un’applicazione sistemica
che locale del celecoxib.

La matrice di chitosano-calcio-alginato ha garantina totale protezione del
farmaco fino al raggiungimento del colon; non atstnecessario quindi il
rivestimento gastro-resistente di Eudrigithe era risultato indispensabile per le
ms di chitosano-calcio-pectinato caricate con bawdi 0 prednisone.
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4 Introduzione Micelle a base di GCPQ

4.1 Introduzione

Questa ultima parte del lavoro di tesi e statatavatesso la “School of Pharmacy” di
Londra sotto la supervisione della Prof. ljeoma égitu ed ha avuto come scopo la
realizzazione di sistemi nanoparticellari per ilascio di doxorubicina a livello
cerebrale.

Il limitato trasporto di farmaci attraverso la bara emato-encefalica (BEE) rappresenta
un grosso impedimento per il trattamento di tumcsrebrali e di malattie
neurodegenerative quali Parkinson e Alzheimer [1¢apillari cerebrali sviluppano
un'area superficiale totale di circa 2¢ won la possibilita virtuale di distribuzione di
farmaci in tutte le zone del cervello. Sfortunatateele caratteristiche fisiologiche di
questi capillari restringono enormemente il nunairfarmaci che possono raggiungerlo
dopo somministrazione sistemica. Una delle strataglizzabili per superare la BEE &
I'utilizzo di nanoparticelle [2]. Vari tipi di narparticelle sono state sviluppate per il
drug delivery [3-4]. In particolare, in questo lawp abbiamo utilizzato micelle
polimeriche costituite da un polimero amfifilicouyando le catene del polimero sono
disciolte in mezzo acquoso, al di sopra della cotrtagione micellare critica (CMC),
esse formano spontaneamente aggregati micellari.

| tumori cerebrali includono: gliomi (astrocitombligodendrogliomi, ependimomi e
glioblastomi multiformi), meningiomi e tumori cemat secondari, in cui la patologia
interessa il SNC in seguito a metastasi di foctlaiorali sorti in altre aree del corpo,
guali i polmoni, il seno, il collo e la pelle. Imori cerebrali di basso grado sono trattati
principalmente per via chirurgica e radioterapicantre molti farmaci sono stati
valutati per il trattamento di tumori di alto grado particolare per il trattamento del
glioblastoma multiforme tra cui: temozolomide, pi@xel, cisplatino, doxorubicina [5],
lirinotecan, metotressato e carmustina. Tuttaviatirdi questi agenti antitumorali sono
grosse molecole incapaci di attraversare la BEROkre sono substrato delle pompe di
efflusso, espresse sia dai vasi cerebrali che dalkile tumorali. Queste pompe,
responsabili della MDR (multi drug resistance), etlgmo il farmaco dalle cellule
riducendone cosi la concentrazione al di sotto vdgbre necessario per esplicare
I'attivita.

La doxorubicina &€ un antibiotico di natura antrieica ed € uno dei piu potenti e
versatili agenti antitumorali conosciuti, ma norcapace di attraversare la BEE dopo
somministrazione sistemica [5].

I GCPQ (Quaternary ammonium Palmitoyl Glycol Ckaa) € un polimero, derivato
del chitosano, sintetizzato presso il laboratoetdadProf. Uchegbu [6]. Nanoparticelle
realizzate con questo polimero, hanno dimostratprdmuovere il rilascio di farmaci
attraverso la BEE, aumentandone ['attivita di piuliéci volte dopo somministrazione
intravena [7]. I meccanismo con cui il GCPQ auraelat concentrazione di principi
attivi a livello cerebrale non € ancora completar@eroto; puo essere ipotizzato che,
dando origine a micelle molto piccole di diamefpermetta di prolungare il tempo di
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permanenza del farmaco in circolo e quindi di raggere concentrazioni maggiori a
livello cerebrale. Sulla base di queste premessscbpo di questo lavoro e stato lo
sviluppo di micelle a base di GCPQ, mirate ad lascio cerebrale di doxorubicina, per
una applicazione terapeutica contro il glioblastomaltre, poiché la doxorubicina é
substrato della glicoproteina P [8], che ne calgenbmeno della resistenza, I'utilizzo
di nanosistemi potrebbe, oltre a favorire il rilasdel farmaco a livello cerebrale,
proteggerlo dai fenomeni di efflusso e di degraolagie quindi permettere di ridurre la
dose terapeutica, riducendo cosi anche la comphrsdéfetti collaterali avversi. La
doxorubicina infatti ha un elevato potere cardistts dose-dipendente; se viene
superato il dosaggio di 550 mdfui superficie corporea, il 30% dei pazienti svilapp
insufficienza cardiaca [9]; il suo metabolita imeltil doxorubicinolo e 20-40 volte piu
attivo nellinibire la contrattilita miocardica.

All'inizio di questo lavoro é stata effettuata latesi del GCPQ.

Come gia visto nei precedenti capitoli, il chitosamun polimero largamente usato in
campo farmaceutico, per le sue proprieta di bicaagilita, biocompatibilita [10] e
bassa tossicita. Il chitosano ha una pKa tra B5 @d é quindi insolubile a valori di pH
superiori a 6,5 [11], quindi anche a pH fisiologidb glicol-chitosano invece e un
derivato del chitosano solubile in un piu ampiogeadi pH.

Nella sintesi del GCPQ residui palmitoilici #F sono stati legati al glicol chitosano in
modo da ottenere un polimero amfifilo capace doagsemblarsi in mezzo acquoso.

E’ dimostrato che, aumentando le proprieta catlomiclelle nanoparticelle, se ne
favorisce la permeabilita attraverso la BEE [12littdavia, studi effettuati su colture
cellulari hanno dimostrato che polimeri conteneartimine primarie sono piu tossici
degli stessi composti in cui queste ammine sonovexite in gruppi ammonici
quaternari. E’ riportato infatti che le ammine paine potrebbero interagire con il DNA
e causare apoptosi/necrosi cellulare [13]. Quihding di aumentare le caratteristiche
di idrofilicita ed il profilo di sicurezza del palioil glicol chitosano, abbiamo convertito
le ammine primarie in gruppi ammonici quaternarifraaerso una reazione di
metilazione.

Il polimero sintetizzato é stato analizzato trani8C, diffrazione dei raggi X, FTIR.

Studi NMR sono stati effettuati per avere conferdedla sintesi del GCPQ e per
determinare il suo grado di palmitoilazione e quapzazione. Il peso molecolare
medio del polimero e stato determinato attraversmatografia a permeazione di gel
(GPC).

Ottenuto il polimero sono state preparate micedliecate con doxorubicina cloridrato e
sono state caratterizzate in termini di efficadiandapsulazione, dimensioni, indice di
polidispersione, potenziale Z e aspetto morfologico
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Barriera emato-encefalica (BEE)

La barriera emato-encefalica € un’importante iaiesia tra il sangue ed il cervello,
costituita da cellule endoteliali di rivestimentei dapillari [14], che protegge il cervello
dagli xenobiotici e regola 'omeostasi cerebrale.dellule endoteliali sono unite tra di
loro da giunzioni cellulari occludenti (o tight jetions). Questa maggiore compattezza
impedisce il passaggio di sostanze idrofile e/o elmvato peso molecolare dal flusso
sanguigno all'interstizio (e quindi ai neuroni)ncana capacita di filtraggio molto piu
selettiva rispetto a quella effettuata dalle cellehdoteliali dei capillari di altre parti del
corpo. Un ulteriore fattore che contribuisce atanfazione di questa unita anatomo-
funzionale € costituito dalle proiezioni delle oédl astrocitarie, chiamate peduncoli
astrocitari, che circondano le cellule
endoteliali. Inoltre, c’@ una membrana basale
continua e sono assenti le vescicole
pinocitotiche, quindi non c'é la possibilita di
attraversamento della barriera da parte di
sostanze che abbiano un peso molecolare
piuttosto consistente. Abbondanti i mitocondri
che possono fornire energia per processi di
tipo attivo. A questa architettura particolare
dell'endotelio, si aggiunge la presenza di
astrociti  che concorrono in  maniera
determinante ad influenzare i processi di
diffusione delle sostanze attraverso questa
barriera. Vi sono, poi, dei trasportatori che
permettono l'ingresso di sostanze tramite un
processo di trasporto facilitato e quindi sempre
dipendente dal gradiente di concentrazione. Si
ha anche un trasporto attivo laddove é
importante eliminare dei metaboliti (ad
esempio, neurotrasmettitori del SNC verso la
periferia).

Figura 1: Barriera emato-encefalica

Il farmaco per poter penetrare nel SNC deve avelle daratteristiche ben precise che
dipendono da:

 Grado di legame con le proteine plasmatiche, chgedisce il passaggio a
livello del SNC.

» Grado di ionizzazione, dato che i farmaci ionizzaih penetrano a livello del
SNC.

» Coefficiente di ripartizione lipidi/acqua (da lI'mledi una maggiore o minore
liposolubiltd o idrosolubilita). Farmaci con un &ogente di ripartizione
elevato, ossia liposolubili, penetrano faciimernté SNC.
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Anche farmaci con basso coefficiente di ripartieiggossono penetrare nel SNC
ma mentre nel primo caso il passaggio avviene @@ptce diffusione passiva,
nel secondo caso avviene mediante trasporto medi#atarrier. Ci sono 6 classi
di carriers: carrier degli esosi (glucosio, galsitto mannosio), degli acidi
monocarbossilici, degli amminoacidi (neutri, a catéunga, basici, acidi), delle
basi puriniche, dei glicosidi e delle amine. Peitage l'ingresso massivo di
farmaci il carrier si trova in condizione di sentisazione (& la semisaturazione
ad impedire l'ingresso massivo del farmaco). Instuenodo la possibilita di
raggiungere grandi concentrazione di farmaco earittitata.

Infine, la maggior o minor liposolubilita comportana diversa velocita di
passaggio attraverso i capillari. Questo processbffdsione passiva semplice
avviene per l'esistenza di un gradiente di coneeitne tra due compartimenti
separati da una membrana. Quanto piu velocemefdeniaco passa attraverso
la membrana, tanto piu velocemente verra raggilietpuilibrio, prima del
decadimento della concentrazione plasmatica. Ustaspa molto liposolubile
raggiunge l'equilibrio in tempi molto rapidi, quandla concentrazione
plasmatica € ancora alta; una sostanza che haifficolth ad attraversare la
membrana, invece, raggiunge I'equilibrio quanda@dacentrazione plasmatica
gia decade, con conseguente concentrazione rigklttassuto.

Paracellular Transcellular . Transport proteins Receptor-mediated Adsorptive
aqueous pathway lipophilic transcytosis transcytosis
(extremely rare) pathway
‘Water-soluble Lipid-soluble Glucose, Insulin, transferrin Albumin, other
agents agents amino acids, plasma proteins
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Figura 2: sistemi di trasporto attraverso la barriera erggitcefalica

Molte sono le strategie che sono state sviluppatgopmuovere il rilascio di farmaci a
livello cerebrale:

Conversione di farmaci idrosolubili, che non poss@attraversare la BEE, in
farmaci lipofili [14]. Alternativamente carrier lighici possono essere collegati a
farmaci idrofili. La concentrazione di farmaci ragaugibile a livello cerebrale
direttamente correlata al loro coefficiente di peamilita e alla loro
concentrazione plasmatica. Questa metodica pud@aneodd un aumento del
coefficiente di permeabilita del farmaco, ma puohenridurre 'AUC.
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Infusioni o iniezioni intracerebrali [15]: questaategia risulta essere piuttosto
invasiva, in quanto puo determinare un danneggitonéel tessuto cerebrale e
provocare infezione.

» Utilizzo della via olfattiva per molecole piccoldiposolubili [16].

* Modulazione della barriera emato-encefalica [14)eQa strategia consiste nel
modulare le tight junctions aprendo cosi la viaapaHlulare di accesso al
cervello. Questo pud essere ottenuto per via osmati utilizzando ultrasuoni o
radiazioni elettromagnetiche. Il rischio di questgnica € che anche virus,
neurotrasmettitori eccitatori o altri potenzialiea$j dannosi, potrebbero passare
dal sangue al cervello.

* Rilascio attraverso trasportatori endogeni: conedoda stereochimica di questi
sistemi di trasporto, € possibile disegnare farnwne pseudosubstrati per
promuoverne l'uptake nel cervello [18].

e Sviluppo di inibitori specifici delle pompe di afffso. A lungo andare I'utilizzo
di questa strategia puo portare ad un facilitagsaggio di sostanze tossiche nel
cervello [2].

» Utilizzo di vettori peptidici (CPP = cell penetragi peptide vectors) [19-20]: in
questi sistemi domini idrofobici si alternano a doincarichi positivamente,
costituiti da sequenze di amminoacidi quali argangnlisina. Non € ancora molto
chiaro il meccanismo con cui questi sistemi attrsaeo le membrane, ma e
escluso che si tratti di un meccanismo mediateedattori, per cui & aspecifico.

e Utilizzo di nanoparticelle come liposomi o mice]#&l]: Questi sistemi possono

essere usati come reservoir di farmaci, per incnéanee la diffusione passiva

attraverso la BEE, come drug-carrier e come aguantiificatori del trasporto

(per esempio inibendo le pompe di efflusso). Inufeg 3 sono riassunte le

possibili strategie per promuovere il rilascio dirrhaci a livello cerebrale,

utilizzando formulazioni a base polimerica. La gtip& di questi sistemi puo
essere opportunamente modificata in modo tale @mere un targeting attivo

[22].
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4 Introduzione Micelle a base di GCPQ

Micelle

Le micelle sono delle dispersioni colloidali di dinsioni generalmente inferiori a 100
nm, costituite da polimeri amfifili, nel nostro casa GCPQ. A basse concentrazioni
gueste molecole esistono separatamente come unguarido la loro concentrazione in
soluzione acquosa supera la CMC (concentrazionellanie critica), esse iniziano ad

aggregarsi spontaneamente in micelle ( metodo dedkoluzione) [23], cioe in sistemi

in cui le porzioni idrofile sono rivolte verso il @mzo acquoso, mentre le porzioni
lipofile vanno a formare il core della micella.

Single polymer chains Polymeric micelle
(“Unimers”)
hydrophobic block  hydrophilic block hydrophobiccore ..., hydrophilic shell
\ d \,.x ; T,
\ d :
N NS [Unimer] > CMC

Temp. > CMT
M
i —

""\/\/\ {Unimer] < CMC
m Temp. <CMT

Figura 4: Schema che illustra la formazione di una micella

Polimeri anfifili, con scarsa solubilita in acquppssono essere alternativamente
disciolti in un solvente organico volatile, dialé&p poi contro un tampone acquoso
(metodo della dialisi) [24].

Nei sistemi acquosi le molecole non polari si diggano all’interno della micella, nel
core, le molecole polari sono adsorbite sulla diugpere le sostanze con polarita
intermedia si dispongono tra le catene delle mdéedbsurfactante.

Le micelle utilizzate per il rilascio di farmaci vleno essere costituite da polimeri
biodegradabili [25-26] e di peso molecolare infezi@ 40 KDa, in modo che possano
essere eliminate per via renale, evitando cosinfiemd di accumulo, che potrebbero
causarne tossicita [27].

La formazione delle micelle € un processo termadina e quindi reversibile. E’

fondamentale che le micelle rimangano stabili dgpmministrazione intravenosa e
conseguentemente in condizioni di estrema diluzif#8]. La stabilita termodinamica
delle micelle & inversamente proporzionale alla CNUB aumento della lunghezza
della porzione idrofobica, diminuisce significatimante la CMC dell’'unimero e quindi
aumenta la stabilitd termodinamica delle micellénperiche; al contrario, un aumento
della porzione idrofilica aumenta la CMC e quindnohuisce la stabilita delle micelle

[24].
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Materiali e Metodi

Micelle a base di GCPQ

4.2 Materiali e Metodi

4.2.1 Materiali

Prodotto

Ditta Produttrice

acido acetico

VWR international

acetonitrile HPLC grade

Fischer Scientific

acido cloridrico

VWR International

acido palmitico N-
idrossisuccinimmide 98.00%

Sigma

acqua deionizzata

Millipore Elix —Progaard 2

acqua deuterata %D 99.9 %

Aldricho Goss Scientific Instrument
Ltd.

v

dietiletere 99.5%

BDH or Fischer Scientific

doxorubicina cloridrato 2mg/ml

Ebewe

etanolo assoluto 99%

School of Pharmacy, University of
London

glicol chitosano>60%

SIGMA

Idrossido di sodio 99.13%

Fischer Scientific

metanolo-d4 99.80%

Cambridge Isotope Laboratohies,

1-metil-2-pirrolidone 99+% Sigma-Aldrich
metil ioduro Sigma-Aldrich
sodio bicarbonato 99.5% Fluka
sodio ioduro 99.5% Fluka
sodio acetato anidro Sigma-Aldrich
sodio diidrogenofosfato monoidrafo FLUKA

tubi da dialisi Visking MWCO 3.5
KDa, 12-14 Kda, 7 Kda

Medicell International Ltd., London
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4 Materiali e Metodi Micelle a base di GCPQ

4.2.2 Metodi
4.2.2.1 Sintesi del GCPQ

]

H
CH OCHZH,0H
CH CH—C0—0—nN
-t zla H OCH,CH,OH
H OCH,CH,OH Palmitic acid 4 —
N-hydroxysuccinimide

Ester M LOCH,CH,OH
Glycol Chitosan (GC) I
—n
Palmitoyl Glycol Chitosan

-

(GCP)
CH OCH CH,CH

M L, OCH,CH,OH
_In
Quaternary Palmitoyl Glycol Chitosan

(GCPQ)

Figura 5: Schema della sintesi del GCPQ

La sintesi del GCPQ e stata realizzata second@ibdo descritto da Uchegbu e altri,
con alcune modifiche [6-7]. Questo consiste difas (fig 5); nella prima fase viene
effettuata una degradazione acida del glicol chros(GC) in modo da ridurne il peso
molecolare; in questo modo €& possibile poi ottenmreelle di dimensioni molto
piccole, adatte ad un rilascio cerebrale. Nel segaostep, residui palmitoilici (-C16)
vengono legati al glicol chitosano degradato, & fili ottenere un polimero anfifilico,
in grado di auto-assemblarsi in soluzione acqubledl ultima fase della sintesi, per
aumentare le caratteristiche di idrofilicita e ibfilo di sicurezza (vedi paragrafo 4.1)
del palmitoil glicol chitosano (PGC), ne abbiammwertito le ammine primarie in
gruppi ammonici quaternari, attraverso una reazehmeetilazione.
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4 Materiali e Metodi Micelle a base di GCPQ

Degradazione del glicol chitosano

5 g di glicol chitosano sono stati solubilizzati3&0 ml di acido cloridrico 4N e posti in
un bagno preriscaldato a 50 °C per 48 ore, soitazagne. Il tempo di permanenza nel
bagno termostatizzato (tempo di degradazione) erm@tante per il peso molecolare
del polimero finale [29]; aumentando il tempo dgoedazione diminuisce infatti il peso
molecolare. Il prodotto ottenuto € stato purificair dialisi contro acqua deionizzata
per 24 ore (con 6 cambi di acqua in totale) eazdndo tubi con cutoff di 3,5 KDa. I
prodotto dializzato e stato poi liofilizzato; sb#enuto cosi un materiale color crema di
aspetto cotonoso.

Palmitoilazione del glicol chitosano degradato

Glicol chitosano degradato (500 mg) e sodio bicaabm (376 mg) sono stati disciolti in
una miscela di etanolo assoluto (24 ml) e acquand&iata (76 ml). Alla soluzione di
glicol chitosano e stato aggiunto goccia a goccidapalmitico N-idrossisuccinimmide
(NHPA) (792 mg) preventivamente disciolto in etanatsoluto (150 ml). La miscela e
stata tenuta sotto agitazione per 72 ore protetia tice, dopodiché il prodotto € stato
isolato per evaporazione dell’'etanolo, e successistaazione della rimanente fase
acquosa (100 ml) con dietiletere. Quest'ultima, tenante il polimero, € stata poi
dializzata contro acqua deionizzata per 24 orézzdéindo tubi con cutoff di 12-14 KDa.

Il prodotto ottenuto dopo liofilizzazione aveva e una aspetto cotonoso ed era di
colore bianco.

Quaternizzazione del palmitoil glicol chitosano

I PGC (300 mg) e stato disperso in N-metil-2-gidone (25 ml) e lasciato 1 ora sotto
agitazione; successivamente sono stati aggiuntidi ona soluzione etanolica 1 mM di
idrossido di sodio, 0,44 ml di metil ioduro e 45 mduro di sodio. La reazione e stata
lasciata sotto agitazione per 3 ore a 36 °C, pgeotilla luce e in atmosfera di azoto. Il
prodotto quaternarizzato € stato precipitato caiildtere (400 ml), lavato due volte
sempre con dietiletere ed una volta con etanololates Si € ottenuto cosi un solido
marrone che successivamente, disciolto in acquaaka origine ad una soluzione di
colore giallo. Tale soluzione, dopo dialisi (tulmnccutoff di 7000 Da), € stata passata
attraverso una colonna impaccata con Amberlite 8ACI-1, in cui precedentemente
era stata fatta scorrere una soluzione di acidaedcico 1 M (120 ml), seguita poi da
acqua deionizzata (10 L) fino a raggiungimento ldineutro. L'eluato dalla colonna e
stato raccolto e, dopo liofilizzazione, é stat@otito come prodotto un solido fibroso.

La resa della reazione che da glicol chitosano dré&afm a palmitoil glicol chitosano
quaternarizzato e stata del 57,4%.

4.2.2.2 Caratterizzazione del GCPQ

Cromatografia di esclusione e MALLS (multi-angledalight scattering)
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4 Materiali e Metodi Micelle a base di GCPQ

| pesi molecolari del GC degradato e del GCPQ sstai determinati con uno
strumento GPC-MALLS, dotato di una pompa HPLC Watt5, di un light scattering
multi angolo DAWN’ EOS" MALLS (A=690 nm), di un rifrattometro-interferometro
Optilab DSP e di un rivelatore QELS (Wyatt TechmggloCorporation, USA). |
campioni sono stati fatti correre utilizzando, cofase mobile, un tampone acetato
(CH3COONa 0,3M / CH3COOH 0,2 M) nel caso del GCrddgto o una miscela
tampone acetato /metanolo 35:65 per il GCPQ; inp&di sono stati disciolti nella fase
mobile (5 mg/ml), filtrati con filtri 0.2um e iniettati in una pre-colonna POLYSEP
TM-GFC-P (35x7.8 mm, Phenomenex, UK) collegata iaa colonna POLYSEP TM-
GFC-P 4000 (300x7.8 mm, Phenomenex, UK). Sono &t misure in quadruplo a
temperature ambiente con un flusso della fase matill ml/min per il GC e 0,7
ml/min per il GCPQ. | dati sono stati analizzatiliezzando un software ASTRA . |
valori dn/dc del GC degradato e del GCPQ sono stistirati in triplicato nei rispettivi
solventi, sopra riportati, a 40 °C con un OptilalsH rifrattometro-interferometro
(A=690 nm). | campioni filtrati di concentrazione 0al-0.7 mg/ml sono stati iniettati
manualmente utilizzando una velocita di flusso @ tl/min. | dati sono stati poi
processati con un software Wyatt DNDC.

SpettroscopiaH NMR e FTIR

Gli spettri 1H NMR del GCPQ sono stati ottenutmetanolo deuterato utilizzando uno
spettrometro Bruker AMX 400 MHz .

Per quanto riguarda gli spettri FTIR sono statettffati con uno strumento Perkin
Elmer Spectrum 100 - Universal Single bounce Dian&TR. L’'analisi e stata
eseguita direttamente su polvere senza alcunrtrattep del campione.

Analisi DSC e diffrazione dei raggi X

Per effettuare I'analisi DSC del GCPQ é statozgdio uno strumento Mettler TA4000
dotato di cella DSC 25. Il campione, opportunamgmeeato con bilancia analitica
Mettler M3 (5 mg), €& stato sottoposto ad un aumenbgrammato della temperatura in
un range tra 30 e 350 °C ad una velocita di 10l t@imuto.

| diffrattogramma del GCPQ é stato ottenuto condiffiattometro per polveri Philips
PW 1130 ad una velocita di scansione di 0,05°/rmm20 compreso tra 5° e 35°.

4.2.2.3 Preparazione delle micelle

Una volta sintetizzato e caratterizzato il polimesono state realizzate micelle a base di
GCPQ caricate con doxorubicina cloridrato. In qugistemi e stato scelto un rapporto
farmaco-polimero 1:5, in quanto da studi precedentde condotti dal gruppo di lavoro
della Prof. Uchegbu, aveva dato i migliori risultab termini di efficacia di
incapsulazione.
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4 Materiali e Metodi Micelle a base di GCPQ

Utilizzando questo rapporto doxorubicina-GCPQ,isaiva comunque ad ottenere un
formulazione con un diametro medio delle particeil@to piccolo e inoltre la soluzione

risultante, non era eccessivamente viscosa. Qpespeieta sono importanti quando la
via di somministrazione &, come nel nostro casdpeenosa.

Inizialmente il GCPQ (10 mg) e stato solubilizzat® ml di una soluzione fisiologica,;
successivamente, la soluzione del polimero, € stgtaunta ad una quantita esatta
(Iml= 2 mg) di doxorubicina HCI preventivamentdilinzata.

by

La soluzione ottenuta € stata sonicata per 10 miMSE Sonipreb 150, MSE
Instruments, UK) protetta dalla luce e immersa lagcio per evitare che il calore,
sviluppato durante il processo di sonicazione, dggrasse il farmaco.

La soluzione micellare, dopo sonicazione € stafdiGgia su una colonna Sephadex G
25, al fine di separare il farmaco incapsulato dellq libero, che é piu trattenuto dalla
colonna e quindi esce successivamente alla dox@nabicloridrato. Come eluente é
stata utilizzata fisiologica.

4.2.2.4 Determinazione dell’efficacia di incapsulaane delle micelle

L’efficacia di incapsulazione (EE%) e stata caltalapplicando la seguente formula:

t—Ql
EEv 2, 100
Qt

dove Qt e la quantita totale di doxorubicina a cdlla fase iniziale di preparazione
delle micelle, era stato addizionato il GCPQ;eQa quantita di farmaco libera ovvero
non incapsulata nelle micelle, che viene determaimatcogliendo le frazioni in uscita
dalla colonna sephadex, successive alla eluiziatie dicelle. La concentrazione di
farmaco in queste frazioni e stata determinataitealiPLC.

4.2.2.5 Analisi HPLC della doxorubicina

La determinazione quantitativa della doxorubicinatata effettuata con un sistema
HPLC munito di una pompa Waters TM 515 HPLC, cosaesd un autocampionatore
Waters TM 17 con detector Waters TM 486. E’ statitizmata una colonna C18
Cromolith Merck mum, 100 mm x 4,5 mm mantenuta ad una temperatud@ dC con
un Jones Chromatography column heater modello 794&l.lunghezza d’onda
selezionata era di 254 nm e il flusso 1,2 ml/mia.fase mobile scelta era costituita da
acetonitrile: NaHPO, 100mM (pH di 4,5). In queste condizioni il limiteli
quantificazione e stato osservato agiml.

4.2.2.6 Determinazione del dimensioni e del poteate Z delle micelle

Le dimensioni delle micelle e il loro potenzialesdgno stati determinati tramite PCS
(Malvern Zetasizer 3000H$ Le misure sono state effettuate in triplo e prim
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4 Materiali e Metodi Micelle a base di GCPQ

dell'inizio di ciascuna analisi i campioni sonotstasciati a temperatura ambiente per
30 minuti.

4.2.2.7 Analisi morfologica delle micelle

Le micelle sono state esaminate morfologicameataite TEM (Transmission Electron
Microscopy) CM 12 Philips con telecamera digitdeima di ogni analisi una goccia di
ciascun campione & stata posta su una grigliatit@esn Formvat/Carbon.
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4  Risultati e discussione Micelle a base di GCPQ

4.3 Risultati e Discussione
4.3.1 Caratterizzazione del GCPQ

4.3.1.1 Cromatografia di esclusione e MALLS (multangle laser light
scattering)

Questa tecnica e stata utilizzata per determinkngeso molecolare del polimero
sintetizzato e la sua distribuzione.

La GPC (gel permeation chromatography) o cromafizgth esclusione € una tecnica
che permette di separare i polimeri in base al leotume idrodinamico, peso
molecolare e viscosita. A tale scopo vengono uatlizmateriali come Sephadex, che
sospesi in acqua rigonfiano; si formano cosi a ioterno dei pori di diametro molto
regolare. Ponendo a contatto una soluzione contemeolecole di varia grandezza con
il gel, si verifica che quelle con raggio idrodinam molto grande, non possono
diffondere attraverso i pori ed eluiscono per pridatia colonna, mentre le molecole
piu piccole, diffondono all'interno dei pori e vesrgp eluite piu tardi, in base al loro
peso molecolare. Quindi la selettivita della teardgende dalle dimensioni dei pori del
gel. Collegato alla GPC si trova un MALLSn(lti-angle laser light scattering)
utilizzato per determinare il peso molecolare ddinperi eluiti. Le molecole, dopo aver
attraversato la colonna, passano attraverso unt ligbattering detector e
successivamente attraverso un detector di coneémeg che rivela variazioni di indice
di rifrazione. In un sistema GPC/MALLS, il segnadeoveniente dal light scattering
detector, € proporzionale al peso molecolare ddimeoo eluito moltiplicato la
concentrazione; quindi la massa molare puo essdgelata dalla combinazione dei due
segnali, uno proveniente dal light scattering e dalorivelatore di indice di rifrazione |l
rapporto dn/dc € un valore fondamentale per laraét@zione del peso molecolare del
polimero. Esso rappresenta la variazione dell’iadd rifrazione al variare della
concentrazione del campione in soluzione. Quesiresaviene determinato iniettando
nel detector di indice di rifrazione soluzioni gellimero a varia diluizione; il software
(ASTRA) provvede poi a calcolare il valore dn/do. figura 6 e riportata a titolo
esemplificativo la curva dn/dc ottenuta per il glichitosano degradato.

In tabella 1 sono riportati i valori di peso molege medio del GC degradato (partendo
da un GC di 66050 Da) e del GCPQ sintetizzato, corispettivi valori di
polidispersione. Dalla tabella si evince che, aeelldGCPQ un peso molecolare
inferiore a 40 KDa, puo essere eliminato per vizale, evitando cosi i fenomeni di
accumulo, che si possono avere con polimeri piusgirg27]. L'alto indice di
polidispersione pu0 essere attribuito al fatto dbereazioni di palmitoilazione e
guaternizzazione avvengono in modo random, cioeunalccatene polimeriche
presentano un maggiore grado di derivatizzazispetio ad altre. Inoltre la variabilita
del peso molecolare puo essere attribuita anchaedlzione di degradazione del glicol
chitosano con HCI; e infatti dimostrato che all’antare del tempo di degradazione
aumenta la distribuzione della massa molare [29].
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dn/de Curve
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Figura 6: Curva dn/dc di GC degradato

dnic {mL/fg)

Campione Peso molecolare Polidispersione
b medio (Da) b
GC degradatqg 8974 1,12
GCPQ 11354,2 1,79

Tabella 1 :valori di peso molecolare medio e di polidispersidel GC degradato e del GCPQ

4.3.1.2 SpettroscopidH NMR

In figura 7 possiamo osservare lo spettté NMR del GCPQ. La presenza di
determinati segnali, caratteristici di questo peli) ne ha confermato la sintesi; di
seguito e riportata I'attribuzione dei singoli cheah shift dello spettro:

6 0.78-0.82 = CH3 (palmitoilico)p 1.19 = CH2 (palmitoilico);6 1.53 = CH2
(palmitoilico deschermato dal carbonil&)1.93 = CH3 (acetil glicol chitosanay;2.73-
3.13 = CH3 (dimetilammino)} 3.27 = CH3 (trimetilammino)} 3.37-4.60 = (protoni
dello zucchero)y 3.21 = CD30D; and 4.8 = D206 5.03-5.20= (protoni anomerici).
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e CHQOCH CH.COH GCPQ

CH oc»szcrizou
/10 11
9OCH CH:0H
N{CHJ:.
NH H cc—lzoq OH
N(CHT CHDCH,CH,OH
6,7
NH &
H

HO.

-

o - n

CDs0D

D.O

Figura 7: Spettro'H NMR del GCPQ in metanc-d,

Grazie alla spettroscopia NMR e stato possibile hancalcolare il grado «
palmitoilazione e quaternizzazione del GCconfrontando nel primo caso i segrl e
9 e nel secondo cas® e 9 e considerando che il segndlerappresenta tre proto
mentre i segnald e 9 entrambi 9 protoni. Applicando le formule sottoarifate abbiam:
trovato, per il GCPQ sintetizza, un grado di palmitoilazione e quaternizzazi
rispettivamente del 21,6% e del 6,-.
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)
% palniidzione =

1/3
59/9

* 100

_ 58/3,
% quaierazione = 100

59/9

4.3.1.3 Spettroscopia Infrarossa in Trasformata diFourier (FTIR)
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Figura 8: Spettro FTIR del GC degradato
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Figura 9: Spettro FTIR del GCPQ
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Nelle figure 8 e 9 sono riportati gli spettri FTdel GC degradato e del GCPQ. La
spettroscopia FTIR e stata utilizzata come tecdicsupporto alla spettroscopia NMR
per confermare I'avvenuta sintesi del polimero.

A 3332 cnmi* possiamo osservare una larga banda, attribuillestretching NH e OH
sovrapposti, che rimane invariata nei due spettri.

Confrontando gli spettri del GC e del GCPQ si patare che in quest’ultimo si € avuto
un aumento di intensita dei picchi relativi alteesching CH di catene alchiliche sature
( 2922 e 2852 cnit). Questo conferma I'avvenuto legame del residumipailico al
glicol chitosano.

Inoltre, nello spettro del GC, il picco di stretagiCO ammidico non cade a numeri
d’onda canonici ma a valori piu bassi (1617 %nindicando formazione di legami a
idrogeno inter ed intramolecolari; nel GCPQ invegesto stesso picco Si ritrova a
numeri d’onda maggiori (1645 ¢h1 da cid si evince che la presenza della catena
palmitoilica sul GC determina ingombro sterico, dngedisce la formazione dei
legami a idrogeno.

Infine la larga banda tra 1100 e 900 cm-1, caiatiea della struttura zuccherina,
appare immodificata in entrambi i polimeri, indidanche il legame della catena
palmitoilica al GC non ne provoca cambiamentiansttuttura originaria.

4.3.1.4 Analisi DSC e diffrazione dei raggi X del GPQ
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Figura 10: Diffrattogramma del GCPQ
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exo

Figura 11: Curva DSC del GCPQ

In figura 10 e 11sono riportati rispettivamentdiffrattogramma e la curva termica del

GCPQ. Entrambe le analisi hanno messo in evidemzaaiura amorfa del polimero.

Infatti, nello spettro di diffrazione, si osserganpoche bande molto slargate e poco
intense.

Anche la curva termica ha un profilo tipico di urogotto amorfo idrato, in cui si puo
osservare un primo picco di disidratazione seguttemperature piu alte, oltre i 200
°C, da una endoterma attribuibile a fenomeni draéagzione.

4.3.2 Caratterizzazione delle micelle a base di GQP caricate con
doxorubicina: Determinazione dellEE%, delle diameto medio e del
potenziale Z.

Diametro medio Indice di Potenziale Z
EE% - .
nm polidispersione mV
35,3 +0,9 79,9+1,38 0.33+0,032 20+1,11

Tabella 2 Diametro medio, indice di polidispersione e patale Z di micelle a base di GCPQ
caricate con doxorubicina cloridrato

Come possiamo vedere in tabella 2 le nanopartigaitelotte sono di dimensioni
colloidali, inferiori a 100 nm. Questo ha chiarangedelle conseguenze importanti sulla
loro distribuzione in vivo; infatti piccole dimemsii significa maggiore uptake
intracellulare e piu ampio range di targets biatgggrazie anche alla loro maggiore
mobilita; per esempio € riportato che nanopartcell dimensioni ridotte possono
attraversare la BEE aprendo le tight junctions [8Cjuindi potrebbero essere ottime
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candidate per il trattamento di tumori cerebralbnf®@ possiamo osservare in tabella 9
I'indice di polidispersione é relativamente alta@esto pud essere dovuto, come gia
detto ( 4.3.1.1) al fatto che non tutte le cateoleneriche presentano lo stesso grado di
derivatizzazione.

Per quanto riguarda il potenziale Z é una carattea di superficie molto importante
delle nanoparticelle che é influenzata sia dalte Immposizione che dal mezzo in cui
sono disperse. Nanoparticelle con potenziale Zrsangea (+/-) 30 mV presentano una
sufficiente carica superficiale che le rende stambn soggette a fenomeni di
aggregazione nel tempo. Le micelle a base di GCR@nd esibito una carica
superficiale positiva, che €& sicuramente vantaggios vista di una loro applicazione
per promuovere il rilascio cerebrale di doxorukecifi2]. Tuttavia questa carica &
inferiore a 30 mV e quindi si potrebbero avereteaipo fenomeni di instabilita. Studi
di particle size effettuati, e a distanza di duesinglalla preparazione delle micelle, non
hanno evidenziato variazione nelle loro dimensienguindi abbiamo al momento
escluso fenomeni di aggregazione.

In tabella 2 ¢ riportata anche I'efficacia di insafazione della doxorubicina in micelle
di GCPQ. Come possiamo vedere questo valore évastatnte basso; la causa puo
essere ricercata nella sua idrofilicita. Molti autbanno infatti cercato di superare
guesto problema, coniugando la doxorubicina conimmol idrofobi [26] o
convertendola nella corrispondente base.

4.3.3 Caratterizzazione morfologica delle micelleidsCPQ caricate con
teofillina

Figura 12 : Immagini TEM di micelle a base di GCPQ caricata doxorubicina cloridrato

Come possiamo vedere in figura 12 le immagini TEMedmicelle hanno rivelato una
forma sferica omogenea, senza fenomeni di aggregazie’ chiaramente identificabile
la tipica struttura core-shell in cui abbiamo urcleo interno costituito dalla porzione
idrofobica del polimero e una corona esterna eosdidalla porzione idrofilica. Questa
interagisce fortemente con 'ambiente acquoso siesde e assume un aspetto definito
“brush” [31] che limita stericamente i fenomeni dpsonizzazione da parte dei
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componenti del sangue, portando cosi ad una maggesistenza alla fagocitosi.
Questo ha come conseguenza un prolungamento dedlpeli permanenza in circolo.
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4.4 Conclusioni

Negli ultimi anni il chitosano ha riscosso moltaeazione per le sue proprieta
enhancer, mucoadesive e di biodegradabilita. ktoglichitosano rispetto al
chitosano presenta una maggiore solubilita a pHraeubasico, che ne evita la
precipitazione a pH fisiologico. La palmitoilazioreermette di ottenere un
polimero capace di auto-assemblarsi in soluziongue@sa, mentre la
quaternizzazione ne incrementa ulteriormente labsiata.

In questo lavoro e stato sintetizzato il GCPQ, sdoaun metodo messo a punto
dal gruppo di ricerca diretto dalla Prof. Uchegpresso la School of Pharmacy
di Londra, in cui ho svolto 4 mesi della mia ricedi dottorato.

L’avvenuta sintesi del polimero, con resa pari @}45%, é stata confermata
tramite spettroscopia NMR e FTIR, mentre studi iffrazione dei raggi X e
studi calorimetrici hanno messo in luce la natumada del GCPQ.

Sempre tramite spettroscopia NMR e stato possitdkeolare il grado di
palmitoilazione e quaternizzazione che sono rifukgsere rispettivamente
21,6% e 6,4%. Cambiando opportunamente le condidiaeazione e possibile
modificare il grado di derivatizzazione del GCPQuéndi ottenere un polimero
di adeguate proprieta, in base all’applicazionaig&aestinato.

Il peso molecolare del polimero, determinato trent®PC-MALLS e risultato
essere 11354. Essendo questo valore inferiorekD&) il GCPQ non dovrebbe
causare problemi di tossicita dovuti ad accumulo.

L’indice di dispersione relativamente alto del peswmlecolare puo essere
attribuito sia ad un diverso grado di derivatizeagi delle catene polimeriche,
sia alla reazione di degradazione del glicol claitasin HCI.

Utilizzando il polimero sintetizzato sono state pamate micelle cariche di
doxorubicina al fine di favorirne il rilascio a &llo cerebrale. Questo farmaco
infatti € potenzialmente molto efficace per la cuiatumori cerebrali, se
iniettato intra-cerebro-ventricolare ma non e capdiattraversare la BBE.

Le micelle sono state preparate con una metodit@neamente semplice e
rapida, sonicando per 10 minuti una soluzione asguontenente il farmaco e il
polimero in rapporo 1:5 (p/p).

L’avvenuta formazione delle micelle e stata confaartramite TEM e PCS.

Le dimensioni delle micelle sono risultate inferiarlO0 nm, quindi potrebbero
essere delle buone candidate per il rilascio ddeerebrale.

La determinazione del potenziale Z delle micelle rhasso in evidenza la
presenza di cariche positive superficiali e quéstama proprieta favorevole per
il targeting cerebrale.

Nonostante che i valori di potenziale Z registsaino risultati inferiori a (+/-)
30 mV non sono stati evidenziati al momento fenanaeraggregazione delle
micelle; gli studi di stabilita sono perd ancoraorso.

Il valore di efficacia di incapsulazione della doxbicina e risultato essere
relativamente basso; ne abbiamo attribuito la caaléa caratteristiche di
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idrofilicita del farmaco. Stiamo valutando quin@i possibilita di caricare le
micelle di GCPQ con la rispettiva base. A tale p abbiamo gia messo a
punto un metodo di estrazione della doxorubicingebdalla doxorubicina
cloridrato commerciale.

Nellambito di una nostra collaborazione con il Bipmento di Farmacologia
dell'Universita di Firenze e con l'ospedale pedarMeyer, le formulazioni
realizzate verranno testate in vivo su ratti, & fdi verificare se effettivamente,
I'utilizzo di micelle, ha portato ad un incremergignificativo della quantita di
farmaco rilasciata a livello cerebrale. Qualora gBiti fossero negativi,
valuteremo la possibilita, vista la grande vergatibfferta dal GCPQ, di
funzionalizzare adeguatamente il polimero al fin@ttenere un brain targeting
attivo.
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This study describes the application of a multi-varied experimental design methodology to
the optimization of a bead formulation based on a mixed network of Ca pectinate and chi-
tosan. The effect of varying the relative percent of the three components used for the bead
production, i.e. pectin, chitosan and CaCl,, has been systematically investigated with the
aim of identifying their best levels to optimize drug encapsulation efficiency (considered as
the experimental response to be maximized), as well as to highlight possible interactions
among the components. The study was applied to two different drugs, i.e. prednisone and
theophylline, selected, respectively, as modelinsoluble and relatively soluble drugs, in order
to evaluate the influence of this parameter as well. Different bead batches were prepared
according to Dochlert and D-optimal design and randomly evaluated for drug encapsulation
efficiency. Analysis of response surface plots allowed identification of the best combina-
tion of the three bead components in order to maximize drug encapsulation efficiency. The
most effective compositions were chitosan 3% (w/v), pectin 9% (w/v), CaCl, 4% (w/v) for the
theophylline -loaded beads and chitosan 0.75% (w/v), pectin 6% (w/v), CaClz 7.9% (w/v) for the
prednisone-loaded ones. The good correspondence between calculated and experimental
values indicated in both cases the validity of the generated statistical models for the pre-
diction of microsphere encapsulation efficiency. The different results obtained for the two
drugs indicated the importance of the greater or lesser drug lipophilicity in determining the
optimal bead composition with the highest encapsulation efficiency.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1 Introduction

what less hostile environment (due to a near neutral pH
and a reduced enzymatic activity), a longer residence time,

In recent years the development of colon-targeted drug deliv-
ety systems has gained increased importance not only for a
better treatment of local pathologies, but also for the sys-
temic therapy of both conventional and labile molecules, as
well as a means of achieving chronotherapy for diseases sen-
sitive to circadian rhythms, such as nocturmal asthma, angina
and arthritis (Ashford and Fell, 1994; Yang et al.,, 2002). In
fact this intestinal region presents distinct advantages with
respect to the stomach and small intestine such as a some-

* Corresponding author. Tel.: +39 055 4572672; fax: +39 055 4573673,
E-mail address: paola.mura@unifi.it (P. Mura).
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and a greater responsiveness to drug absorption enhancers
(Chourasi and Jam, 2003). Thus, colon-specific delivery could
allow improvement of drug oral bioavailability, reduction of
the total administered dose and a decrease of side effects
(Yeh et al, 1995). Of the various strategies developed to
achieve site-specific targeting of drugs to the colon (Yang et
al., 2002; Chourasi and Jam, 2003; Ashford et al,, 1993), the
use of carriers that are degraded specifically by colonic bac-
teria seems, at present, the most promising one regarding
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The aim of this work was to assess the effectiveness and actual advantages of the microwave
(MW) technology for preparing ternary complexes of ketoprofen (Keto) with B-cyclodextrin (f-Cd)
or methylated-B-cyclodextrin (Mep-Cd) and phosphatidylcholine (EPC3) with respect to conventional
preparation methods, such as co-grinding and sealed-heating. The products obtained with the different
techniques were characterized by differential scanning calorimetry (DSC), X-ray powder diffractometry,
FT-IR spectroscopy and dissolution studies. For each method, the influence of different experimental con-
ditions on the physical-chemical properties of the final products has been also investigated. DSC analysis
was used to monitor physical stability of ternary complexes during 2 years storage under ambient con-
ditions. MW irradiation resulted to be a rapid and very convenient preparation technique. In fact, it was
more effective than the considered conventional methods, enabling obtainment in shorter times of prod-
ucts with better performance. In particular, the Keto-Mep-Cd-EPC3 product prepared by MW treatment
at 750W for 10min allowed achievemnent of about 80% of drug dissolution after 60 min, in comparison
with the 50% and 63% values obtained for the corresponding products prepared by 30-min co-grinding or
60-min sealed-heating. Moreover, such ternary products were more effective in improving drug dissolu-
tion than the corresponding Keto-MeB-Cd systems. Furthermore, the MW treatment at such irradiation
energy enabled obtainment of totally dehydrated samples, which maintained unchanged solid-state char-
acteristics and showed no susceptibility to ambient humidity after 2 years storage at ambient temperature.
Therefore, MW-treated Keto-MeB-Cd-EPC3 systems can be successfully used for formulation of tablets
with enhanced drug dissolution behaviour.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Microwave (MW) technology has recently received an increas-
inginterestin the pharmaceutical field even though its applications

Ketoprofen is a potent non-steroidal anti-inflammatory drug
belonging to Class Il of Biopharmaceutics Classification System
(BCS), whose poor water-solubility can cause formulation problems
and limit its therapeutic applications and bicavailability. Cyclodex-
trin complexation has been successfully employed in improving the
solubility and dissolution properties of ketoprofen [1] and a clear
influence of the complex preparation methods on the drug disso-
lution behaviour has been demonstrated [2]. Moreover, previous
studies pointed out that the presence of suitable auxiliary sub-
stances such as phospholipids had a synergistic effect in improving
the cyclodextrin solubilizing power towards ketoprofen [3]. On the
other hand, it has been demonstrated that the improved drug dis-
solution rate obtained by cyclodextrin complexation gives rise to a
corresponding enhancement of its bioavailability [4].

* Corresponding author. Tel.: +39 055 4573672; fax: +39 055 4573673.
E-mail address: paola.mura@unifi.it (P. Mura).
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are still rather limited [5,6]. It has been shown that the polarizing
aspect of MW heating gives rise to enhanced mass transport, and
it can be exploited as an effective tool for generating drug solid
dispersions at molecular or nano-scale level in a suitable stabiliz-
ing medium [7]. In particular, MW irradiation has been recently
experimented as a new method for preparing interaction products
of drugs with different kinds of cyclodextrins [8—13]. We recently
used a new MW-based method for the preparation of ternary inter-
action productsof ketoprofen with cyclodextrins and phospholipids
which showed improved dissolution performance with respect to
the corresponding binary drug-cyclodextrin or drug-phospholipid
systems [ 3].

Therefore, in the present work, it seermed of interest to continue
our studies and to investigate more in depth the actual effective-
ness and advantages of such a new technology. With this aim we
prepared selected ketoprofen:cyclodextrin:phosphatidylcholine
ternary complexes by MW irradiation [3] and we characterized
and compared their physical-chemical properties with those of
the corresponding products obtained by conventional preparation
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ing drug dissolution properties. The different binary and ternary drug—carrier(s) systems were obtained
by microwave irradiation, in order to investigate the effectiveness of such a newly proposed prepara-
tion technology in bringing about effective solid-state interactions among the components. The effect of
different experimental conditions such as microwave irradiation power (500 and 750W) and treatment
time (5, 10 and 15 min) on the physicochemical properties of the products has been also assessed. All
solid systems were characterized by differential scanning calorimetry (DSC) analysis, supported by X-ray
powder diffractometry, and examined for dissclution properties. The study peinted out the better perfor-
mance of ternary systems than the binary ones and allowed selection of the best drug—phospholipid-Cd
combination and of the most effective preparation conditions. In particular drug-EPC3-Me[Cd ternary
systems obtained by using the greatest microwave irradiation energy and the longest treatment time
exhibited complete drug amorphization and allowed achievement after 60 min of almost 80% dissolved
drug, with an increase in dissolution efficiency of 10.7 and 1.4 times in comparison with drug alone and
the corresponding drug-Cd binary system, respectively. The synergistic effect between cyclodextrin and
phospholipid in enhancing the drug dissolution properties has been attributed to the combination of the
surfactant properties of phospholipids and the wetting and solubilizing power of cyclodextrins and/or
the possible formation of a “multicompenent” complex.
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1. Introduction

Natural cyclodextrins and their derivatives are known to
form inclusion complexes with a variety of poorly soluble drugs
[1]. Cyclodextrin complexation generally give rise to favourable
changes of the characteristics of the guest molecule, such as
increased solubility, enhanced dissolution properties, improved
stability, reduced side effects, etc. [2-4]. Moreover, some works
have demonstrated that the presence of a suitable third com-
ponent can significantly improve cyclodextrin complexation and
solubilizing efficiency [5-7]. The use of natural and synthetic
phospholipids as pharmaceutical excipients appears of particular
interest, due to their demonstrated ability in improving the disso-
lution behaviour, and, consequently, the bioavailability of poorly
soluble drugs [8-10]. However, at present, their use as possi-
ble ternary components to improve the cyclodextrin solubilizing
and/or complexing effectiveness has not yet been considered.

+ Corresponding author. Tel.: +39 055 4573672 fax: +39 055 4573673.
E-maif address: paola.mura@unifi.it (P. Mura).
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On the other hand, different methods have been proposed for
obtaining cyclodextrin inclusion complexes, including coprecipita-
tion, freeze-drying, kneading and cogrinding and the mosteffective
must be selected from time to time based on a series of factors
such as low cost, swiftness, simplicity, ease of scaling up and per-
formance of the obtained product.

Applications of microwave technology in chemical and pharma-
ceutical fields are attracting agrowing interest, particularlyin virtue
of their speed of performance and cost savings [11]. Microwaves
are electromagnetic waves with a frequency between 300 MHz
and 300GHz. The operating frequencies for industrial, scientific
and domestic purposes range from 915 to 2450 MHz. Heating in
a microwave oven is the result of the interaction of an electromag-
netic field with the chemical components, giving rise to vibrations
and molecular frictions within the materials [12]. However, the
intensity of the resulting vibrations partly depends also on the
structure of the molecules, their shape and size, the viscosity of the
materials, the temperature and the intermolecular bonds. To date,
only a few studies are reported in literature about the application
of microwave technology in the pharmaceutical field, concerning
the preparation of solid dispersions [13], the drug release from
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Abstract The complexing, solubilizing and amorphizing
abilities toward oxaprozin (a poorly water-soluble anti-
inflammatory agent) of some f-cyclodextrin derivatives
(hydroxypropyl-fCd, heptakis-2,6-di-O-methyl-fCd (DIMEB)
amorphous randomly substituted methyl-fCd (RAMEB)
and semi-crystalline methyl-fCd (CRYSMEB)) were
investigated and compared with those of natural («-, f-, y-)
cyclodextrins. The role of both the cavity size, the amor-
phous or crystalline state and the presence and type of
substituent on the ability of cyclodextrins in establishing
effective interactions with the drug has been evaluated.
Equimolar drug-cyclodextrin solid systems were prepared
by blending, kneading, co-grinding, sealed-heating, coeva-
poration, and colyophilization. Drug-carrier interactions
were studied in both the liquid and solid state by phase-
solubility analysis, differential scanning calorimetry, X-ray
powder diffractometry, FT-IR spectroscopy and scanning
electron microscopy. FCd showed the best performance
among the natural Cds, indicating that its cavity was the most
suitable for accommodating the drug molecule. The presence
of substituents on the rim of the SCd cavity significantly
improved its complexing and solubilizing effectiveness
towards the drug, and methylated derivatives were better
than the hydroxy-propylated ones The amorphous nature of
the partner was also important: among the examined methyl-
derivatives, RAMEB proved to be the most effective in
performing solid state interactions and in improving drug
wettability and dissolution properties.
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Introduction

Oxaprozin  (3-(4,5-diphenyl-1,3-oxazol-2-yl) propionic
acid) is a Non-Steroidal Anti-Inflammatory drug, mainly
used for the treatment of pain, pyrexia and various
inflammatory disorders. Oxaprozin has become one of the
leading NSAIDS on the US market, however its low
aqueous solubility and poor stability may reduce its ther-
apeutic effectiveness and enhance the appearance of some
adverse events such as gastro-duodenal mucosal injury [1].
Cyclodextrins have been successfully used as carriers to
improve solubility, dissolution rate, chemical stability and
bioavailability of a number of poorly soluble drugs [2-5].
In particular, cyclodextrin complexation of anti-inflam-
matory drugs allowed obtainment of additional advantages
such as masking of taste, lowering of dose, reduction of
side effects (particularly gastric irritation) [6-9].
Therefore, in the present work we investigated the
possibility of improving the unfavourable chemical-phys-
ical properties of oxaprozin by cyclodextrin complexation.
‘With this aim we carefully examined the performance of a
series of cyclodextrins, both nataral (-, -, p-Cd) and
derivative (hydroxypropyl-fCd, heptakis-2,6-di-O-methyl-
fCd, amorphous randomly substituted methyl-fCD and
semi-crystalline methyl-fCD), in order to evaluate the role
of both the cyclodextrin cavity size, their amorphous or
crystalline state and the presence and type of substituent on
their ability to establish effective interactions with the
drug. Moreover, several methods have been proposed for
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A new multiparticulate system, with the potential for site-specific delivery to the colon,
has been developed using ketoprofen as model drug. The system simultaneously exploits
cyclodextrin complexation, to improve drug solubility, and vectorization in microspheres
(MS) based on Ca-pectinate and chitosan. The effect of complexation with hydroxypropyl-
p-cyclodextrin (HP pCyd) and of chitosan presence on drugentrapment efficiency and release
properties, as well on the drug permeation rate across Caco-2 cells has been investi-
gated. Solid-state interactions between the components have been investigated by FTIR
spectroscopy, differential scanning calorimetry and X-ray powder diffractometry. The mor-
phology of MS was examined by scanning electron microscopy. Release studies revealed a
different behaviour for MS containing drug alone or as complex: drug alone was released
faster than in the presence of cyclodextrin from MS without chitosan, due to a reservoir
effect. The opposite was found for MS containing chitosan, due to a competition effect
between polymer and drug for the cyclodextrin. Cytotoxicity tests demonstrated the safety
of these formulations. Permeation studies showed an increased permeation of the drug
formulated as MS, particularly marked when it was used as complex, thus revealing an
enhancing power of both cyclodextrin and chitosan with a synergistic effect in improving
drug permeation.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

gies proposed to achieve colonic targeting are based on
pH-sensitive, time-dependent and microflora-activated sys-

The advantages of colonic drug delivery have been well
demonstrated (Watts and Illum, 1997; Yanget al., 2002). Several
kinds of delivery devices have been studied for the devel-
opment of effective colonic drug delivery systems, such as
matrices, beads, micro- and nano-particles. Among these,
multiple-unit systems proved to be better than single dosage
forms due to their more predictable and reproducible gas-
trointestinal transit time and less local irritation and/or
adverse effects (Krdmer and Blume, 1994). The main strate-

* Corresponding author. Tel.: +39 0554573711; fax: +39 0554573780,
E-mail address: francesca.maestrelli@unifiit (F. Maestrelli).
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tems. These latter, triggered by enzymatic breakdown by
specific colonic bacteria, have emerged as the most effec-
tive in assuring a selective colon delivery (Yang et al.,, 2002).
In this ambit, various types of natural polysaccharides are
currently under extensive investigation as candidates for the
development of solid dosage forms for colonic delivery of
drugs, in virtue of their specific biodegradation by colonic
microflora (Vandamme et al., 2002). In particular, different
types of pectins, consisting mainly of partially methoxylated
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Abstract

Enteric-coated calcium pectinate microspheres (MS) aimed for colon drug delivery have been developed, by using theophylline as a
model drug. The influence of pectin type (amidated or non-amidated) and MS preparation conditions (CaCl, concentration and cross-
linking time) was investigated upon the drug entrapment efficiency and its release behaviour. Drug stability and drug—polymer interac-
tions were studied by Differential Scanning Calorimetry, thermogravimetry, X-ray diffractometry and FTIR spectroscopy. Enteric coat-
ing with Eudragit® S$100 enabled maintenance of MS integrity until its expected arrival to colon. The coating was also useful to improve
the stability of MS during storage, avoiding morphologic changes observed for uncoated MS stored under ambient conditions. Entrap-
ment efficiency increased by reducing cross-linking time, and (only in the case of non-amidated pectin) by increasing CaCl, concentra-
tion. On the other hand, release tests performed simulating the gastro-intestinal pH variation evidenced an inverse relationship between
CaCl, concentration and drug release rate, whereas no influence of both pectin type and cross-linking time was found. Unexpectedly,
addition of pectinolytic enzymes to the colonic medium did not give rise to selective enzymatic degradation of MS. Notwithstanding this
unforeseen result, coated MS prepared at 2.5% w/v CaCl, concentration were able to adequately modulate drug release through a mixed
approach of pH and transit time control, avoiding drug release in the gastric ambient, and reaching the colonic targeting where 100%
release was achieved within less than 24 h.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Colon delivery; Amidated and non-amidated pectin; Calcium pectinate microspheres; Cross-linking conditions; Eudragit S100; Theophylline;
Drug release

1. Introduction [2-4] those based on drug release triggered by colon micro-
flora are generally considered the most effective regarding
In the last years the development of colon-targeted drug  target selectivity [5,6]. In this field, a particular interest
delivery systems has received an increasing interest not  has been directed to the employment of natural biodegrad-
only for a better treatment of specific local pathologies, able polymers due to their ability to act as specific sub-
but also for the systemic therapy of both conventional  strates for the colonic microflora combined with high
and labile molecules, as well as a means of achieving chro- safety, non-toxicity and biocompatibility characteristics
notherapy for diseases sensitive to circadian rhythms, such [6-8]. Among such polymers, pectins, hydrophilic polysac-
as asthma and arthritis [1,2]. Among the various strategies  charides derived from plant cell walls mainly consisting of
proposed to target orally administered drugs to the colon  partially methoxylated poly o-(1-4)-p-galacturonic acids,
appear of great and practical interest, due to their low cost,
S ) ) . wide availability and variety of types and flexibility in use.
Corresponding author. Department of Pharmaceutical Seiences, Uni- gy over their solubility and swelling properties in aque-
versity of Florence, via Schiff 6, Sesto Fiorentino 50019, Florence, Italy. 2 - bt
Tel.: +39 055 4573672 fax: +39 055 453673, ous media prevent them from efficiently avoiding drug
E-mail address: mura@unifiit (P. Mura). release during transit through the upper gastrointestinal
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Abstract

The low bioavailability and short half-life of metformin hydrochloride (MH) make the development of sustained-release forms desir-
able. However, drug absorption is limited to the upper gastrointestinal (GI) tract, thus requiring suitable delivery systems providing com-
plete release during stomach-to-jejunum transit. This study was undertaken to develop a MH sustained-release formulation in
compliance with these requirements. The strategy proposed is based on direct-compressed matrix tablets consisting of a combination
of MH with the hydrophobic triacetyl-p-cyclodextrin (TABCD), dispersed in a polymeric material. Different polymers were tested as
excipients, i.e. hydroxypropylmethylcellulose, xanthan gum, chitosan, ethylcellulose, Eudragit®L100-55, and Precirol™. Compatibility
among the formulation components was assessed by DSC analysis. All the tablets were examined for drug release pattern in simulated
gastric and jejunal fluids used in sequence to mimic the Gl transit. Release studies demonstrated that blends of a hydrophobic swelling
polymer (hydroxypropylmethylcellulose or chitosan) with a pH-dependent one (Eudragit®1100-55) were more useful than single poly-
mers in controlling drug release. Moreover, the main role played by the MH-TABCD system preparation method (i.e. grinding or spray-
drying) in determining the behaviour of the final formulation was evidenced. In fact. for a given matrix-tablet composition. different sus-
tained-release effects were obtained by varying the relative amounts of MH-TABCD as ground or spray-dried product. In particular, the
1:1 (w/w) blend of such systems, dispersed in a Eudragit-chitosan polymeric matrix, fully achieved the prefixed goal, giving about 30%
released drug after 2 h at gastric pH. and overcoming 90% released drug within the subsequent 3 h in jejunal fluid.
© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Metformin hydrochloride; Triacetyl-f-cyclodextrin; Sustained release; Matrix tablets

1. Introduction

Metformin hydrochloride is a highly water-soluble
anti-hyperglycaemic agent used in the treatment of type
II non-insulin-dependent diabetes mellitus. Its relatively
low (50-60%) bioavailability together with its short and
variable biological half-life (0.9-2.6 h) [1-4] require
repeated administrations of high doses to maintain effec-
tive plasma concentrations, thus reducing patient compli-
ance and/or enhancing the incidence of side-effects.
Sustained-release systems of metformin, developed in
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order to overcome these problems, were however still less
bioavailable than conventional immediate-release tablets
[5-7]. Moreover, gastric-retentive swelling tablets of met-
formin showed only a 15% increase of bioavailability with
respect to the immediate-release tablets [8]. These results
could be attributed to a lack of correspondence between
the time of transit of the drug delivery system across the
upper part of the gastrointestinal (GI) tract and the time
necessary for complete drug release and/or absorption.
In fact, many studies have reported that the oral absorp-
tion of metformin is mainly confined to the small intes-
tine, i.e. duodenum and jejunum and, to a lesser extent,
ileum [3,9.10]. Therefore, a more effective rationalisation
of the drug release pattern is clearly needed. This could
be attained through the development of suitable drug
delivery systems able to initiate release in the stomach
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Abstract

The solubilizing and absorption enhancer properties towards naproxen of chitosan and polyvinylpyrrolidone (PVP) have been
investigated. Solid binary systems prepared at various drug—polymer ratios by mixing, cogrinding or kneading, were characterized by
differential scanning calorimetry, X-ray diffractometry, Fourier transform infrared spectroscopy, and scanning electron microscopy. and
tested for dissolution behavior. Both carriers improved drug dissolution and their performance depended on the drug—polymer ratio and the
system preparation method. Chitosan was more effective than PVP, despite the greater amorphizing power of PVP as revealed by solid state
analyses. The 3/7 (w/w) drug—carrier coground systems with chitosan and PVP were the best products enabling. respectively, an
improvement of 4.8 and 3.6 times of drug dissolution efficiency. In vivo experiments in mice demonstrated that administration of 45 mg/kg of
drug coground with PVP or chitosan resulted. respectively, in a 25 and 60% reduction of acetic acid-induced writhings in comparison to
pure drug, which, instead, was statistically ineffective as compared to the control group. Moreover, the 3/7 (w/w) drug-chitosan coground
product demonstrated an antiwrithing potency 2.4 times higher than the coground with PVP. Thus, the direct-compression properties and
antiulcerogenic activity, combined with the demonstrated solubilizing power and analgesic effect enhancer ability towards the drug, make
chitosan particularly suitable for developing a reduced-dose fast-release solid oral dosage form of naproxen.
© 2003 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Naproxen: Chitosan; Polyvinylpyrrolidone; Dissolution; Analgesic effect: Cogrinding

1. Introduction investigated for its potential in the development of various
kinds of drug delivery systems, due to its film-forming and

Chitosan is a linear polycationic copolymer of B(1-4) gelation abilities, along with its cationic character, bioadhe-

linked 2-acetamido-2-deoxy-B-p-glucopyranose and 2-
amino-2-deoxy-p-b-glucopyranose obtained from deacety-
lation of chitin, a structural polysaccharide which is very
abundantly distributed in nature.

In recent years chitosan has gained increasing interest in
the pharmaceutical field due to its favorable biological
properties such as biocompatibility, biodegradability, and
lack of toxicity, together with its wide availability, low cost
and high versatility of use [1—-4]. Previously chitosan was
largely used as an excipient for oral drug solid dosage
forms, due to its binder, anti-adherent and disintegrant
properties [5-7]. More recently, it has been widely

* Corresponding author. Dipartimento di Scienze Farmaceutiche, Facolta
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siveness and absorption enhancer properties [4.8-12].
Moreover, its ability in improving the dissolution properties
and bioavailability of poorly-soluble drugs has been proved
[13-16]. Finally, its antiacid and antiulcer activities [17]
can be exploited to prevent or reduce gastric irritation
induced by some active compounds, such as anti-inflam-
matory drugs [18,19].

We recently demonstrated the effectiveness of chitosan
in enhancing the dissolution properties of naproxen, a very
poorly water-soluble nonsteroidal anti-inflammatory drug
[20]. The favorable effect of polyvinylpyrrolidone (PVP) on
naproxen solubility and dissolution rate has also been
previously demonstrated [21]. Therefore, it seemed worthy
of interest to extend our investigations and compare in detail
the performance of such polymers in improving naproxen
dissolution behavior. Solid binary systems, prepared at
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Abstract

The solubilizing and amorphizing properties toward naproxen (a poorly water-soluble antiinflammatory drug) of chitosan, an emerging
pharmaceutical biopolymer, have been investigated. Solid binary systems at different drug/polymer ratios have been prepared according
to different techniques (mixing, cogrinding, kneading, coevaporation) using chitosan at low (CS-L ) and medium (CS-M ) molecul
weight, and tested for dissolution properties. Drug-carrier interactions were investigated in both the liquid and solid state, by phase
solubility analysis, differential scanning calorimetry, X-ray powder diffractometry, FT-IR spectroscopy, and scanning electron
microscopy. Drug dissolution parameters improved with increasing the polymer amount in the mixture, reaching the highest values at the
1:9 (w/w) drug/polymer ratio, and CS-L_ was more efficacious than CS-M . Cogrinding was the most effective technique, showing the
strongest amorphizing effect toward the drug and enabling an increase of more than ten times its relative dissolution rate. Coground
mixtures at 3:7 (w/w) drug/polymer ratio were able to give directly compressed tablets which maintained unchanged the improved drug
dissolution properties. Enhancer dissolution properties combined with its direct compression feasibility and antiulcerogenic action make

CS-L, an optimal carrier for developing fast-release oral solid dosage forms of naproxen.

© 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Chitosan  [(1->>4)-2-amino-2-deoxy-B-p-glucan] is a
linear cationic polysaccharide obtained by N-deacetylation
of chitin, a naturally-occurring structural polysaccharide
abundant in crab and shrimp shells. It has recently emerged
as one of the most promising biopolymers for a variety of
potential applications in both the biomedical and pharma-
ceutical fields since it exhibits several desirable biological
properties such as non-toxicity, good biocompatibility and
biodegradability, accompanied by wide availability in
nature, low cost and high flexibility in use (Felt et al.,
1998; 1llum, 1998; Paul and Sharma, 2000). In addition to
its use as an excipient for direct compression (Upadrashta
et al., 1992; Ritthidej et al., 1994), chitosan has been
thoroughly examined for its potential in the development
of a variety of drug delivery systems, due to its polymeric
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cationic character, gel- and film-forming abilities, bioadhe-
siveness and transmucosal penetration enhancer properties
(Artursson et al., 1994; Henriksen et al., 1996; Kas, 1997;
Felt et al., 1998; [llum, 1998; Kristl et al., 1999; Paul and
Sharma, 2000). Moreover, some authors also refer to its
effectiveness in enhancing the dissolution properties and
bioavailability of poorly-soluble drugs (Sawayanagi et al.,
1982, 1983; Shiraishi et al., 1990; Acarturk et al., 1993a,b;
Portero et al., 1998). Finally, its antiacid and antiulcer
properties can be exploited to prevent or reduce gastric
irritation induced by some active compounds, such as
anti-inflammatory drugs (Kawashima et al., 1985; Agikgoz
et al., 1995).

Naproxen is a non-steroidal anti-inflammatory drug
which, as a consequence of its scarce wettability and very
poor water-solubility (0.025 mg/ml at 25 °C), can exhibit
low and/or variable bioavailability after oral administra-
tion. Several approaches have been conducted in order to
adequately improve the naproxen dissolution properties,
mainly via the use of solid dispersions with polyethylene
glycol (Mura et al., 1996, 1999) or polyvinylpyrrolidone

© 2003 Elsevier Science B.V. All rights reserved.





