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HEMIJSKI I FIZICKI POJACIVACI DERMALNE ISPORUKE SLABO
RASTVORLJIVIH LEKOVITIH SUPSTANCI: UPOREDNA ISPITIVANJA
MIKROEMULZIJA, CVRSTIH I RASTVORLJIVIH MIKROIGALA

SAZETAK

Primarni cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je bila procena moguénosti da se razvojem
I primenom mikroemulzija (kao opcije hemijskog inhensera penetracije) poboljsa dermalna
isporuka slabo rastvorljivih lekovitih supstanci — adapalena (ADA) i sertakonazol-nitrata (SN), koje
pripadaju razli¢itim farmakoterapijskim grupama, imaju razlic¢ite fizickohemijske osobine i
primenjuju se u razli¢itim terapijskim koncentracijama. Mikroemulzije su stabilizovane nejonskim
surfaktantima novije generacije — alkil poligukozidima (APG) ili polioksietilen(glicerol) estrima
masnih Kiselina. U cilju komparativne procene doprinosa razli¢itih vrsta nosa¢a dermalnoj
raspolozivosti model leka, posebna paznja je posvecena analizi sposobnosti razli¢itih vrsta
mikroigala (fizi¢ki inhenseri penetracije) da pojacaju isporuku SN u kozu (Evrste silikonske Vvs.
rastvorljive mikroigle).

Rezultati su ukazali da se jo§s uvek nedovoljno koris¢eni APG surfaktanti i gliceret-7-
kaprilat/kaprat mogu uspe$no primeniti u formulaciji mikroemulzija. Razvijene (invertne)
bikontinuirane mikroemulzije su se pokazale kao pogodni nosaci za solubilizovanje ADA i SN, u
pogledu njihovih fizickohemijskih osobina, bezbednosti i stabilnosti, i, najvaznije, u pogledu
njihovog potencijala za poboljsanje dermalne isporuke ovih lekova in vitro. Dodatno, rastvorljive
mikroigle su uspesno formulisane kao nosaci za dermalnu isporuku tesko rastvorljivog SN i
obezbedile komparabilno deponovanje leka u kozi kao mikroemulzije, medutim uz prisustvo in
vitro transdermalne isporuke dela primenjene doze leka. Sinergisticko delovanje mikroigala i
mikroemulzija bilo je superiorno u odnosu primenu samog fizickog i samog hemijskog
premosc¢ivaca barijere stratum corneum-a, bez znacajnog povecanja permeacije leka.

Klju¢ne re¢i: mikroemulzije, mikroigle, adapalen, sertakonazol-nitrat, dermalna isporuka leka,
pojacivaci penetracije

Nauéna oblast: Farmacija

UZa naucna oblast: Farmaceutska tehnologija






CHEMICAL AND PHYSICAL ENHANCERS FOR DERMAL DELIVERY OF
POORLY SOLUBLE DRUGS: COMPARATIVE EVALUATION OF
MICROEMULSIONS, SOLID AND DISSOLVABLE MICRONEEDLES

ABSTRACT

The aim of this doctoral dissertation was to evaluate the possibility of using microemulsions
(as chemical penetration inerters) for improvment of dermal delivery of a poorly soluble model
dugs having different physicochemical characteristics, belonging to different pharmacotherapeutic
groups, i.e. applied in different therapeutic concentrations (adapalene (ADA) and sertaconazole
nitrate (SN)). Microemulsions were stabilized with newer nonionic surfactants - alkyl
polygucosides (APG) or polyoxyethylene (glycerol) fatty acid esters. In order to compare the
contribution of different types of carriers to the enhancement of dermal availability of the model
drug, a special attention has been paid to the assessment of microneedles ability to significantly
improve delivery of SN into the skin (dissolvable vs. solid silicone microneedles).

The obtained results showed that newer and so far insufficiently used APG surfactants and
glycereth-7-caprylate/caprate can be successfully applied in the formulation of microemulsions. The
developed (invert) bicontinuous microemulsion formulations have proved to be suitable carriers for
solubilizing the investigated model drugs, in terms of their physicochemical properties, safety
profile and stability, and, most importantly, their great potential of improving dermal delivery of
ADA and SN in vitro. In addition, dissolvable microneedles were successfully fabricated as carriers
for dermal delivery o highly lipophilic SN and provided comparable drug deposition in the skin as
microemulsions, but coupled with transdermal delivery of a portion of the administered drug dose.
The synergistic action of microneedles and microemulsions was superior over the application either
of physical or chemical enhancer alone, without reaching a significant increase in drug permeation
as compared to the use of dissolvable microneedles.

Keywords: microemulsions, microneedles, adapalene, sertaconazole nitrate, dermal drug delivery,
penetration enhancers

Scientific field: Pharmacy

Scientific subfield: Pharmaceutical technology
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1.1. TEORIJSKI ASPEKTI DERMALNE ISPORUKE LEKOVA

Koza (Slika 1.1) predstavlja najvec¢i organ ljudskog tela i ¢ini oko 10% ukupne teZine tela,
sa prosecnom povr§inom od blizu 2 m® Kao rezultat izuzetnih osobina koje poseduje, koza je
visoko selektivna prema supstancama koje ulaze ili izlaze iz tela i odreduje brzinu kojom se ovi
procesi odvijaju. Iz istog razloga transport lekovitih supstanci uw/kroz kozu predstavlja izazov,
imajuci u vidu da njihovi molekuli ¢esto imaju nisku permeabilnost [1].

Putevi transporta leka kroz kozu Transapendegalni put

Intercelularni put Transcelularni put

L ]
*{*2+% Lekovita supstanca
Stratum Corneum —— :
Stratum Lucidum e §

Stratum Granulosum —

siuwuapidg

Stratum Spinosum ——

fffff

Stratum Germinativum ——| &
B0 6'5'0

- - Folikul dlake

_—— Senzorni neuroni

Dermis ——
) — Znojna Zlezda
~ Krvni sudovi
Potkozno masno tkivo — | P 4 I 7 Globule masti

Slika 1.1. Grada koze i putevi transporta kroz kozu (preuzeto i prilagodeno prema referenci [2])

U savremenoj dermatoloskoj praksi, cilj primene lekovitih preparata na kozu moze biti
isporuka leka na povrsinu koze, unutar koze (u epidermis ili dermis), sto podrazumeva dermalnu
isporuku lekova, ili u sistemsku cirkulaciju (transdermalna isporuka). Dakle, dermalna isporuka
lekova je lokalizovana isporuka lekovitih supstanci u kozu kako bi se lecila koZzna oboljenja i
sprecilo sistemsko izlaganje leku, odnosno spreéila sistemska neZeljena dejstva [3]. PovrSina koze
je ciljno mesto delovanja za antiseptike, insekt-repelente ili kozmeticke proizvode. Isporuka
lekovitih supstanci u kozu je relevantna kada je oboljenje (oSteCenje tkiva) zahvatilo koZzu kao
organ, npr. leCenje neoplazmi, inflamatornih oboljenja ili mikrobnih infekcija koze. Ipak, nezavisno
od ciljnog mesta delovanja, obavezno je da lekovita supstanca prode spoljasnji sloj koze — stratum
corneum (SC) [4, 5]. Kako bi se ovaj proces pospeSio i poboljsao transport lekovitih supstanci
w/kroz kozu koriste se mnogobrojne pasivne i aktivne strategije, o kojima ¢e biti re¢i u narednim
poglavljima ove doktorske disertacije. Napori koji se ulazu u unapredenje lokalne terapije koznih
oboljenja (odnosno unapredenje dermalne isporuke lekova), ali i sistemskih oboljenja (unapredenje
transdermalne isporuke lekova), proisti¢e iz brojnih prednosti koje lokalna primena preparata na
kozi ima u odnosu na parenteralnu i oralnu primenu lekova: pove¢ana komplijansa pacijenata uz
smanjenje troSkova terapije, izbegavanje metabolizma prvog prolaza kroz jetru, mogucnost
produZene i kontrolisane isporuke lekovite supstance, koncentrisanje lekovite supstance na mestu
delovanja, sprecCavanje sistemskih nezeljenih efekata, jednostavna i neinvazivna primena,
jednostavan prekid terapije uklanjanjem preparata sa koze [6, 7]. Medutim, za racionalan razvoj
farmaceutskih oblika za dermalnu primenu, neophodno je sveobuhvatno razumevanje strukture, kao
I transportnih karakteristika koze.



1.1.1. Putevi transporta lekova kroz kozu

Sa anatomskog aspekta, ljudska koza predstavlja slojeviti epitel, a svaki sloj tkiva se sastoji
od razlicitih tipova ¢Celija, koje vrSe razlicite funkcije. U Sirem smislu, koZa se sastoji iz tri sloja:
epidermis, dermis i hipodermis (potkozno tkivo) (Slika 1.1). U kozi se nalaze i lojne i znojne
zlezde, folikuli dlaka te nokti. Lekovita supstanca primenjena u odgovarajuc¢oj formulaciji ima u
osnovi tri razli¢ite mogucnosti za penetraciju/permeaciju u/kroz kozu (Slika 1.1), i to prevashodno
mehanizmom pasivne difuzije [8, 9]:
> transcelularno (molekuli prolaze direktno preko SC kroz keratinocite i lipidni matriks —
pravolinijski do dermisa). Priroda supstance koja permeira odreduje znacaj ovog nacina transporta
koji je vise pogodan za hidrofilne molekule. Medutim, ogranicavajuci faktor u njithovom transportu
predstavljaju lipidni dvoslojevi.
> paracelularno ili intercelularno (naj¢es¢i nacin transporta lekovitih suspstaci sa izuzetkom
supstanci visoke hidrofilnosti — difuzija molekula leka kroz kontinuirani matriks intercelularnih
lipida SC), i
> transapendegalno (kroz dodatke koze — folikule dlaka, znojne ili lojne zlezde). Doprinos
ovog puta transporta je relativno mali, zbog proporcionalno male povrsine koju zauzimaju dodaci
kozi u odnosu na celu povrsinu koze. Medutim, transport kroz folikule dlaka i lojne Zlezde moze da
bude znacajan u slucaju nekih lekova ili formulacija koje u kozu ulaze brze kroz ove zaobilaznice
nego kroz SC.

Moguce je da lekovita supstanca penetrira u kozu kombinacijom razli¢itih mehanizama
transporta, a u zavisnosti od njenih fizickohemijskih karakteristika, pre svega particionog
koeficijenta, odredeni put transporta postaje dominantan [9]. Pored toga, sudbina leka koji se
primenjuje na kozu zavisi i 0d fizickohemijskih osobina nosaca leka/podloge, kao i od stanja koze
na mestu primene [4, 6], Sto je kasnije preciznije objasnjeno.

1.1.2. Dermalna isporuka lekovitih suspstanci u razlicite slojeve koZe

Stratum corneum (SC) je nevijabilni epidermis sa debljinom 10-20 um, koji se sastoji od 15
do 25 slojeva zbijenih i zaravnjenih orozalih ¢éelija — korneocita (Slika 1.1). Korneociti su uglavnom
sacinjeni od snopova nerastvornog keratina (~70%) i lipida (~10%), obavijeni su ¢elijskom opnom i
okruzeni lipidnim matriksom koji je uglavnom sacinjen od ceramida (50%), holesterola (25%) i
slobodnih masnih kiselina (15%). S obzirom da vecéina lekova permeira kroz kozu upravo preko
lipidnih domena, organizacija lipidnog matriksa je veoma vazna za oCuvanje barijerne funkcije koze
[1, 4]. Zbog znacajne redukcije nivoa ceramida u nekim oboljenjima (psorijaza, atopijski
dermatitis), barijera SC je narusena te se bolesna koza moze tretirati €gzogeno primenjenim
lipidima. Lipofilna sredina SC je takode znacajno mesto delovanja antiokidansa a-tokoferola, ali i
rezervoar za neke lipofilne lekove (kortikosteroide). Osim toga, isto se moze omogudéiti zahvaljujuéi
afinitetu nekih lekova za keratin (npr. itrakonazol). Na ovaj nacin se obezbeduje akumulacija
lekovitih supstanci u SC i njihovo lokalno delovanje na mestu primene [3].

Ispod SC se nalazi vijabilni epiermis, kojeg za razliku od SC c¢ine c¢elije sa jedrom (Slika
1.1). Sastavljen je primarno od keratinocita (95%). Osnovna funkcija vijabilnog epidermisa je
obnavljanje SC, a ostale funkcije ukljucuju sintezu melanina za pigmentaciju koze i zastitu od sunca
[1, 4]. Mnoge bolesti koZze pogadaju upravo ovaj sloj koze — kozne gljivicne infekcije, psorijaza,
melanom, dok se zbog prisustva imunoloski osetljivih ¢elija (Langerhansovih Celija) smatra i
ciljnim mestom za vakcine i gene. Medutim, unato¢ postojanju znacajne barijere izmedu epidermisa
I dermisa zbog prisustva tesnih veza (engl. the tight junctions), ciljna isporuka lekova u vijabilni
epidermis bez prelaska u dermis predstavlja veliki izazov za istrazivace [3].



Naredni sloj koze je dermis (Slika 1.1), koji je debljine oko 3-5 mm, a sadrzi nerve, krvne i
limfne sudove, folikule dlaka, nociceptore, lojne i znojne zlezde i imunske celije. Uglavhom se
sastoji od vezivnog tkiva (fibroblasta u ekstracelularnom matriksu izgradenom od strukturnih
proteina — kolagena i elastina) [1, 6]. Usled prisustva imunskih ¢elija u dermisu, smatra se da
dermis ima znaCajnu ulogu u infekcijama parazitima, indukciji psorijaze, progresiji tumora,
inflamaciji koze, angiogenezi, zaceljivanju rana, remodelovanju tkiva i osetljivosti koze. Stoga,
regionalna akumulacija u dermisu je neophodna za delovanje mnogih lekova koji se koriste u
prevenciji i leCenju ovih lokalnih oboljenja koze [3].

U poslednje vreme veliki interes vlada za transfolikularnu isporuku lekova, naroc¢ito onih koji
se koriste u tretmanu akni, seboroi¢nog ekcema, alopecije, nekih vrsta raka koze, hipertrihoze i
rozacee [3], zbog ¢ega je veoma vazno da se poznaje struktura folikula dlake, njegovog sadrzaja i
lojnih zlezda (engl. pilosebaceous unit). Folikul dlake predstavlja invaginaciju epidermisa duboko u
dermis. Povezan je sa mrezom kapilara zbog Cega obezbeduje efektivnu povrSinu za resorpciju
lekova koji dospevaju u folikul. Folikularni otvori ¢ine obi¢no 0,1% ukupne povrSine koze,
medutim na pojedinim delovima tela mogu da zauzmu i 10% povrsine (npr. lice i vlasiste). Ovi
adneksi koZe nisu prisutni na usnama, dlanovima i tabanima. Gustina folikula iznosi obi¢no 14 do
32 folikula po cm? koze vrata, grudnog kosa, ruku, butina i potkoljenica, ali mozZe dosti¢i vrednost i
do 292 folikula po cm? koze &ela. Sa druge strane, manje varijacije se mogu uogiti u precniku
folikula dlaka — 30 do 80 pum. Terminalne dlake se protezu i do 3 mm u hipodermis, dok tanke,
svetle dlake, prisutne po rodenju (velus dlake), dospevaju u dermis do dubine od 1 mm. Folikuli
dlaka su ispunjeni sebumom koga luce lojne Zlezde, a koji predstavlja smeSu kratkolan¢anih masnih
kiselina sa bakteriostatskim i fungistatskim delovanjem. Sebum ima vaznu ulogu u podmazivanju
povrsine koze i odrzavanju njene pH vrednosti. Pored toga, prisustvo sebuma moze olaksati
transport lipofilnih molekula u/kroz kozu [10, 11].

Hipodermis je najdublji sloj koze (Slika 1.1) koji predstavlja potporu za epidermis i dermis.
Sastoji se uglavnom od ¢elija masnog i vezivnog tkiva. U ovom sloju se nalaze veci limfni i krvni
sudovi [1, 6].

1.1.3. Faktori Kkoji uti¢u na penetraciju/permeaciju leka

Kao §to je ve¢ pomenuto, moguénost da lekovita supstanca dospe do odredenog odeljka u
kozi zavisi ne samo od njentih fizi€kohemijskih karakteristika, nego 1 od fizickohemijskih osobina
nosaca odnosno podloge u koju je inkorporirana, kao i stanja koZe na mestu gde se preparat
primenjuje [4, 6].

1.1.3.1. Bioloski faktori
» Varijacije anatomskog mesta
Debljina koze, priroda SC i gustina dodataka koze variraju od mesta do mesta. Stoga,
permeacija supstanci kroz kozu moze da se odvija prema razli¢itim modelima na razli¢itim
regionima koze. Opste je prihvaceno da su neki delovi tela (glava i genitalna regija) permeabilniji
od drugih (ekstremiteti) [4].
> Intraindividualne i interindividualne varijacije
Debljina koze, gustina apendiksa koZe 1 keratinizacija koZe varijaju od jedinke do jedinke,
kao i kod iste jedinke, sto moze da se reflektuje i na permeabilnost koze [4, 9].
» Polne i starosne varijacije
Mlada koza je permeabilnija u odnosu na stariju kozu, a deca su osetljivija na apsorpciju
toksi¢nih materija putem koZe. Brojne fizioloske promene povezane sa starenjem, kao S§to su
povecanje veli¢ine korneocita SC, smanjenje stepena hidratisanosti 1 sadrzaja lipida, smanjenje
brzine obnavljanja epiderma i smanjenje mikrovaskularnog klirensa, mogu da budu uzrok smanjene
permeabilnosti koZze za hidrofilne supstance, dok za hidrofobne supstance nije primecen isti trend
[4,6,9].



> Rasne razlike
Budu¢i da crna koza ima viSe slojeva ¢elija u SC i veci sadrzaj lipida, pokazano je da je ona
nesto manje permeabilna od bele koze [6]. Medutim, u nekim studijama nisu zabeleZene statisticki
znacajne razlike izmedu permeabilnosti belog, crnog i azijatskog tipa koze [4].
» Metabolizam i prokrvljenost koze
Opste je prihvaéeno da koza ispoljava potencijal za biotransformaciju molekula. Pokazano
je da se u kozi metablisu steroidi, hormoni, karcinogene materije i neki lekovi, tako da metabolizam
leka u kozi odreduje efikasnost njegove permeacije kroz kozu. Takode, i promene u perifernoj
cirkulaciji mogu da uti¢u na dermalnu apsorpciju molekula [9].
» Stanje koze
Kiseline i baze, mnogobrojni rastvaraci poput hloroforma i metanola, ostecuju ¢elije koze i
pospeSuju penetraciju. Obolela koza takode ima razliite osobine od zdrave koze. U svim
slu¢ajevima, intaktna koza predstavlja efikasniju barijeru za prodor stranih molekula nego ostecena
ili obolela koza [9].

1.1.3.2. Fizickohemijske osobine lekovite supstance
Tokom mnogobrojnih istrazivanja perkutane resorpcije lekova, doslo se do saznanja da na
permeaciju uticu razlicite fizickohemijske karakteristike molekula lekovite supstance:
» Rastvorljivost leka
Da bi se osigurao visok koncentracioni gradijent, koji je pokretacka snaga za difuziju leka
kroz kozu, neophodno je da lekovita supstanca ima odgovarajuéu rastvorljivost u vodi i lipidima
[8].
» Particioni koeficijent
Za postizanje odgovarajuce penetracije/permeacije leka, potrebno je da supstanca ima
odgovarajuci particioni koeficijent. Visoke vrednosti particionog koeficijenta (log P > 3) ukazuju
na to da lek lako ulazi u SC, iako nema tendenciju da prode u dublje slojeve koze. U slucaju
hidrofilnih molekula (log P < 1) dominantan je transcelularni put transporta pri ¢emu se kod njih
moze ocekivati slaba penetracija. Molekuli sa srednjim vrednostima particionog koeficijenta (log P
1-3) su idealni kandidati za transdermalnu isporuku [6, 9].
» Veli¢ina molekula lekovite supstance/molekulska masa
Veli¢ina molekula leka (molekulska masa) je obrnuto proporcionalna transdermalnom
fluksu. Ukoliko je cilj transdermalna isporuka leka, molekulska masa leka treba da bude < 400 Da
[6]. Generalno, da bi molekule leka lako penetrirale u SC, potrebno je da budu manje od 600 Da.
Medutim to ne isklju¢uje mogucnost penetracije i ve¢ih molekula [12].
» Jonizacija lekovite supstance
Slabe kiseline i slabe baze jonizuju u zavisnosti od pH vrednosti nosaca leka i njihovih pKa
ili pKb vrednosti. Frakcija nejonizovanog oblika leka odreduje koli¢inu leka koja ¢e proci u
vijabilni epidermis [9].
» Tacka topljenja
Niska tacka topljenja je u korelaciji sa visokom rastvorljivos¢u, koja je preduslov za
postizanje visokog koncentracionog gradijenta [8].
» Potencijal molekula za vezivanje za komponente koze
Vezivanje molekula lekovite supstance za razli¢ite komponente koze moze da umanji dalju
penetraciju leka [12].
» Difuzioni koeficijent izmedu koze i nosaca
Penetracija molekula leka zavisi od njegovog difuzionog koeficijenta, koji je pri konstantnoj
temperaturi funkcija osobina leka, difuzionog medijuma i interakcije izmedu leka i medijuma [6, 9].



1.1.3.3. Fizickohemijske osobine nosaca lekovite supstance

Nakon primene formulacije leka na kozu, svi sastojci formulacije, ne samo lekovita
supstanca, mogu da penetriraju u kozu u razli¢itom stepenu. Takode, vecina formulacija se nanosi
na kozu bez okluzije $to moze da dovede do promena u sastavu formulacije zbog isparavanja vode i
drugih sastojaka, resorbovanja neisparljivih supstanci, difuzije komponenti kozZe, znoja i/ili sebuma
u formulaciju leka. Dakle, fizickohemijske karakteristike nosac¢a/podloge mogu znatno da uti¢u na
penetraciju/permeaciju leka [12].

» Hidratacija koze

U kontaktu sa vodom permeabilnost koze znac¢ajno raste jer povecana hidratacija dovodi do
bubrenja korneocita, raskidanja veza izmedu lipida i ¢elija SC, kao i povecanja fluidnosti lipida.
Pokazano je da u slucaju lipofilnih molekula njihov koeficijent permeabilnosti opada kako se
povecava lipofilnost nosaca kojim se primenjuje [4, 9].

» Termodinamicki efekat nosaca

Premda je maksimalni fluks konvencionalno odredivan iz zasi¢enih rastvora, danas je
poznato da se upotrebom presi¢enih rastvora mogu dobiti viSe vrednosti fluksa zahvaljujuéi
povecanju rastvorljivosti supstance u SC i ,guranju“ permeanta u SC. Medutim, u prakti¢nom
smislu, mozZe da se pojavi problem u odrzavanju dugoro¢ne fizicke stabilnosti presi¢enih preparata
[4,5].

» Mehanizam oslobadanja lekovite supstance iz nosaca

Mehanizam kojim se lekovita supstanca oslobada iz nosaa zavisi od toga da li je ona
rastvorena ili suspendovana u vehikulumu, medufaznog particionog koeficijenta (izmedu nosaca i
koze), kao i pH vrednosti nosaca, koja treba da bude odgovaraju¢a za nejonizovani oblik lekovite
supstance [4, 6].

» Viskozitet nosaca

Poznato je da je difuzioni koeficijent molekula smanjen u viskoznim nosacima $to odlaze ili

sprecava njihovu raspodelu i prelazak u kozu [12].
» Sastav nosaca

U nekim slu¢ajevima sastav i1 sastojci nosac¢a ne uticu na mehanizam oslobadanja lekovite
supstance, ali uticu na permeaciju/penetraciju. Na primer, metil-salicilat je vise lipofilan nego
salicilna kiselina, i ukoliko su ove dve supstance prisutne u istoj formulaciji, perkutana resorpcija
metil-salicilata ¢e biti ve¢a. Osim toga, potencijal nekih sastojaka podloge za povec¢anu penetraciju
lekovitih supstanci u kozu ne treba da bude potcenjen. Prisustvo rastvaraca, surfaktanata, inhensera
penetracije 1 drugih supstanci moZze da promeni ili oSteti strukturu SC, dovodeci posledicno do
potencijalnog poveéanja perkutane apsorpcije svih sastojaka primenjene formulacije [6, 12].

Kada je re¢ o primeni lekovitih supstanci inkorporiranih u nanostrukturirane nosace lekova,
ne treba da se zanemari uticaj veliine, oblika 1 karakteristika povrSine nosaca (polarnost,
naelektrisanje) na put penetracije Cestica/kapi nosaca u kozu, dubinu penetracije, difuzioni
koeficijent leka u kozi 1 nosacu 1 na potencijal za vezivanje za odredene komponente koze (npr.
elektrostaticke, dipol-dipol, hirofobne ili vodoni¢ne veze) [12].

1.1.4. Metode za povecavanje isporuke lokalno primenjenih lekovitih supstanci
u/kroz koZu

Primarna barijera za prolazak lekovitih supstanci u/kroz kozu je SC. Kako bi se ostvario
primarni cilj u dermalnoj isporuci lekova — prevazilazenje SC, i poboljsala efikasnost postojecih
formulacija lekova, ulazu se veliki napori i razvijaju nove strategije koje su usmerene na: i)
promenu interakcija lek-nosa¢ koje bi dovele do: (i) poboljsanja raspodele leka u SC; ii)
modifikovanje strukture i fizickohemijskih karakteristika SC kako bi se smanjio otpor difuziji leka;
iii) povecanje hidratacije SC (Slika 1.2). Osim toga, opisane su i razli¢ite fizicke metode kojima
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moze da se optimizuje isporuka leka u odredene slojeve koze ili kroz kozu. Dakle, svi pristupi koji
se primenjuju kako bi se prevazisla i modifikovala barijera SC se generalno mogu podeliti na
pasivne/hemijske i aktivne/fizicke. Pasivne metode ukljucuju lek-nosa¢ interakcije i optimizaciju
formulacija kako bi se modifikovao SC. Fizicke metode pruzaju mogucnost poboljSanja dermalne
isporuke veceg broja lekovitih supstanci, a zasnivaju se na primeni eksterne energije koja

predstavlja pokretacku snagu za transport lekova u kozu ili su zasnovane na fizickom naruSavanju
barijere SC [5, 6].

Metode poboljsanja penetracijelekova u/kroz kozu

Osobine Nosaci Modifikacije Premoscavanje ili Elektricne
i) \
supstance leka SC-a otklanjanje SC-a metode
— Liposomi i — Tehnika ]
Prolek | analozi | Hidratacija | adhezivaih traka | Fonoforeza I
Hemijski Mikrocestice i Hemijski =
I} . . . JSKI | Ablazija ” Jontoforeza I
potencijal nanocestice inhenseri
Jonski Mikroemulzije i T =
. y | Mikroigle ” Elektroporacija I
parovi nanoemulzije =
Eutekticke Cestice velike Tehnika
. . S i I Magnetoforeza I
smese gustine mikrosecenja
Folikularna Bezigli¢no
primena ubrizgavanje

Slika 1.2. Prikaz metoda za poboljsanje dermalne isporuke lekovitih supstanci (prilagodeno prema
referencama [6, 13])

U okviru ove doktorske disertacije, od pobrojanih pristupa bice detaljno opisani
formulacioni pristup uz upotrebu hemijskih inhenesera penetracije — mikroemulzija, kao i
premocsavanje SC primenom fizi¢kih pojacivaca penetracije — mikroigala.

1.2. MIKROEMULZIJE KAO NOSACI ZA ISPORUKU LEKOVA U/KROZ
KOZU

U poslednjih nekoliko decenija, razli¢iti mikro- i nanostrukturirani sistemi se ispituju kao
potencijalni nosaci koji mogu da pojacaju penetraciju i malih molekula, ali i makromolekula, koji
ne mogu na drugi nain premostiti barijeru SC u dovoljnim koli¢inama za postizanje terapijskog
odgovora. Medu njima su posebno interesantni emulzioni nosaci sa nanostrukturom (mikroemulzije
1 nanoemulzije) za lokalnu primenu farmaceutskih preparata, kozmeti¢kih i proizvoda opste
upotrebe [14].

Koncept mikroemulzija je predstavljen Cetrdesetih godina proslog veka kako bi se opisali
transparentni jednofazni sistemi dobijeni titracijom mlecno bele emulzije heksanolom. Medutim,
sam termin je skovan nesto kasnije (1959) i od tada je redefinisan vise puta. U okviru ove doktorske
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disertacije pojam mikroemulzija odnosi¢e se na sistem koji su definisali Danielsson i Lindman
1981. godine — jednofazni, opticki izotropan, termodinamicki stabilan te¢ni sistem sastavljen od
vode, ulja i amfifila [15]. Termin mikroemulzija se ponekad koristi u pogresnom smislu. Sa jedne
strane razli¢iti homogeni rastvori koji sadrze surfaktante se oznacavaju kao mikroemulzije, dok sa
druge strane izraz navodi na sistem koji ima karakteristike emulzija gde je veli¢ina kapi u
submikronskom opsegu [16]. Pored toga, u naucnoj literaturi se veoma Cesto prave greske prilikom
klasifikacije koloidnih disperzija, pri ¢emu su neki istraziva¢i sasvim sigurno pripremali
mikroemulzije, a oznaCavali ih kao nanoemulzije, i obrnuto. Takode, prilikom opisivanja
mikroemulzija kapljicnog tipa veoma cesto se koristi termin nabubrele micele [15-17]. Ipak, bez
obzira na to $to micele po svojoj definiciji nisu mikroemulzije, veliki broj istrazivaca zapravo ne
pravi razliku izmedu ovih dveju struktura [15]. U Tabeli 1.1 je dat pregled osnovnih razlika i
slicnosti mikroemulzija u odnosu na konvencionalne emulzije, nanoemulzije i micelarne rastvore.
Za razliku od emulzija, mikroemulzije su bistre ili translucentne te¢nosti sa malom veli¢inom kapi
(generalno ispod 150 nm), dok su emulzije mle¢no bele, grube disperzije sa kapima mikronskih
dimenzija i nesto iznad. Postoji jo§ jedna razlika, a odnosi se na njihovu stabilnost: mikroemulzije
su termodinamicki stabilne 1 za njihovu izradu nije potrebna spoljasnja energija, dok emulzije
ispoljavaju kineticku stabilnost. Takode, i nanoemulzije su kineticki, a ne termodinamicki stabilni
sistemi, i priprema stabilnih nanoemulzija uobiéajeno zahteva veliki utoSak energije [18]. Ostale
znacajne osobine emulzija, mikroemulzija, nanoemulzija i micelarnih rastvora su sumirane u Tabeli
1.1.

Tabela 1.1. Uporedni pregled karakteristika mikroemulzija u odnosu na razli¢ite disperzne sisteme
(prilagodeno prema referencama [16-20])

Parametar Mikroemulzije Nanoemulzije Emulzije Mlcelarr_u
rastvori
Tip disperzije koloidna koloidna gruba koloidna
V_ehcma * 10-100 nm <250 nm > 500 nm <5nm
dispergovane faze
Termodinamicka
) da ne ne da
stabilnost
] zahteva zahteva
Obrazovanje spontano . . spontano
energiju energiju
Koncentracija > 10% < 10% 1-20% <5%
surfaktanta
Prisustvo da da ne ne
kosurfaktanta
Konzistencija te¢na teéna tecvna/ te¢na
polucvrsta

Turbiditet transparentne translvucentne/ mutne transparentni
mlecno bele

1.2.1. Teorije nastanka i stabilnost mikroemulzija

Kako bi se objasnilo obrazovanje (nastanak) i stabilnost mikroemulzija, u literaturi su
opisana tri razlicita pristupa: teorija medupovrSinskog ili meSanog filma, teorija solubilizacije i
termodinamicka teorija [15]. Medutim, uobicajen pristup kojim se objasnjava nastanak
mikroemulzija podrazumeva primenu zakonitosti termodinamike [16, 18] .

Prema termodinamickoj teoriji, uspostavljanje termodinamicke ravnoteze pri obrazovanju
mikroemulzija je u vezi sa smanjenjem ukupne energije sistema. Naime, u slu¢aju mesanja vodene i
uljane faze, vrednost medupovrsinskog napona je visoka i spontano obrazovanje mikroemulzija nije
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moguce. Medutim, za dostizanje ovog cilja neophodno je smanjenje njegove vrednosti. Kako je
medupovrsinski napon (y) pri konstantnoj temperaturi i pritisku direktno proporcionalan Gibsovoj
slobodnoj energiji sistema (AG), odnosno razlici energetskog stanja mikroemulzije i smeSe u kojoj
su vodena i uljana faza razdvojene, sledi da je za formiranje mikroemulzija neophodno smanjenje
slobodne energije sistema, $to se postize dodatkom surfaktanata i kosurfaktanata. Ovaj proces se
moze opisati sledeCom jednacinom:

AG = yAA —TAS Jednacina 1.1
gde je AA promena u dodirnoj povrsini izmedu faza, T temperatura i AS promena entropije u
sistemu. Prilikom mikroemulgovanja dolazi do velike promene u veli¢ini medupovrSine zbog
smanjenja veli¢ine kapi. Sa druge strane medupovrSinski napon opada dramati¢no zbog prisustva
surfaktanata na medupovrsini izmedu ulja i vode, ali sve vreme ima pozitivhu vrednost. Ipak, za
postizanje veoma niskih vrednosti medupovrSinskog napona (< 102 - 10 mN/m), najcesce je
potreban dodatak kosurfaktanta koji penetrira na medupovrsinu i povecava njenu zakrivljenost i
fluidnost. Dakle, yAA je uvek pozitivna vrednost, Sto predstavlja faktor koji se odupire obrazovanju
mikroemulzija. Medutim, uticaj ovog faktora kompenzuje drastiéna promena entropije sistema
uzrokovana povecanjem broja kapi malih veli¢ina koje se mogu organizovati na razli¢ite nacine. Na
porast entropije sistema utiu 1 ostali dinamicki procesi kao $to je difuzija molekula surfaktanta u
medupovrsinski  film i njihova razmena izmedu micela. Dakle, zbog velikog poveéanja
medupovrsine i znacajnog porasta entropije sistema, slobodna energija sistema dostize negativnhu
vrednost (TAS >> yAA) i dolazi do spontanog obrazovanja termodinamicki stabilnog
mikroemulzionog sistema [15, 16, 21].

Dakle, mikroemulzije su pod odredenim uslovima termodinamicki stabilni sistemi i trebalo
bi da se obrazuju spontano kada se pomesaju surfaktant, ulje i voda i1 ostanu stabilne neogranicen
vremenski period, ukoliko uslovi ostanu nepromenjeni. Medutim, u praksi se moze dogoditi da ne
dode do spontanog nastanka mikroemulzije zbog postojanja kineticke energetske barijere i/ili
Sporog procesa transporta masa. Zbog toga za pripremu mikroemulzija moze biti neophodno
mehanicko mesanje sastojaka ili zagrevanje sistema [15, 17].

1.2.2. Struktura mikroemulzija

U zavisnosti od sastava, odnosa izmedu pojedinih sastojaka 1 organizacije njihovih
molekula, mogu se uopSteno razlikovati tri tipa mikroemulzija: ulje u vodi (U/V) kod kojih su
kapljice ulja dispergovane u vodenoj fazi; voda u ulju (V/U) u kojima su kapi vode dispergovane u
ulju; 1 bikontinuirani sistemi koji se karakteriSu medusobno isprepletenom vodenom i uljanom
fazom (Slika 1.3) [15, 18]. U pocetku se smatralo da struktura bikontinuiranih mikroemulzija
odgovara strukturi liotropne faze te¢nih kristala, medutim sada je opSteprihvaceno da
mikroemulzije, za razliku od te¢nih kristala, ne ispoljavaju uredenost dugog opsega, nego je njihova
struktura neorganizovana [18]. Kao posledica takve strukture, i vodena i uljana faza su u principu
slobodne za difuziju na makroskopskom nivou zbog ¢ega su i koeficijenti difuzije visoki. Moguce
je razlikovati viSe tipova bikontinuiranih sistema, a razliciti tipovi agregata mogu da se obrazuju i
izmedu tri osnovna tipa mikroemulzija [22]. U svakom od navedenih tipova mikroemulzija, vodena
1 uljana faza su razdvojene medupovrSinskim filmom sastavljenim od surfaktanta (i kosurfaktanta).

Smesa ulja, vode i surfaktanata moze da obrazuje veliki broj razliitih struktura i faza u
zavisnosti od koli¢ina pojedinih sastojaka. U tom smislu, fleksibilnost surfaktanta predstavlja
klju¢ni faktor. Fleksibilan film amfifila omogucuje nastanak velikog broja razli¢itih struktura kao
Sto su kapljicni tip strukture, agregati i bikontinuirani sistemi, $to dovodi do Sirenja oblasti
postojanja mikroemulzija. Sa druge strane, ukoliko je medupovrSinski film rigidan, bikontinuirani
sistem ne moze da se formira. Unutrasnja struktura mikroemulzija kao nosaca za isporuku lekova je
veoma vazna osobina jer od nje zavisi difuzivnost faza i difuzija leka koji je rastvoren u sistemu
[23]. 1z tog razloga istrazivaci revnosno pokuSavaju da objasne komplikovano fazno ponasanje i
razli¢ite mikrostrukture koje se formiraju u mikroemulzionim sistemima.
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Slika 1.3. Sematski prikaz strukture V/U, bikontinuiranih i U/V mikroemulzija (preuzeto i
prilagodeno prema referenci [24])

Treba da se napomene da se prilikom interpretacije strukture mikroemulzija uglavnom
koristi podela na tri osnovna tipa mikroemulzija. Medutim, ovakav pristup je uproscen, s obzirom
da je poznato da su mikroemulzije visokodinamicni sistemi, podloZni stalnim spontanim
fluktuacijama tokom kojih se odigrava transfer jona, molekula i naelektrisanja unutar sistema [25].
U tom kontekstu, razmatraju se dve vrste promena: inverzije (fluktuacije pri kojima sistem lokalno
prelazi iz U/V u V/U i obratno) i promene veli¢ine kapi koje se nadovezuju na inverziju faza [16].
Do ovih promena dolazi delovanjem dva razli¢ita mehanizma:

» sudaranjem kapi dispergovane faze i njihovim privremenim spajanjem u vece kapi (kolizija i
fuzija), koje se potom razbijaju u nove, manje kapi (fisija);

» parcijalnom fragmentacijom kapi pri ¢emu dolazi do udruzivanja nastalih fragmenata sa
drugim kapima (koagulacija).

Prvi mehanizam je prisutan kod V/U mikroemulzija, dok je drugi mehanizam odrziv kod
U/V mikroemulzija. Brzina promena koje se odigravaju u sistemu je odredena fleksibilno$¢u
medupovrsinskog filma, §to je determinisano vrstom surfaktanta. Kako nejonski surfaktanti
formiraju fluidnu medupovrsinu, transfer materijala je brzi te su i promene veoma brze [26, 27].

Kao $to je prethodno navedeno, pod pojmom mikroemulzija se podrazumevaju razliciti
sistemi koji u zavisnosti od udela sastojaka mogu da budu bogati vodenom ili uljanom fazom, ili
mogu imati intermedijarnu strukturu. Fazni prelaz iz sistema V/U u U/V se najceS¢e deSava
posredstvom obrazovanja bikontinuirane strukture, $to je uslovljeno promenama u zakrivljenosti
medupovrsinskog filma amfifila (Slika 1.4) nakon promene udela sastojaka ili promene
temperature. Medutim, osim homogenih, jednofaznih sistema — mikroemulzija, meSanjem ulja,
vode 1 amfifila mogu da se obrazuju i razliCite vrste polifaznih sistema, koji se obi¢no opisuju
Winsor-ovom terminologijom: (i) mikroemulzija U/V tipa u ravnotezi sa uljanom fazom u visku
(Winsor 1), (ii) mikroemulzija V/U tipa u ravnotezi sa vodenom fazom u visku (Winsor II), (iii)
trofazni sistem kod koga je mikroemulzija bikontinuiranog tipa u ravnotezi sa uljem i vodom u
visku (Winsor I11) i (iv) homogeni, jednofazni mikroemulzioni sistemi (Winsor 1V) [25].

Fazno ponasanje sistema koji sadrze veéi broj promenjivih (poput mikroemulzija) je veoma
sloZeno 1 uslovljeno velikim brojem faktora. U svrhu istrazivanja faznog ponasanja smese sastojaka,
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odnosno ispitivanja odnosa izmedu udela sastojaka i rezultujuce strukture sistema, Koriste se
razli¢iti tipovi faznih dijagrama [15, 16].

V/U mikroemulzija Bikontinuirana mikl oemulzija U/V mikroemulzija
B A ot P g
& " %w‘% Wi, Une
3 e
S o Ly
S, .
LR § %%,g §ﬁ§% i,

$3858 "

negativna zakrivljenost nulta zakrivljenost pozitivna zakrivljenost
medupovrsinskog filma medupovrsinskog filma medupovrsinskog filma

Slika 1.4. Zakrivljenost medupovrSinskog filma amfifila kod razli¢itih tipova mikroemuzija
(preuzeto i prilagodeno prema referenci [28])

U slucaju mikroemulzija za farmaceutsku primenu, sistem najceS¢e sadrzi ulje, vodu,
surfaktante, kao i dodatne komponente poput kosurfaktanta i/ili lekovite supstance te se fazno
ponasanje odredenog mikroemulzionog sistema opisuje pseudoternarnim faznim dijagramom (Slika
1.5). Kod ovakvog tipa dijagrama vrh jednakostrani¢nog trougla odgovara binarnoj smesi dve
razli¢ite komponente (npr. surfaktant/kosurfaktant, voda/lek ili ulje/lek) u odredenom masenom
odnosu, koja se tretira kao jedna komponenta [15].

Surfaktant/kosurfaktant

.....

7 .: x*
."r‘?.‘i“\"
Wi W
\\w "
Ny =2 s
_____ U/V mikroemulzija
V/U mikroemulzija visefazni region
Ulje rastu¢i udeo ulja Voda

Slika 1.5. Sematski prikaz teorijskog pseudoternarnog dijagrama sa obeleZenim oblastima
jednofaznih i visefaznih sistema u sistemu ulje/voda/surfaktant-kosurfaktant

Pri formulaciji mikroemulzija za farmaceutsku primenu, konstruisanje pseudoternarnih
faznih dijagrama najcesce se vrsi primenom metode titracije binarne odnosno pseudobinarne smese
(ulje i surfaktant (sa kosurfaktantom)) tre¢im sastojkom (vodenom fazom), smeSe se posmatraju
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vizuelno 1 odreduje se oblast transparentnih izotropnih uzoraka (Slika 1.5). Veoma je vazno da se
tokom izvodenja titracije precizno kontroliSe temperatura, ali i da se posmatranje uzoraka ne vrsi na
Metastabilnim sistemima, odnosno da se omoguéi uspostavljenje termodinamicke ravnoteze u
uzorku. Medutim, u praksi posmatranje metastabilnih sistema ne moze sa sigurno$¢u da bude
iskljuceno, iako centrifugiranje moze da bude korisno za ubrzavanje procesa separacije visefaznih
sistema. Prelazi izmedu razli¢itih faza mogu biti indukovani promenom odnosa izmedu pojedinih
sastojaka u sistemu dodatkom jednog od sastojaka, dodatkom novih komponenti u sistem (lekovite
supstance ili elektroliti) ili promenama temperature. Promena strukture mikroemulzija tipa V/U u
U/V mikroemulzije se moze desiti preko razli¢itih struktura, kao $to su lamelarna faza, multifazni
sistemi ili bikontinuirane mikroemulzije (na Slici 1.5 je prikazan prelazak V/U u U/NV
mikroemulzija preko bikontinuiranih mikroemulzija) [15].

1.2.3. Izbor surfaktanata u formulaciji mikroemulzija

Za obrazovanje i stabilizaciju mikroemulzija mogu da se koriste razli¢iti surfaktanti, smese
surfaktanata i kosurfaktanata jonskog, nejonskog i amfoternog tipa. U preparatima za koZzu,
prednost se daje nejonskim surfaktantima koji su nenaelektrisani i imaju nizak potencijal da iritiraju
kozu. Medutim, bez obzira na vrstu surfaktanta, da bi se omogucio nastanak mikroemulzija,
surfaktant mora da obezbedi snizenje medupovrSinskog napona na veoma niske vrednosti i
obrazovanje fleksibilnog medupovrsinskog filma koji lako moze da se deformiSe. Takode mora da
ima 1 dovoljnu lipofilnost kako bi medupovrSina imala odgovarajucu zakrivljenost za formiranje
odredene strukture mikroemulzija [23]. Hidrofilni/lipofilni balans (HLB), koji pokazuje odnos
hidrofilnih i hidrofobnih grupa u molekulu, moze da bude koristan vodi¢ pri izboru surfaktanata za
formulaciju mikroemulzija. Opste je prihvaceno da su surfaktanti sa nizim HLB vrednostima (3-6)
pogodniji za mikroemulzije tipa V/U, dok se surfaktanti sa visSim vrednostima HLB (> 12) vise
koriste za obrazovanje mikroemulzija tipa U/V. Surfaktanti sa HLB vrednostima vi$im od 20 Cesto
zahtevaju upotrebu dodatnog kosurfaktanta koji smanjuje njihovu efektivhu HLB na vrednost
potrebnu za formiranje mikroemulzije [23]. Osim HLB vrednosti surfaktanta, u formulaciji
farmaceutskih mikroemulzija, zna¢ajan parametar koji se razmatra je i kriticni parametar pakovanja
(CPP) koji opisuje zavisnost sposobnosti surfaktanta da obrazuje odredene agregate od
geometrijskih karakteristika njegovih molekula, pod kojima se podrazumevaju zapremina
nepolarnog (hidrofobnog) dela molekula surfaktanta (v), optimalna povrsina polarnog (hidrofilnog)
dela molekula (a) i duzina alkil lanca molekula (I). U zavisnosti od vrednosti CPP se moze
definisati tip agregata koji ¢e surfaktant najverovatnije obrazovati [15]. Naravno, promenom sastava
mikroemulzija dolazi i do promena u mikrosredini u kojoj se nalazi surfaktant, Sto se odraZava i na
vrednost njegovog CPP. Tako npr. penetracija malih molekula ulja izmedu hidrofobnih lanaca
surfaktanta moze da poveca efektivni volumen hidrofobnog dela molekula, dok se od ulja velikih
molekulskih masa ne ofekuje znacajan uticaj na CPP. Promene CPP vrednosti mogu da se oc¢ekuju
I sa promenama jonske jacCine u sredini u kojoj se nalaze jonski surfaktanti, sa promenama
temperature ili usled prisustva hidrofilnin molekula poput glicerola ili sorbitola u vodenoj fazi
mikroemulzije. Za uspe$no formiranje mikroemulzionih sistema cesto nije dovoljan samo jedan
surfaktant, nego je neophodna upotreba dodatnog kosurfaktanta koji ¢e dovesti do daljeg snizavanja
medupovrsinskog napona 1 povecanja fluidnosti medupovrsinskog filma 1 entropije sistema. U te
svrhe se veoma Cesto koriste alkoholi srednje duZine lanca koji povecavaju mobilnost
ugljovodoni¢nih lanaca surfaktanta i uticu na medusobnu rastvorljivost uljane i vodene faze jer se
raspodelju izmedu ovih dveju faza [15].

Imajuéi u vidu da je koncentracija surfaktanata i kosurfaktanata koja je neophodna kako bi
se obrazovale mikroemulzije pogodnih fizickohemijskih i biofarmaceutskih karakteristika obi¢no
relativno visoka, u fokusu savremenih istrazivanja u dermalnoj isporuci lekovitih supstanci putem
mikroemulzija jeste upotreba dobro podnosljivih surfaktanata kako bi se rizik za iritaciju koze sveo
na minimum [16, 29, 30]. Alternativu konvencionalno koris¢enim nejonskim polietoksilovanim
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surfaktantima (npr. polisorbati) koji su se pokazali funkcionalnim u formulaciji mikroemulzija [31],
ali su ispoljii i odreden potencijal za iritaciju koze [32, 33], predstavljaju noviji biodegradabilni,
netoksi¢ni nejonski surfaktanti, prirodnog ili sintetskog porekla. Naroc¢ito su interesantni oni
dobijeni iz sirovina prirodnog porekla (npr.alkil poliglukozidi, estri saharoze i masnih kiselina,
kaprilno/kaprinski makrogolgliceridi, estri poliglicerola i masnih kiselina) [15, 23]. Usmeravanju
znacajno doprinosi i povecane svesti ljudi 0 vaznosti zastite Zivotne sredine [34, 35]. Dakle,
inovacija u razvoju mikroemulzija kao nosaca za lekove kojima se tretira obolela koza,
podrazumeva upotrebu sastojaka koje koza dobro podnosi, koji su ekoloski prihvatljivi, koji se
dobijaju iz obnovljivih izvora [36] i mogu se oznaditi kao prijatelji koZze i Covekove okoline. Ove
zahteve potpuno zadovoljavaju alkil poliglukozidni tenzidi, koji se ve¢ upotrebljavaju u razli¢itim
proizvodima $iroke potro$nje, kao i proizvodima za negu koze [16, 37]. Pored toga, u znacajnom
broju studija se ispituje i potencijal mikroemulzija u ¢iji sastav ulaze noviji polietoksilovani
surfaktanti, poput polioksietilen(glicerol) estara masnih kiselina [16]. Takode, uprkos bojaznima
vezanim za izazivanje iritacije, rezultati eksperimenata u kojima je ispitivan iritacioni potencijal
mikroemulzija zasnovanih na polietoksilovanim surfaktantima su preliminarno pokazali njihovu
prihvatljivu podnosljivost [38-40]. Ipak, efikasnost svakog novog do tada nekoris¢enog tenzida u
formulaciji mikroemulzija, potrebno je posebno ispitati.

1.2.3.1. Alkil poliglukozidi u formulaciji mikroemulzija

Alkil poliglukozidi (APG), poznati i kao alkil glukozidi, predstavljaju relativno novu
generaciju prirodnih, visoko efikasnih surfaktanata, niske toksi¢nosti, ekoloski sigurnih, dobijenih
iz obnovljivih izvora (glukoza i masni alkoholi iz skroba i palminog ulja), sa zanimljivim
medufaznim svojstvima. Glavna Kkarakteristika im je duzina alkil lanca i prosetan broj
monosaharidnih jedinica vezanih za alkil lanac (stepen polimerizacije) (Slika 1.6), ¢ime su
determinisane njihove fizickohemijske osobine. Komercijalno dostupni APG najcesce predstavljaju
kompleksne smese molekula sa stepenom polimerizacije 1,1-3. Takode, neki od proizvoda prisutnih
na trzistu su smeSe APG sa vodom, pri ¢emu je sadrzaj aktivne supstance obi¢no iznad 50%. APG
su stabilni pri visokim vrednostima pH, dok pri niskim pH dolazi do njihove hidrolize na Secer 1
masni alkohol. U poredenju sa odgovaraju¢im polietoksilovanim surfaktantima, Seferna glava je
vise hidrosolubilna (zbog veceg broja —OH grupa), a manje rastvorljiva u uljima. Povecanjem broja
monosaharidnih jedinica u molekuli APG, dolazi do dramaticnog porasta njegove hidrofilnosti.
Takode, hidrofobni deo u molekulu APG ima viSe izraZena hidrofobna svojstva nego lanci propilen-
oksida u strukturi polietoksilovanih surfaktanata. Zbog toga su njihove fizickohemijske
karakteristike drugacije nego kod konvencionalnih nejonskih surfaktanata. Primera radi,
temperatura predstavlja faktor od minornog znacaja za fazno ponasanje APG u vodi, mogu da
toleriSu visoke koncentracije elektrolita i kompatibilni su sa vecinom ostalih vrsta surfaktanata.
Medutim, njihova biodegradabilnost, pracena prirodnim poreklom, ¢ini ih najvaznijim
surfaktantima iz grupe tenzida zasnovanih na Secerima [34, 35, 37].

OH
HHO Q
HO " /’(CHE}HCHS
OH -

Slika 1.6. Sematski prikaz strukture APG (m — prosedan broj monosaharidnih jedinica, n — broj
atoma ugljenika u ugljovodoni¢nom lancu)
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Sa dermatoloSkog aspekta, APG se smatraju grupom vrlo blagih tenzida, koji su izuzetno
pogodni za upotrebu bilo sami, kao surfaktanti, ili kao kosurfaktanti u formulaciji proizvoda koji se
smatraju blagim za kozu [41].

Prema zakljuccima izvestaja ekspertskog tela za procenu bezbednosti kozmetickih sastojaka
iz 2011. godine (Cosmetic Ingedient Review (CIR) Expert Panel), veliki broj APG emulgatora, njih
19 (npr. decil-glukozid, kaprilil/kapril-glukozid, koko-glukozid, cetearil-glukozid), se moze koristiti
u kozmetickim proizvodima na teritoriji Evropske unije [42]. Iz tog razloga, ali i zbog ekonomicne
proizvodnje 1 povoljnih ekoloskih i tehnickih osobina, primena APG u formulaciji razli¢itih
naprednih sistema za (trans)dermalnu isporuku lekovitih supstanci postaje sve §ira [41]. Medutim,
formulacija mikroemulzija sa APG kao primarnim surfaktantima je dosta zahtevna i predstavlja
znacajan izazov za istrazivace, te su mogucnosti njihove primene u formulisanju mikroemulzija,
faktori koji na to uticu, unutrasnja struktura i fizickohemijske osobine mikroemulzionih sistema jos
uvek nedovoljno proucene. Mnoge istrazivacke grupe su fokusirane na pronalazenje odgovarajuceg
kosurfaktanta koji bi imao ulogu u povec¢anju rastvorljivosti APG u uljima, a $to bi dalje dovelo do
obrazovanja mikroemulzija [43, 44]. U relevantnoj nauc¢noj literaturi su, u dosada publikovanim
radovima, kao surfaktanti iz grupe APG u formulaciji farmaceutskih i kozmetickih mikroemulzija
ispitani decil-glukozid, kaprilil/kapril-glukozid, koko-glukozid i lauril-glukozid (Tabela 1.2).

Rezultati koji su dobijeni u ovom ograni¢enom broju studija (Tabela 1.2) su generalno
ukazivali na to da su APG-mikroemulzije pogodni nosaci za poboljsanu dermalnu i transdermalnu
isporuku inkorporiranih lipofilnih i hidrofilnih lekovitih supstanci. Primera radi, koli¢ina
isporuc¢enog takrolimusa u dermis, kao i koli¢ina leka koja je prosla kroz humanu kozu in vitro je
bila znacajno visa nakon primene APG-mikroemulzije u odnosu na komercijalno dostupan preparat
[45]. Sli¢no je dokumentovano i u slucaju lokalne primene linoleinske kiseline [36], a-tokoferola
[46], retinoinske Kiseline [47], likopena i askorbinske kiseline [48] u formi mikroemulzija
zasnovanih na APG, gde su mikroemulzije obezbedile znacajno povecanje isporucenih lekova u
odnosu na kontrolne formulacije (npr. likopena 3,3-8 puta, a askorbinske kiseline 1,5-3 puta). S
obzirom da je pokazano da APG surfaktanti mogu da povecaju permeabilnost koze zahvaljujuci
vlazenju povrsinskih slojeva koze vezivanjem vode za veliki broj slobodnih hidroksilnih grupa u
molekulima APG [49], verovatno je da su i kao sastojci mikroemulzija doprineli povecanju difuzije
pomenutih ispitivanih jedinjenja u/kroz kozu. Schwarz i sar. [50] su demonstirali da se odli¢na
difuzivnost flufenaminske kiseline i flukonazola iz mikroemulzija na bazi prirodnih surfaktanata,
ukljucujuéi i APG, moze objasniti na molekularnom nivou, primenom atenuisane ukupne refleksije-
infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom (ATR-FTIR). Naime, u ovoj studiji je
interakcija mikroemulzija sa kozom svinje indukovala pomeranje simetri¢nih i asimetri¢nih
istezanja —CH;, veza prema visim frekvencijama, ukazuju¢i na heksagonalno uredenje lipidnih
lanaca SC, odnosno veci stepen neuredenosti 1 povecanje fluidnosti 1 pokretljivosti alkil lanaca, Sto
je za rezultat imalo brzu difuziju model lekova kroz koZzu.

Osim toga, znac¢ajno je da se pomene da su Goebel i sar. [36, 45] primenom testa iritacije na
horioalantoinskoj membrani inkubiranih kokosijih jaja (engl. Hen's Egg Test — Chorioallantoic
Membrane, HET-CAM test) nakon 5-minutnog tretmana zabelezili dobru podnosljivost
mikroemulzija u kojima je sadrzaj APG tenzida bio do 10,6%. Takode, demonstrirana je i
prihvatljiva podnosljivost (koja je bila bolja od podnosljivosti surfaktanta oktoksinola-9 (Triton X-
100)) mikroemulzione formulacije sa 50% decil-glukozida na ekvivalentima koze dobijenim
bioinzinjeringom [48]. In vivo studije na pacovima su takode potvrdile povoljan bezbednosni profil
mikroemulzije sa visokim udelom surfaktanata i kosurfaktanta (45%), pri ¢emu je udeo APG u
sme$i bio 18,18% [51]. Medutim, kao $to se moze uociti, nijedna od sprovedenih studija nije
uzajamno konzistentna niti je vr§ena na humanim subjektima.
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Tabela 1.2. Pregled koris¢enih APG u formulaciji mikroemulzija za primenu na kozi

Lekovita
Surfaktant/kosurfaktant Uljana faza Vodena faza supstanca/ aktivni  Literatura
princip
Kaprilil/kapril-glukozid/lecitin/etanol . -
Kaprilil/kapril-glukozid/lecitin/1,2- Izopropilmiristat Fosfatni pufer pH R_etlr]omska [47]
. 6,4 Kiselina
heksandiol
Decil-glukozid/lecitin/etanol S .
kaprilil/kapril-glukozid/lecitin/etanol  'ZOPTOPIImiristat Voda Insulin [52]
Decil-glukozid/lecitin/propilenglikol/
1,2-heksandiol 1-dekanol:1-dodekanol = Fosfatni pufer pH . .
Decil-glukozid/propilenglikol/ 2:1 (m/m) 5,8 Mikonazol-nitrat [53]
1,2-heksandiol
Decil-glukozid/sorbitan-monolaurat DIOkt.ﬂCIkIOheksan/ Tecni Voda Asqublnska [54]
parafin kiselina
Lauril-glukozid/cetearil glukozid Linoleinska kiselina VOdf"lll’Z'. Linoleinska kiselina [36]
pentilenglikol 20%
Koko-glukozid/lecitin/etanol . S .
Decil-glukozid/lecitin/etanol Oleoil makrogol-6-gliceridi Voda 5-fluorouracil [51]
Decil-glukozid/fosfatidilholin Dibutil-adipat Voda/1,2- Takrolimus [45]
pentilenglikol 20%
IPM/gliceril-monooleat Likopen i
Decil-glukozid/propilenglikol IPM/gliceril- monokaprilat Voda askorbinska [48]
IPM/gliceril-monolaurat kiselina
Koko-glukozid/izopropanol Flufenaminska
g . prop Izopropilmiristat Voda kiselina [50]
Koko-glukozid/lecitin/izopropanol
Flukonazol
Decil-glukozid/propilenglikol Mono- i digliceridi srednje Voda a-tokoferol i [46]

duZine lanca

lipoinska kiselina
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1.2.3.2. Polietoksilovani surfaktanti u formulaciji mikroemulzija

Najvazniji kriterijum za klinicku primenu lekovitog preparata jeste njegova fizioloska
kompatibilnost, §to u slu¢aju mikroemulzija znaci da glavnu ulogu imaju surfaktanti, tacnije njihova
vrsta i koli¢ina u kojoj su upotrebljeni. Kako bi se koncentracija pojedinacnog surfaktanta svela na
najmanju mogucu, Cesto se koriste smesSe nejonskih surfaktanata. Kao rezultat opseznih ispitivanja
u ovoj oblasti, veoma Cesto se u formulaciji farmaceutskih mikroemulzija, pored surfaktanata
prirodnog porekla koji nemaju oksietilenske grupe u svojoj strukturi, koriste polietoksilovani
surfaktanti ili njihove kombinacije: polisorbati (Tween®), (PEGilovani)glicerol estri masnih kiselina
(Labrasol®, Cremophor®, Solutol®), PEGilovani masni alkoholi (Brij®, Tagat®) i poloksameri.

Potencijal (PEGilovanih)glicerol estara masnih kiselina u formulaciji mikroemulzionih
nosaca razli€itih lekovitih supstanci je proucavan od strane veceg broja istrazivackih grupa. lako se
pokazalo da ova vrsta surfaktanata ima ogroman potencijal za obrazovanje mikroemulzionih
sistema u kombinaciji sa raznovrsnim uljima i kosurfaktantima i da su razvijene mikroemulzije
smatrane za efikasan vehikulum za poboljsanu (trans)dermalnu isporuku mnogih lekova poput
klotrimazola [55], lokalnih anestetika [56], nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSAIL) [57],
kurkumina [58] i retinoida [39, 59], neki od tenzida koji su dostupni na trziStu nisu jo$ uvek ili su
slabo proucavani kao stabilizatori mikroemulzionih sistema. Ovoj kategoriji pripada i Emanon®
EV-E (gliceret-7-kaprilat/kaprat; PEG-7-kaprilno/kaprinski glicerid) (Slika 1.7), ¢ija primena u
formulaciji mikroemulzija, prema dosadasnjim saznanjima, nije dokumentovana u nau¢nim
publikacijama, izuzev onima koje su rezultat rada nase istrazivacke grupe. Takode, mozZe da se uoci
da je primena ovog surfaktanta u formulaciji bilo naprednih bilo konvencionalnih nosaca za lokalnu
primenu generalno slabo proucavana.

CH,O(CH,CH.O)R  x+y+2z=7
CHO(CH CH,O),R R=Hili R’-CO"
CH ,O(CH,CH,0),R  R’= kaprilatni/kapratni lanac

Slika 1.7. Hemijska struktura Emanon®-a EV-E (EV)

Ipak, imajuéi u vidu da se primena etoksilovanih surfaktanata Cesto dovodi u vezu sa
iritacijom koze i1 da se oni zbog toga smatraju manje bezbednim od polihidroksilnih surfaktanata
[34], shodno osobinama koje proizvodaé¢ navodi za EV, poput biodegradabilnosti, niske toksi¢nosti,
dobijanja iz sirovina biljnog porekla, odsustva sporednih proizvoda i konzervanasa u proizvodu,
visoke HLB vrednosti i ekoloSke sigurnosti, mogu se ocekivati i povoljne osobine mikroemulzija
zasnovanih na Emanon®-u EV-E. Tako je, u skladu sa trzinim trendovima koji su usmereni na
inkorporiranje sastojaka prirodnog porekla (ulja, vitamini, ekstrakti) u kozmeticke proizvode, EV
omogucio fomulisanje kremova za tuSiranje i Sampona koji sadrZe ulja ili silikone, poboljSavajuci
penenje i isporuku kozmeticki aktivnih supstanci u kozu i kosu. Osim za formulaciju proizvoda koji
se nakon primene spiraju sa koze, pogodan je i za proizvode koji ostaju duze vreme u kontaktu sa
kozom. Zbog svoje visoke vrednosti HLB (~17), Kkoristi se kao koemulgator u kremovima i kao
primarni surfaktant u formulaciji losiona kojima se impregniraju vlazne maramice i sredstava za
skidanje Sminke. Treba da se napomene da su pomenuti kozmeticki proizvodi zasnovani na EV
okarakterisani kao neiritiraju¢i za kozu, §to je zasnovano na rezultatima Zein testa i testa hemolize
crvenih krvnih zrnaca (engl. Red Blood Cell — RBC test) [60].

Shodno svemu navedenom, moze se pretpostaviti da bi EV kao polietoksilovana PAM
mogao imati sposobnost da obrazuje biokompatibilne mikroemulzije kao nosate za lekovite
supstance, koje bi takode bile i ekoloski prihvatljive, ¢ime bi se ispunila oc¢ekivanja savremenih
pacijenata u pogledu koris¢enja proizvoda na bazi sastojaka prirodnog porekla.
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1.2.4. Dermalna isporuka lekovitih supstanci putem mikroemulzija — mehanizmi
| faktori koji uticu na povecanje penetracije lekova

Sposobnost mikroemulzionog sistema da poboljsa transport lekovitih supstanci u/kroz kozu
u velikoj meri zavisi od unutrasnje strukture sistema i tipa mikroemulzije, koji su odredeni
sastavom i koncentracijom sastojaka. Pokazano je da vrsta surfaktanta i/ili kosurfaktanta, njihov
medusobni odnos, vrsta koris¢enog ulja i prisustvo inhensera penetracije u formulaciji odreduju
penetracioni profil leka [61, 62]. U zavisnosti od fizickohemijskih osobina aktivne supstance,
razliciti tipovi mikroemulzija mogu da budu njen optimalan nosa¢. Medutim, nije dovoljno samo da
se kombinuju razli€iti sastojci 1 obrazuje mikroemulzija pogodnih karakteristika, nego je neophodno
da se pronadu odgovarajuci sastojci u optimalnoj koncentraciji kako bi se maksimalno pojacala
efikasnost sistema. Pored toga, u zavisnosti od fizickohemijskih karakteristika leka i mikrostrukture
sistema, lekovita supstanca moze da bude solubilizovana u dispergovanoj fazi mikroemulzije
(unutar dispergovanih kapi), kontinuiranoj fazi sistema i/ili medupovrsinskom filmu sa¢injenom od
amfifila (bar delimi¢no). Primera radi, verovatno mesto solubilizacije lipofilnih, u vodi slabo
rastvorljivih lekovitih supstanci u U/V mikroemulzijama je dispergovana uljana faza i/ili hidrofobni
deo medupovrsine kojeg grade molekuli surfaktanata, dok su molekuli hidrosolubilnih lekovitih
supstanci rastvoreni u kapima vodene faze V/U mikroemulzija [15, 18, 63]. Na Slici 1.8 su sumirani
faktori koji uti¢u na karakteristike mikroemulzija i posledi¢no na njihovu sposobnost da pojacaju
penetraciju lekovitih supstanci i moguénost njihove upotrebe kao nosaca za isporuku lekova putem
koze.

Sastav Karakteristike
mikroemulzije mikroemulzije
Vrsta Surfaktant/kosurfaktant Udeo S T R
uljane faze —koli¢ina i odnos vode | Tip strukture | I Naelektrisanje I | Viskozitet
Rastvorljivost i Duzina kontakta formulacije sa
permeabilnost lekovite kozom, interakcija sa kozom,
supstance oslobadanje i transport leka

Penetracija leka u
koZu

Slika 1.8. Parametri koji uti¢u na penetraciju i dermalnu isporuku lekovitih supstanci iz
mikroemulzija (preuzeto i prilagodeno prema referenci [18])

Mnogobrojne studije su pokazale da su mikroemulzije dragoceni nosaci ¢ijom primenom na
kozi moze znacajno da se unapredi i poboljsa lokalizacija lekova u kozi ili sistemskoj cirkulaciji.
Medutim, veoma je vazno da se istakne da se u sprovedenim in vitro studijama, prisustvo leka u
receptorskoj fazi smatra pokazeteljem transdermalne isporuke (uprkos ogranicenjima metoda da
imitiraju transfer leka u krv). Oc¢igledno, potpuno odvajanje dermalne i transdermalne isporuke leka
nije moguce, ali pazljivim dizajnom formulacije moZe da se postigne optimalan balans kojim bi se
favorizovala isporuka leka u kozu, odnosno u sistemsku cirkulaciju [18]. U brojnim studijama je
pokazano da primenom mikroemulzija moze da se postigne znacajno povecanje retencije leka u
kozi u odnosu na povecanje perkutane permeacije. lako je ovaj koncept ocigledno veoma znacajan
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za formulaciju kozmetickih proizvoda, lokalizacija u kozi takode predstavlja benefit i za lekove iz
nekih farmakoterapijskih grupa. Mikroemulzije su koris¢ene kako bi se poboljsala lokalizacija
anestetika u kozi 1 obezbedio brzi pocetak delovanja u odnosu na komercijalne formulacije [64].
Bikontinuirane mikroemulzije su ispitivane i kao nosaci za ciklosporin A, pri ¢emu je pokazano in
vivo da je deponovanje leka u kozi i potkoznom masnom tkivu bilo gotovo 30, odnosno 15 puta
vecée, nego kada je lek primenjen oralno [65]. Ovi rezultati su sugerisali da sporedni efekti pri
sistemskoj primeni leka mogu da se minimizuju lokalnom primenom leka. Uspe$na isporuka u kozu
primenom mikroemulzija uklju¢uje mnoge druge molekule — lidokain [56], alfa-tokoferol [66], 8-
metoksalen [67], paklitaksel [68] i linoleinsku kiselinu [36]. Medutim, treba da se naglasi da iako je
u nekim istrazivanjima postignuta selektivna isporuka leka u kozu [69], izabrana eksperimentalna
postavka (in vitro) nije obezbedila sink uslove, zbog ¢ega se zakljucci o odsustvu transdermalne
isporuke leka (koji nisu provereni in vivo) moraju uzeti sa rezervom,

Medutim, iako je opsteprihvaceno da mikroemulzije pojacavaju transport lekova u/kroz
koZu, ta¢an mehanizam njihovog delovanja jo§ uvek nije u potpunosti rasvetljen. Kao razlog za to
se navodi kompleksnost mikroemulzionih sistema, na Cije karakteristike uti¢u mnoge varijable.
Kako bi se objasnio nacin na koji mikroemulzije dovode do efekta pojaane penetracije lekova,
zapravo je predlozeno nekoliko razli¢itih mehanizama. Najverovatnije je da sveobuhvatna
kombinacija svih ovih mehanizama ima za rezultat poboljSanu penetraciju jer nijedan od njih
pojedinac¢no ne obezbeduje dovoljno argumenata kojima bi se objasnila superiornost mikroemulzija
u poredenju sa ostalim sistemima za isporuku lekova.

» Prvi razlog za pojac¢anu penetraciju je mala veli¢ina kapi dispergovane faze i visok odnos
povrsine i zapremine. U mnogim studijama je pokazan uticaj veli¢ine kapi dispergovane faze na
transport leka u/kroz kozu. Primera radi, znacajna poboljSanja u transdermalnoj isporuci diazepama,
betametazon valerata i dipropionata, indometacina, diklofenaka, piroksikama i naproksena su
ostvarena primenom mikroemulzija u poredenju sa standardnim emulzijama i kremovima [70, 71].
Medutim, nisu svi sistemi sa dispergovanom fazom u nanometarskom opsegu podjednako efikasni,
naprotiv. Shim i sar. [72] su pokazali da je isporuka lidokain-hidrohlorida bila manja kada su
primenjene lipidne micele nego putem liposoma istog kvalitativnog sastava, §to je pripisano
razlicitoj interakciji sa SC zbog razli¢ite morfologije micela i liposoma. Ovakva razmatranja
sugeriSu da smanjenje veli¢ine unutrasnje faze nanonosafa moZze da favorizuje penetraciju, ali to
mozda nije dovoljno, ukoliko se ovaj faktor posmatra odvojeno od ostalih mehanizama za
poboljsanje penetracije [18].

» Sposobnost mikroemulzija da pojacaju penetraciju solubilizovanih supstanci moze da se
pripiSe i uticaju individualnih sastojaka formulacije, koji ispoljavaju efekte penetracionih
inhensera [18, 23]. Odredeni monomeri surfaktanata i kosurfaktanata, komponenti uljane faze i
ostali penetracioni inhenseri ukljueni u formulaciju mogu da difunduju u kozu i1 povecaju
permeaciju lekova, bilo narusavajuéi strukturu lipida SC (Sto olakSava difuziju kroz koznu barijeru),
bilo povecavajuci rastvorljivost leka u kozi (povecanjem particionog koeficijenta leka izmedu koze
i nosaca) [18]. U studiji u kojoj je ispitivan efekat mikroemulzija na promene u SC je uoceno da
svaki sastojak mikroemulzije naruSava strukturu ovog sloja proporcionalno svojoj koncentraciji u
kozi [73]. Ulja u sastavu mikroemulzija imaju kriti¢nu ulogu u formulaciji, s obzirom da uti¢u na
rastvorljivost i permeaciju inkorporiranih supstanci [48, 74]. Oleinska kiselina, na primer, smanjuje
uredenost konformacije lipida u kozi i poveéava propustljivost kozne barijere [73]. Isto vazi i za
surfaktante i kosurfaktante, ¢ija efikasnost u povecanju penetracije zavisi od strukture, duzine alkil
lanca i polarnosti molekula. Kada je re¢ o nejonskim surfaktantima, mehanizam njihovog delovanja
ukljucuje sledece efekte: (i) na nivou lipida: povecéanje fluidnosti lipidnog dvosloja, solubilizaciju i
ekstrakciju lipida; (ii) na proteinskom nivou: interakcije sa keratinskim filamentima u korneocitima;
1 (1i1) na nivou leka: menjanje termodinamicke aktivnosti leka, obezbedujuci efikasniju penetraciju
u kozu [75]. U formulaciju mikroemulzija mogu biti ukljuceni i dodatni sastojci koji povecavaju
rastvorljivost leka i njegovu permeaciju. Kada je poredeno preuzimanje sastojaka mikroemulzije u
kozu u odnosu na primenu samih pojedinac¢nih sastojaka, zaklju¢eno je da mikroemulzije
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obezbeduju vecu koncentraciju sastojaka u SC, Sto je ukazalo na prednost primene mikroemulzije
umesto individualnih komponenti [73].

» Primena mikroemulzija vodi ka povecanju hidratacije koZe. Imaju¢i na umu da se voda
takode smatra penetracionim inhenserom, ovakav efekat moze da doprinese penetracionoj
efikasnosti formulacije [18]. Ranije studije su pokazale da sa povecCanjem udela vode u
mikroemulzijama dolazi do povecanja hidratacije SC [73, 76]. Takode, permeacija lipofilnih
(ketoprofen, lidokain) i hidrofilnih lekova (kofein) iz mikroemulzija je pokazala trend porasta sa
porastom udela vode [77]. Sa porastom koli¢ine vode u mikroemulzijama uoceno je povecanje
koli¢ine adapalena i klotrimazola u svim slojevima koze, kao i folikulima dlaka [55, 69]. Osim toga,
i brzina oslobadanja leka je funkcija udela vode. Naime, pokazano je da fluks leka kroz membranu
raste proporcionalno sa povecanjem udela vode u mikroemulzijama [78]. Zaista, koli¢ina vode u
sistemu odreduje unutras$nju strukturu mikroemulzija, $to se zauzvrat odrazava na isporuku leka u
kozu. Ipak, u veéini studija promene sadrzaja vode u sistemu posledi¢no su uzrokovale i promene
udela ostalih sastojaka, te uticaj drugih faktora koji uti¢u na penetraciju lekova ne bi trebalo da bude
zanemaren. Povecavajuéi sadrzaj vode pri prelazu V/U do U/V mikroemulzija moze do¢i do: (i)
promena u termodinamic¢koj aktivnosti lekova (uglavnom lipofilnih) zbog izmenjene rastvorljivosti
leka u spoljasnjoj fazi sistema; (ii) povecane hidratacije koze; i (iii) promena u permeabilnosti koze
zbog variranja koncentracije penetracionih inhensera (obi¢no surfaktanata i sastojaka uljane faze)
[18, 79]. Dakle, i neki sastojci uljane faze (npr. biljna ulja) imaju okluzivna svojstva, pa je moguce
da ovakve komponente sprece ili umanje isparavanje i promene gradijent vode u gornjim slojevima
koze. Treba imati na umu da ovaj efekat zavisi od vrste sastojaka i njihove koncentracije u
formuaciji. Tako npr. okluzivni efekat V/U emulzija sa niskim sadrZajem vode je viSe slican efektu
samog ulja nego V/U sistemu sa viSim udelom vode ili U/V formulaciji, koja moze da ispolji efekat
okluzije tek nakon isparavanja slobodne vode [18].

» Efekat poboljsanja penetracije lekova putem mikroemulzija se moze pripisati i visokom
solubilizacionom kapacitetu ovih sistema za hidrofilne, lipofilne i amfifilne lekove [16, 18].
Strukturna organizacija uljane i vodene faze, kao i postojanje amfifilnog medusloja stvara dodatne
regione za rastvaranje lekova, §to povecava solubilizacioni kapacitet mikroemulzija u odnosu na
nestrukturirane nosace [80]. Ovaj efekat je posebno izrazen u slu¢aju bikontinuiranih mikroemulzija
[14]. Rastvorljivost mnogih lekovitih supstanci (npr. progesteron, estradiol) je visestruko veca u
mikroemulzijama nego u vodi ili pojedina¢nim sastojcima mikroemulzija [81]. Kada se postigne
maksimalna termodinamicka aktivnost, visok koncentracioni gradijent obezbeduje silu za poveénje
transporta lekovite supstance [16]. Medutim, iako poveéanje rastvorljivosti leka u nosacu moze da
vodi ka njegovoj pojacanoj penetraciji zbog povecanog koncentracionog gradijenta, u razli¢itim
studijama je pokazan suprotan efekat, pokazujuc¢i da jo§ uvek nije u potpunosti razjasnjena veza
izmedu rastvorljivosti i postizanja maksimalnog transporta molekula leka kroz kozu [18, 77].

Dakle, mikroemulzije, u odnosu na konvencionalne topikalne farmaceutske oblike,
povecavaju penetraciju lekova menjaju¢i i lipofilne i polarne putanje za prolaz molekula
zahvaljujudi sinergistickim interakcijama komponenti nosaca sa SC. Premda se generalno smatra da
je intercelularni put najznacajniji nacin ulaska leka u SC, folikularni put transporta u nekim
slu¢ajevima moze da bude potencijalno mnogo korisniji nego $to se pretpostavlja, bez obzira na to
Sto folikuli dlaka ¢ine svega 0,1% ukupne povrsine koze [1]. Isporuka lekovitih supstanci u/kroz
folikule dlaka zavisi od vise faktora, od fizickohemijskih karakteristika leka do stepena aktivnosti
dlaka [82]. Biju i sar. [83] su ispitivali pod in vitro uslovima folikularnu depoziciju ulja ¢ajevca
primenjenog putem razli¢itih formulacija (mikroemulzija, disperzija liposoma, visestrukih emulzija)
koristec¢i perfuzirani model kravljeg vimena. Pokazano je da su mikroemulzija, kao i disperzija
liposoma obezbedile oko 2 puta viSu transfolikularnu penetraciju ulja u odnosu na visestruku
emulziju. Si¢no, Teichmann i sar. [84] su primenom laserske skeniraju¢e mikroskopije uocili
razli¢itu distribuciju kurkumina nakon aplikacije amfifilnog krema i U/V mikroemulzije na kozu
humanih dobrovoljaca. Pokazano je da je kurkumin iz mikroemulzione formulacije dospio u dublje
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slojeve SC, ali i nize delove folikula dlake (infundibulum), dok je lokalna primena amfifilnog
krema rezultovala u dospevanju leka samo do otvora folikula. Poveéanje akumulacije ispitivanih
supstanci u folikulima dlaka je pripisano veoma niskom medupovrsSinskom naponu mikroemulzija,
Sto omogucuje izvanredan kontakt sa kozom, kao i kompatibilnosti mikroemulzija sa lipofilnom
sredinom u folikulima dlaka, §to sve skupa ¢ini da primenjena formulacija ima sposobnost da lakSe
pristupi unutrasnjosti folikula olakSavaju¢i dalji transport inkorporiranih supstanci. Treba takode da
se naglasi da je u slucaju drugih nosaca nanometarskih dimenzija potvrdena uspe$na folikularna
penetracija lipofilnih i hidroflnih model supstanci [82]. Imajuci u vidu rezultate navedenih studija,
bez obzira na izuzetna barijerna svojstva koze, jasno je da penetracija (kapi) mikroemulzija u
folikule dlaka moze da doprinese njithovom delovanju penetracionih inhensera, kao i to da
predstavlja uverljiv nacin za ciljnu isporuku leka u folikule dlaka, sto moze da bude posebno
znacajno U leenju akni.

1.3. MIKROIGLE KAO FIZICKI POJACIVACI PENETRACIJE LEKA
U/KROZ KOZU

Unato¢ nastojanjima da se isporuka lekovitih supstanci pospesi/unapredi dizajniranjem
pogodnih nosaca koji imaju potencijal da premoste barijernu funkciju SC, postizanje optimalne
dermalne isporuke lekova cesto izostaje. Ovo je razlog sve veceg interesovanja istrazivata za
mikroigle kao fizicke pojaéivace penetracije koji mogu isporuciti lekove na minimalno invazivne
naéine i koje su relativno jednostavne i jeftine. Primenom mikroigala moguce je da se lekovite
supstance isporuce ciljno i kontrolisano u specifi¢ne delove koze, $to posledi¢no potencijalno moze
da dovede do smanjenja doze leka [85]. Tipi¢na duzina mikroigala se kre¢e od 70 um do nekoliko
mm. Dizajn mikroigala je takav da se njihovom primenom na kozi obezbeduje stvaranje pora
mikronskih dimenzija. U zavisnosti od njihove duzine, mikroigle penetriraju kroz SC i epidermis do
dubine od 70 do 200 pum ne dopiru¢i do nervnih zavrSetaka, zbog Cega je njihova primena u
najve¢em broju slucajeva bezbolna [85-87].

1.3.1. Vrste mikroigala

Kako bi se optimizovalo mesto ili stepen isporuke leka u zavisnosti od potreba pacijenata,
dizajnirane su mikroigle sa razli¢itim oblicima, velicinom i gustinom po jedinici povrSine
membrane (adhezivne ili potporne) [85].

Uopsteno, mikroigle za dermalnu isporuku lekovitih supstanci se mogu podeliti u dve klase:
vrste i Suplje mikroigle (Slika 1.9, Slika 1.10). Cvrste mikroigle (engl. solid microneedles) se
uspesno upotrebljavaju za isporuku proteina, peptida, oligonukleotida i nanocestica. Sa druge
strane, Suplje mikroigle (engl. hollow microneedles) sadrze Suplje jezgro kroz koje se moze
ubrizgati bolus doza leka [86].

Aplikacija ¢vrstih silikonskih mikroigala se smatra relativno jednostavnom, i podrazumeva
njihovo insertovanje na kozu, a nakon kratkog perioda sledi njihovo uklanjanje, a potom nanosenje
ispitivane formulacije sa lekom (,,poke and patch* pristup) (Slika 1.9, Slika 1.10). Stvaranje
mikropora je kratkotrajan 1 reverzibilan proces, a kako bi se produZzilo vreme u kojem mikropore
ostaju otvorene mogu da se primene dodatne formulacije lekova (npr. diklofenak). Cvrste mikroigle
se izraduju od ¢vrstih materijala poput silikona, nerdajuceg Celika, titanijuma i nikl-Zeljeza [86, 88,
89].

Povrsina ¢vrstih mikroigala moZze da se oblozi lekom ili formulacijom leka koji se oslobada
rastvaranjem filma u odredenom sloju koze nakon insercije obloZenih mikroigala (engl. coated
microneedles) u kozu (,,coat and poke* pristup) (Slika 1.10). Imajuci u vidu da se oblaganjem
smanjuje fizicka otpornost i ostrina mikroigala, samo male koli¢ine leka mogu da se nanose u vidu
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tankog filma na povrSinu ¢vrstih mikroigala. Iz tog razloga je nedostatak ovog pristupa Sto je
ogranicen samo na veoma potentne lekove, kao Sto su vakcine, ili na tretmane gde nije potrebna
isporuka velikih koli¢ina aktivnih entiteta (kozmeticke procedure) [88, 89].

Za razliku od oblozenih mikroigala, upotrebom Supljih mikroigala je omogucena primena
visokih doza lekova. Takode, doza leka koja se isporucuje u odredeni sloj koze moze lakse da se
kontroliSe u skladu sa potrebama pacijenta. Formulacija leka (obi¢no rastvor leka) koja se
primenjuje na kozu moze da protice kroz Suplje mikroigle pasivhom difuzijom ili aktivno,
primenom pritiska (,,poke and flow* pristup) (Slika 1.9 i Slika 1.10). Kako bi se postiglo
kontrolisano oslobadanje leka iz rezervoara, na niz mikroigala se ugraduje mikrofluidni ¢ip ili
mikropumpa [88, 89].

Uobicajeni sistemi za isporuku lekova bazirani na tehnologiji
ikroigala

Vrste mikroigala i mehanizmi isporuke leka

5 v Hidrogel-
Cvrste Suplje Rastvorljive ¢, rmirajuce
SC i
epidermis ‘J‘J
dermis

.~

Slika 1.9. Osnovne vrste mikroigala (preuzeto i prilagodeno prema referenci [87])

Kao alternativa nerastvorljivom materijalu od kojeg su izgradene prethodno pomenute vrste
mikroigala, upotrebom biokompatibilnih, u vodi rastvorljivih polimera i ugljenih hidrata, kao i
biljnih proteina, su formulisane rastvorljive mikroigle (engl. dissolvable microneedles). Kod ovog
tipa mikroigala, lekovita supstanca se inkorporira u matriks i oslobada degradacijom matriksa ili se
polako rastvara u telesnim te¢nostima nakon aplikacije (,,poke and release* pristup) (Slika 1.9 i
Slika 1.10) [86, 88, 90]. Ovakav pristup podrazumeva da mikroigle moraju ostati u kozi nakon
njihove aplikacije dok se lek ne oslobodi. Oslobadanje leka moze da bude kontrolisano tako da
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izborom odgovarajuceg polimera ono moze da traje od nekoliko minuta do nekoliko meseci [91].
Za fabrikaciju rastvorljivih mikroigala se koriste razliCiti materijali, ukljuc¢ujuc¢i polivinil alkohol,
polivinilpirolidon, dekstran, karboksimetilcelulozu, hondroitin-sulfat, hijaluronsku kiselinum
ugljene hidrate (maltoza, trehaloza, saharoza, manitol, ksilitol), hitozan, poli-laktid-koglikolid, zein
(iz kukuruza). Takode, u poredenju sa oblozenim mikroiglama, formulacija rastvorljivih mikroigala
omogucuje inkorporiranje vece koli¢ine lekovite supstance, medutim inkapsulacija viSe od 10%
aktivne supstance moze da dovede do nedovoljne mehani¢ke snage mikroigala. Ipak, dizajniranjem
rastvorljivih  mikroigala moguée je reSavanje problema skladiStenja nedegradabilnog,
biokontaminiranog materijala, ali i spre¢avanje komplikacija koje bi potencijalno mogle da se
dogode nakon lomljenja ¢vrstih mikroigala u kozi [85, 89, 92-94].

Cvrste Oblozene  Rastvorljive Suplje
mikroigle mikroigle mikroigle mikroigle

dermis

"poke and patch" "coat and poke" "poke and release” "poke and flow"

Slika 1.10. Nacini isporuke leka u kozu koriste¢i razli¢ite vrste mikroigala (preuzeto i prilagodeno
prema referenci [91])

Karakteristike navedenih mehanizama za dermalnu, odnosno transdermalnu isporuku lekova
upotrebom razli¢itih vrsta mikroigala su sumirane u Tabeli 1.3.

Relativno nova istrazivanja u oblasti mikroigala kao sistema za isporuku lekova putem koze
su usmerena ka mikroiglama koje se formulisu iz hidrogelova obrazovanih koris¢enjem polimera —
hidrogel-formulisu¢im mikroiglama (Slika 1.9). Razlika i prednost ove vrste mikroigala u odnosu
na klasi¢ne rastvorljive mikroigle je ta Sto doze lekova i biomolekula koje se isporucuju nisu vise
ogranicene koli¢inom koja moZze da se inkorporira u same mikroigle. Sastoje se od umrezenih
polimernih mikroigala bez lekovite supstance i Cvrste podloge na kojoj se nalazi flaster sa
rezervoarom leka. Nakon aplikacije, insertovani vrhovi mikroigala apsorbuju intersticijsku tec¢nost i
bubre, pri ¢emu se obrazuju kontinuirani kanali izmedu dermalne cirkulacije i1 rezervoara leka, Sto
posledi¢no indukuje difuziju leka iz flastera. Dakle, mikroigle predstavljaju alatku za
premosc¢avanje barijere SC, a nakon bubrenja postaju membrana koja kontroliSe brzinu difuzije
leka. Hidrogel-formuliSu¢e mikroigle mogu da se izraduju u Sirokom opsegu veli¢ina flastera i
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geometrija, mogu lako da se steriliSu, odupru zatvaranju pora kada su insertovane u kozu i da se u
potpunosti uklone intaktne iz koze. Polimeri koji omogucuju fabrikaciju ovog tipa mikroigala
ukljucuju poli(metilvinileter-ko-maleinska kiselina) umreZena poli(etilenglikolom), hitozan,
polilaktid-ko-glikolid i polivinil alkohol. Medutim, dodatni napori treba da se uloZe kako bi se
prosirio izbor materijala koji bi bili pogodni za formulaciju ovih veoma korisnih i obecavajuéih
sistema za isporuku lekovitih supstanci [90, 93].

Tabela 1.3. Karakteristike razli¢itih mehanizama za isporuku lekova upotrebom mikroigala

(preuzeto i prilagodeno prema referencama [89, 95])

Faktori koji
Pristup ogranicavaju isporuku Glavne prednosti Glavni nedostaci
lekova
- Moguca regulacija brzine
protoka (npr. upotrebom - Rizik od zacepljenja mikroigle
- Proticanje te¢nosti kroz pumpe) - NaruSene mehanicke osobine
otvor mikroigle - Moguca isporuka velikog mikroigle
,,poke and N .. C. . .
Tlow” Otpor kozg proticanju volumena formulacije leka - RlZlk od curenja kroz otvor
te¢nosti pri primeni (teCne) igle
vecih volumena - Doziranje je precizno - Moguca neophodnost upotrebe
- Nije potrebna ili je potrebna sloZenih uredaja za aplikaciju
minimalna reformulacija leka
- Isporuka male frakcije
Difuzija leka zavisi od - Jednostavna primena primenjenog leka (ograni¢eno
broja i veli¢ine - Bez potrebe za primenom na veoma potentne lekove)
,,poke and L . L . .
" formiranih pora i pumpe ili oblaganja - Primena u dva koraka
patch e . N . -
koncentracije leka u - Mogucnost postizanja - Neprecizno doziranje
formulaciji produzenog oslobadanja leka - Neophodno je reformulisanje
formulacije leka
- Potreba za efikasnom
metodom oblaganja mikroigala
Sa povrSine mikroigala - Oblaganjem se zadrzava - Pogodne za primenu niskih
dolazi do odvajanja mehanicka ja¢ina doza lekova
,,coat and obloge, a u sluc¢aju - Nema potrebe za primenom - Potreba za rekonstitucijom
poke” debljih obloga brzina flastera ili pumpe za leka
rastvaranja leka iz aplikaciju - Oblaganje dovodi do
obloge - Precizno doziranje smanjenja ostrine i
sposobnosti penetracije
mikroigle
- - Gubitak male koli¢ine leka - Smanjena meharyncka ..
Kod rastvorljivih - otpornost (povecana lomljivost
IR pri inkapsulaciji/apsorpciji S .
mikroigala: brzina i ostec¢ena geometrije
,,poke and . . - Nepotrebna pumpa za S
) rastvaranja leka iz o mikroigala)
release aplikaciju ili flaster

formulacije

- Bez stetnog otpada
Precizno doziranje

- Pogodna za niske doze lekova
- Neophodna rekonstitucija
(reformulacija) leka

1.3.2. Faktori koji uti¢u na penetraciju mikroigala u kozu

Glavna svrha mikroigala jeste da penetriraju u kozu ili drugo biolosko tkivo bez lomljenja ili
savijanja. Optimalan dizajn mikroigala podrazumeva mikroigle za koje je potrebna mala sila za
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insertovanje, a visoka za lomljenje. Kako bi se ovo postiglo neophodno je da se optimizuje vise
razli¢itih faktora — materijal, nacin izrade i dizajn mikroigala. Ocigledno, postoje i faktori koji
mogu da sprece uspeSnu penetraciju mikroigala u kozu. Posebno treba da se izdvoji elasti¢na
priroda koze zbog koje prilikom insercije mikroigala u kozu dolazi do savijanja koze i izostanka
penetracije, naroCito u slucaju tupih i kratkih mikroigala. Zbog robusnosti koze, sile insercije
mikroigala mogu da prevazidu silu lomljenja mikroigala (mehani¢ku otpornost mikroigala) Sto za
posledicu ima ostecenje strukture mikroigala. Ovo je narocito izrazeno kod mikroigala veé¢e duzine
i onih koje su izradene od slabijih (meks$ih) materijala [89, 93, 96, 97].

Prema tome, da bi isporuka leka na ciljno mesto u kozi ili kroz kozu bila efikasna, odnosno
kako bi terapijski odgovor bio odgovarajuci, mikroigle treba da ispune zahteve u pogledu
geometrije mikroigala, kao i nacina njihove primene. Geometrijske osobine mikroigala su
prepoznate kao klju¢ni faktor koji uti¢e na efikasnu dermalnu i transdermalnu isporuku lekova, zato
§to odreduju Cvrstinu mikroigala, koja je u direktnoj korelaciji sa njihovom sposobnoséu
obrazovanja mikropora u kozi, brzinu protoka formulacije (u sluc¢aju Supljih mikroigala) i stoga i
frakciju isporucenog leka. Geometrija mikroigala podrazumeva njihov oblik, duzinu, povrsinu vrha,
gustinu po jedinici potporne membrane, odnos $irine i visine mikroigle (engl. aspect ratio), kao i
medusobno rastojanje izmedu mikroigala. Do sada su pripremljene mikroigle razlicitog oblika —
cilindricnog, pravougaonog, piramidalnog, koni¢nog, oktagonalnog, cetverougaonog, razlicite
duzine i Sirine. Ostrina vrha mikroigle je vazan faktor za penetraciju u kozu, s obzirom da oStrije
igle imaju veci potencijal da penetriraju u kozu kada se primeni odredena sila. Tako je u slucaju
mikroigala sa veéim dijametrom vrha, odnosno povrSinom vrha, potrebna primena vise sile
insertovanja. Osim toga, primenom ostrijih mikroigala postize se bolja penetracija lekova kroz kozu
u poredenju sa mikroiglama ravnog vrha i ivica. Kada je re¢ o polimernim mikroiglama pokazano je
da je sila lomljenja u direktnoj proporciji sa pre¢nikom baze mikroigle i Young-ovim modulom
materijala, a obrnuto je proporcionalna njenoj duzini. Dakle, sposobnost mikroigala da podnesu silu
pritiska prilikom aplikacije je odredena mehani¢kim osobinama mikroigala, koje su sa druge strane
uslovljene vrstom materijala od kojeg su izradene, metodom njihove proizvodnje i duzinom igle
[85, 89, 92, 95]. Istrazivanja u ovoj oblasti su ukazala na to da je prilikom dizajniranja mikroigala
pogodnih za klinicku primenu neophodno da se uzmu u obzir i razike u debljini koze na razli¢itim
mestima, razlike u koZi uslovljene razli¢itom starosti, polom, rasom i indeksom telesne mase.
Medutim, rezultati studije koja je sprovedena na 342 ispitanika pokazali su da se mikroiglama moze
uspesno isporuciti vakcina dermalnim putem bez obzira na razli€itu starost, pol, etnicko poreklo,
indeks telesne mase i debljinu koze ispitanika [98].

U slucaju primene i Supljih i ¢vrstih mikroigala, pri njihovoj penetraciji u kozu, manja
gustina igala po jedinici povrSine potporne membrane se smatra prednoScu, jer Se na ovaj nacin
povlaci deo koze izmedu samih igala. Sa druge strane, velika gustina mikroigala vodi ka manjoj
efikasnosti zbog pojave efekta ,kreveta od eksera”. Naime, ukoliko je medusobno rastojanje
izmedu pojedinacnih mikroigala malo, pritisak koji je koriS¢en za njihovu aplikaciju je nedovoljan
za njihovu uspesnu inserciju u kozu zbog rasporedivanja na veliki broj mikroigala. Iz tog razloga
dizajniranje mikroigala podrazumeva iznalazenje kompromisa, kao i kori§¢enje uredaja ili naprava
za njihovu aplikaciju u kozu [10, 85, 89, 95].
penetriraju u kozu uglavnom manja od njihove duzine. Generalno je prihvaéeno da je za isporuku
lekovitih supstanci u vijabilni epidermis dovoljna duzina igala od 200 um, dok se primena duzih
mikroigala moze preporuciti ukoliko je cilj oslobadanje leka u dermisu [85, 95]. Povecanjem duzine
mikroigala se smanjuje duzina puta za difuziju leka, §to dovodi do povecane isporuke leka putem
dermalne mikrocirkulacije. Medutim previse velika duzina mikroigala moze da uzrokuje bol zbog
kontakta sa nociceptorima u dubljim slojevima dermisa. Sa druge strane, prekratke igle mogu da
budu neucinkovite. Rezultati razli¢itih studija su ukazali i na razli¢itu optimalnu duzinu mikroigala
za isporuku razli¢itih supstanci u kozu [93]. Ipak, u najveéem broju istrazivanja, kod rucne
aplikacije nizova mikroigala, naj¢esce koris¢ene su mikroigle sa tipicnom duzinom od 500 pm [99].
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1.3.3. Metode izrade mikroigala

Fabrikacija mikroigala je kritian faktor u prevodenju procesa izrade sa laboratorijskog
nivoa na industrijsku proizvodnju i najverovatnije ¢e znacajno uticati na cenu finalnog proizvoda
[99]. Selekcija metode izrade ili proizvodnje mikroigala je uslovljena vrstom, geometrijskim
karakteristikama i materijalom za izradu mikroigala [100]. Materijali poput metala i silikona
zahtevaju primenu sofisticiranih tehnika, dok se polimeri i $eceri koji obrazuju filmove lako mogu
prevesti u zeljeni oblik otapanjem i izlivanjem otopljene mase ili izlivanjem rastvora polimera i
Secera U pogodnom rastvaracu [93, 97, 101, 102].

Tabela 1.4. Metode za fabrikaciju razli¢itih tipova mikroigala (prilagodeno prema referencama
[100, 101])

Vrsta mikroigala Metoda izrade

Suvo graviranje
Mokro graviranje

Cvrste silikonske mikroigle Deponovanje pare
Mikrostereolitografija
Trodimenzionalna laserska ablacija

Lasersko rezanje

Laserska ablacija

Mokro graviranje

Primena galvanizacije (engl. metal
electroplating method)
Mikrostereolitografija

Metalne mikroigle

Fotolitografija

Keramicke mikroigle Mikrokalupljenje i livenje
Dvofotonska polimerizacija

ObloZene mikroigle POtap%m e/u.ranjanje
RasprSivanje

Fotolitografija

Duboka litografija X-zracima

Suvo graviranje

Mokro graviranje

Izvlacenje pipeta (engl. pulling pipettes)
Galvanizacija metala

Litografsko iscrtavanje (engl. drawing
litography)

Dvofotonska polimerizacija

Suplje mikroigle

Fotolitografija

Duboka litografija X-zracima

Litografsko iscrtavanje

Mikrokalupljenje i livenje (rastvora
polimera/Secera ili otopljenog polimera/Secera)
Oblikovanje iz kapljica koje se suse vazduhom
Dvofotonska polimerizacija

Rastvorljive (polimerne i Se¢erne) i
hidrogel-formulisu¢e mikroigle

Do sada je opisan veliki broj metoda za fabrikaciju razlicitih vrsta mikroigala razli¢itog
dizajna, ukljucuju¢i hemijsko izotropno graviranje, injektovanje u kalupe, reaktivno jonsko
graviranje, polisilikonsko mikrokalupljenje, litografiju, lasersko rezanje i dvofotonsku
polimerizaciju [93]. Izrada mikroigala je zapoceta 1990-ih godina kada je mikroelektronska
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industrija osigurala alate za mikroizradu igala pogodnih za farmaceutsku primenu. Prvi rad [103] u
kojem su prikazani podaci o isporuci lekova primenom mikroigala je rezultat istrazivanja koje su
sproveli Mark Prauznitz, ekspert u oblasti transdermalne isporuke lekova, i Mark Allen, ekspert u
oblasti mikrofabrikacije. Silikon je bio prvi upotrebljeni materijal za izradu mikroigala alatima
mikrofabrikacije. Od tada pocinje izrada razli¢itih vrsta mikroigala primenom tehnologije mikro-
elektro-mehanickih sistema (MEMS tehnologija). U Tabeli 1.4 su prikazane tehnike koje se koriste
za fabrikaciju razlicitih tipova mikroigala, dok je izrada ¢vrstih silikonskih i rastvorljivih mikroigala
koje su predmet ove doktorske disertacije opisana u nastavku teksta.

> Silikonske mikroigle se uglavnom izraduju uz primenu MEMS tehnologije koja
koristi razliCite alate i metodologije kako bi se kreirale male 3D strukture veli¢ine u opsegu od
milimetarskih do nanometarskih dimenzija. Ova tehnologija je prvobitno bila razvijena za
proizvodnju integrisanih strujnih kola. MEMS procesovanje ukljucuje niz sekvencionalnih
operacija. Tri osnovna koraka u izradi ¢vrstih mikroigala MEMS tehnologijom podrazumevaju
formiranje tankih filmova debljine izmedu nekoliko nanometara i 100 pm — nanoSenje (engl.
deposition), prenosenje kalupa na formirani film primenom litografskih metoda — kalupljenje (engl.
pattering) i urezivanje i formiranje dizajna — graviranje (engl. etching) primenom kausti¢nih
sredstava ili jakih kiselina [85, 93, 95].

NanoSenje formulacije
kalup u viSku na kalup
Vakuumiranje/
centrifugiranje
Uklanjanje viska
formulacije
SuSenje formulacije
u kalupima
UKklanjanje mikroigala
iz kalupa

Slika 1.11. Konvencionalna metoda za izradu polimernih i mikroigala izradenih od ugljenih hidrata
(preuzeto i prilagodeno prema referenci [104])

» Polimerne mikroigle se izraduju koris¢enjem raznovrsnih tehnika zasnovanih na kalupljenju.
Neke od ovih tehnika su livenje, toplo kovanje, injekciono livenje, litografsko crtanje, laserska
mikroobrada i primena X-zraka. Zbog fleksibilnosti i vernog preslikavanja master strukture,
najcesca vrsta kalupa koja se koristi u fabrikaciji polimernih i mikroigala izradenih od ugljenih
hidrata su kalupi izradeni od polidimetilsiloksana (PDMS). Generalno, kod ovog tipa mikroigala
isporuka leka ili vakcina zavisi od nacina rastvaranja, degradacije ili bubrenja materijala nakon
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insercije mikroigala u kozu i njihovog kontakta sa intersticijskom tecnos¢u [93]. Najveéi broj
metoda za izradu polimernih i mikroigala izradenih od ugljenih hidrata se bazira na punjenju te¢ne
formulacije (rastvor polimera/Secera ili otopljenog polimera/Secera) [93, 97, 101, 102] u kalup sa
porama koje definiSu strukturu i sastav obrazovanih nizova mikroigala. Naredni korak u izradi je
susenje i/ili o¢vrS¢avanje materijala (Slika 1.11). Punjenje kalupa te¢nom formulacijom nije
spontano zbog submikronskih dimenzija pora, povrSinkog napona i ¢esto velikog viskoziteta same
formulacije. Nepotpuno punjenje pora kalupa ima za rezultat nastanak mikroigala nepravilnih
vrhova ili nemoguénost uklanjanja mikroigala iz kalupa. Kako bi se ovaj problem prevazisao,
primenjuju se razli€iti pristupi, poput centrifugiranja, punjenja kalupa pod pritiskom, vakuumiranja
kalupa sa formulacijom na povrSini i/ili ukljucivanja surfaktanata u formulaciju. Kada se
formulacija u kalupima osusi, ¢vrsti materijal se vadi iz kalupa [104]. Osim opisanih nacina
punjenja kalupa, u iste svrhe je uspe$no dokazana primena tehnike atomizacije te¢nog uzorka, koja
se koristi i1 za oblaganje ¢vrstih silikonskih mikroigala [85, 94]. Nedavno je predlozen i novi nacin
izrade polimernih mikroigala koji podrazumeva prethodno punjenje Supljina kalupa rastvaracem,
uklanjanje viska rastvaraca i nanoSenja formulacije na pore kalupa napunjene rastvara¢em. Na ovaj
nacin se izbegava gubitak formulacije pri izradi i omogucen je kontinuirani proces izrade
mikroigala, pri ¢emu na jednom nizu mogu lako da se izraduju mikroigle razliite strukture [104].
Pored opisane metode izrade rastvorljivih mikroigala, u poslednje vreme veliko interesovanje vlada
i za primenu tehnike 3D stampanja kako u fabrikaciji kalupa, tako i fabrikaciji samih nizova
mikroigala [105, 106].

1.3.4. Primena mikroigala u (trans)dermalnoj isporuci lekova

Tokom poslednjih 20 godina efikasnost mikroigala za pobolj$anje (trans)dermalne isporuke
lekova je pokazana u velikom broju studija. Henry i sar. [103] su objavili prve rezultate istrazivanja
u kojem su c¢vrste silikonske mikroigle koris¢ene kao predtretman za transdermalnu isporuku
kalceina primenom ,,poke and patch* pristupa, i od tada je zapocelo intenzivno dokumentovanje
njihovog potencijala u nau¢noj literaturi. Tako su razliite vrste mikroigala upotrebljene za
poboljsanje perkutane penetracije malih molekula, kao $§to su kofein i lidokain [107], metformin
[108], ibuprofen-natrijum [109], kardiovaskularni lekovi [110], naltrekson [111], antiepilepticki
lekovi [112] i gentamicin [113], ali i makromolekula ukljucujuéi insulin [114, 115],
niskomolekularni heparin [116], ovalbumin [117] i humani hormon rasta [118]. Osim lekova,
mikroigle su nasle svoju primenu i u isporuci DNK [119] i RNK [120], §to moze da bude atraktivno
1 efikasno reSenje za genetska oboljenja koze 1 razliite tipove kancera koze.

Osim sa ciljem da se poboljsa transdermalna ili dermalna isporuka lekova i unapredi
vakcinacija, koncept mikroigala se primenjuje 1 u dijagnostici 1 monitoringu pacijenata. Takode,
kozmeti¢ka industrija pokazuje ogroman interes za tehnologiju mikroigala koje se koriste za
tretiranje fleka 1 oziljaka na kozi, kao 1 isporuku kozmeticki aktivnih sastojaka u kozu.

S obzirom da se rastvorljive i hidrogel-formulisu¢e mikroigle izraduju od polimera ili
ugljenih hidrata, kod njihove primene najcesce ne zaostaje ostri, Stetni materijal, te se one smatraju
sigurnijim izborom u odnosu na cvrste ili Suplje mikroigle. Ipak, biokompatibilnost koris¢enih
polimera/ugljenih hidrata treba da bude procenjena kako bi se osigurala komplijansa pacijenata.
Rastvorljive i hidrogel-formuliSu¢e mikroigle su intenzivno kori§¢ene kao sistemi za uspesno
poboljSanje transdermalne i1 dermalne isporuke brojnih lekovitih supstanci i biofarmaceutskih
makromolekula. Rastvorljive mikroigle su vrsta mikroigala koja se najviSe koristi za svrhe
vakcinacije. PoboljSanja u isporuci pomocu polimernih mikroigala su uocena u slucaju isporuke
klini¢ki relevantnih visokih doza lekova niske potentnosti, malih hidrofilnih molekula, lekova veéih
molekulskih masa, ali i u brzoj isporuci proteina [121-123].

U mnogim slucajevima, primena mikroigala je kombinovana sa drugim metodama za
poboljsanje penetracije lekova, poput jontoforeze, sonoforeze ili inkapsuliranja leka u nanocestice,
kako bi se postiglo sinergsticko delovanje razliCitih mehanizama za poboljSanje njihove isporuke
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w/kroz kozu. Medutim, kombinovana primena mikroigala i submikronskih emulzionih sistema
(mikroemulzije i nanoemulzije), Sto je predmet ove doktorske disertacije, je joS uvek slabo
dokumentovana u literaturi [124-127]. Takode, iako su zablezeni slucajevi izrade rastvorljivih
mikroigala koriS¢enjem disperzija naprednih nosaca lekova poput nanocCestica [85, 128-131],
nanosuspenzija [132, 133] ili mikrocestica [134], prema dosadasnjim saznanjima nije bilo pokusaja
da se mikroemulzije koriste kao prekursor za prevodenje u materijal pogodan za fabrikaciju bilo
koje vrste mikroigala. Rezultati svih pomenutih studija su pokazali da se prevodenjem nanolekova u
rastvorljive mikroigle znacajno poboljSava isporuka inkorporiranih model lekova u vijabilne slojeve
koze. Primenom pristupa kombinovane primene nanostrukturiranih nosaca i mikroigala je takode
moguce produziti oslobadanje lekova u kozi u odnosu na aplikaciju samih nanoformulacija,
posebno u slucaju nanocestica koje mogu da produ u kozu kroz mikrokanale obrazovane
aplikacijom mikroigala [135]. Isti efekat je moguée posti¢i i direktnim insertovanjem
nanoformulacija prevedenih u rastvorljive mikroigle [85, 133].

Prema prethodno navedenim primerima jasno je da primenom razli¢itih vrsta mikroigala
mogu da se postignu poboljSanja u pasivhom transportu niskodoziranih i visokodoziranih lekova
malih molekulskih masa inkorporiranih u konvencionalne i napredne nosace, bioloskih lekova
poput DNK, RNK i proteina, kao i vakcina u/kroz kozu. Medutim, ne treba zanemariti ¢injenicu da
stepen penetracije primenjenog jedinjenja zavisi pre svega od njegovih fizickohemijskih
karakteristika, ali i od osobina mikroigala i formulacije putem koje je supstanca primenjena. Tako
je i obecavajuca isporuka lekovitih supstanci kombinovanom primenom mikroigala i razli¢itih
nanostrukturiranih nosaca [93, 124, 127, 135] uslovljena karakteristikama nanonosaca, ali i
geometrijskim i mehani¢kim osobinama mikroigala. Primera radi, penetracija propranolola u kozu
tretiranu ¢vrstim mikroiglama izradenim od celika, duzine 750 pum, se razlikovala kada su na
tretiranu koZzu primenjene mikroemulzije razli¢itog kvantitativnhog sastava 1 fizickohemijskih
osobina [125]. U tom smislu, formulacije koje su imale visi udeo surfaktanta i kosurfaktanta su
obezbedile veci stepen akumulacije lekovite supstance u kozi u odnosu na uzorak bogatiji vodom,
odnosno uzorak koji je sadrZzavao slican udeo surfaktanata 1 vode. Takode, najefikasnija
mikroemulzija je imala najveci viskozitet medu ispitivanim uzorcima. Interesantno je da ovakav
trend nije ustanovljen prilikom procene penetracije propranolola u intaktnu kozu. Sli¢no tome, in
Vivo primenom nanoemulzija aceklofenaka stabilizovanih razli¢itim koemulgatorima na kozu
Wistar pacova tretiranu C¢vrstim mikroiglama, pokazano je da je bioloSka raspolozivost
aceklofenaka iz nanoemulzije kostabilizovane polisorbatom bila znac¢ajno visa nego iz formulacije
kostabilizovane saharoza-palmitatom, iako aplikacijom istih formulacija na intaktnu koZzu nije
dobijen isti efekat [124]. U konzistenciji sa prethodnim zapazanjima, rastvorljive mikroigle
fabrikovane iz nanosuspenzija ili nanocestica su obezbedile veci stepen prelaska kurkumina [133] i
holekalciferola [130] u kozu nego sama nanosupenzija odnosno flaster sa polaznom disperzijom
nanocestica, §to je pripisano Smanjenoj mogucnosti suspendovanih nanokristala/nanocestica leka da
produ kroz intaktnu barijeru SC. Imajué¢i u vidu navedene rezultate, jasno je da se kontakt i
interakcije kapi nanometarskih dimenzija sa tkivom u mikrokanalima (formiranim u kozi
aplikacijom mikroigala) razlikuje od interakcija koloidnih nosaca lekova sa intaktnom kozom, pre
svega SC.

1.3.5. Komercijalizacija mikroigala

Tehnologija mikroigala je relativno nova i zbog toga jo§ uvek nema posebnih regulatornih
zahteva koje treba da ispune preparati zasnovani na mikroiglama. Konvencionalni transdermalni
flasteri se primenjuju na povrsinu koze dok se mikroiglama narusava barijera SC i one mogu da se
infiltriraju u vijabilni epidermis i dermis. Narusavanje kozne barijere je jedan potpuno drugaciji
mehanizam delovanja koji zahteva postavljanje dodatnih nau¢nih/regulatornih zahteva.
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Ipak, poslednjih godina je na trziSte dospeo znaajan broj uredaja zasnovanih na
mikroiglama koji su razvile razli¢ite kompanije: Becton-Dickinson (BD) Technologies (SAD),
Zosano Pharma (SAD), Microneedle Therapy System (SAD), Sanofi Pasteur MSD (SAD),
Valeritas (SAD), Nanopass Technologies (lzrael), 3M (SAD), Rodan+Fields (SAD), Vaxxas
(Australija), Corium (SAD) i Lohmann Therapie- Systeme AG (Nemacka/SAD).

Tabela 1.5. Sistemi mikroigala koji su dostupni na trziStu (prilagodeno prema referencama [100,

136])

Naziv
proizvoda

Kompanija

Opis proizvoda

Primena

Dermaroller®

Dermaroller®
Germany, White
Lotus

Cilindri¢ni roler sa
¢vrstim 1li metalnim
mikroiglama sa
duzinom 0,2-2,5 mm

Poboljsava teksturu koze,
tretman oziljaka i
hiperpigmentacija

The Dermaroller

Pojacava penetraciju

C-8 . o ; AN
cer L Serias by Duzina igle 130 um topikalno primenjenih
(Kozmeticki tip) - A nactassakis K. supstanci
CIT-8 (Kolagen The Dermaroller Indukciia sinteze kol
indukciona Serias by Duzina igle 500 um indukclja sinteze kolagena
.. . i remodelovanja koze
terapija) Anastassakis K.
The Dermaroller
MF-8 tip Serias by Duzina igle 1500 pm Tretman oziljaka
Anastassakis K.
The Dermaroller ~ Mali cilindar, duZine 1 o .
MS-4 Serias by cm,vprecplkg 2cm,14 Tret_rnan oziljaka od akni
. kruzna niza igala sa na licu
Anastassakis K. duzinom od 1.5 mm
CosMed Fl_akste_r sla rastvorljivim
. ® mikroiglama sa
MicroHyala trar_lsdermal drug hijalurgnskom Tretman bora
delivery kiselinom
Cvrste silikonske
mikroigle za - .
LiteClear® L\Ikémg;?gd predtretman koze ;g;iman akni i crvenila
nakon kojeg se aplikuje
lek
Soluvia® Sanofi Pasteur qulj? mikmijgla. Vakcina influence
Europe prikacena na $pric
. Mali adhezivni sistem Isporuka lekova u
h-patch Valeritas sli¢an flasteru subkutano tkivo (insulin)
Microstructured v Isporuka biofarmaceutika i
transdermal 3M Suplja mikroigla malih molekula
system
Cetiri $uplje mikroigle
(krace od 500 pm)
prika¢ene na plasti¢ni Isporuka formulacija
MicronJet® Nanopass uredaj koji se moze lekova i vakcina (lidokain,

povezati sa
konvencionalnim
Spricevima

insulin, vakcina influence)
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Slika 1.12. Primeri komercijalno dostupnih proizvoda baziranih na mikroiglama: a)
Microstructured Transdermal System (MTS), b) MicronJet®, c) Intanza® d) MTS Roller™, e)
MicroHyala®

Prvi proizvod zasnovan na mikroiglama je Dermaroller® (Dermaroller® Germany, White
Lotus) koji predstavlja cilindri¢ni roler sa ¢vrstim ili metalnim mikroiglama duzine 0,2-2,5 mm, a
koristi se za tretiranje oziljaka i hiperpigmentacija [100]. Microstructured Transdermal System®
(3M) se sastoji od oblozenih mikroigala i omoguéuje brzu i pobolj$anu isporuku odredenih lekova i
vakcina. Pokazano je da se primenom ovog sistema moZe posti¢i brza i produZena isporuka
lidokaina. Kompanija BD Technologies je razvila i Microinfusor sistem sa Supljim mikroiglama
kapaciteta 0,2-15 ml ¢ijom primenom lekovi mogu da se isporucuju u potkozno masno tkivo tokom
razli¢itog vremenskog intervala (od nekoliko sekundi do nekoliko minuta). U pretklini¢kim
studijama je pokazano da ovaj automatski sistem obezbeduje efikasnu isporuku vakcine influence,
komparabilnu sa primenom konvencionalne intramuskularne injekcije. Macroflux® (Alza/Johnson
& Johnson) je zasnovan na obloZenim titanijumskim mikroprojektorima za poboljSanje isporuke
biofarmaceutika, a sistem za aplikaciju omogucuje konzistentnu regulaciju dubine njihove
penetracije u kozu [137].

Klinicke studije su otkrile da je stimulacija proizvodnje kolagena 1 elastina efikasnija nakon
primene mikroigala nego kada se koriste konvencionalni tretmani, $to je dovelo do porasta njihove
komercijalizacije u kozmeticke svrhe (Tabela 1.5). Tako je 2010. godine FDA (engl. Food and
Drug Administration) odobrila MTS Roller™ (Slika 1.12) za primenu u kozmetike svrhe [137].
Rastvorljive mikroigle koje sadrze hijaluronsku kiselinu - MicroHyala® (Slika 1.12) su od kraja
2014. godine odobrene za kozmeticke svrhe. Medutim, iako se koncept mikroigala primenjuje u
istrazivanjima na veliki broj lekova, jo§ uvek nema registrovanih preparata zasnovanih na
mikroiglama koji sadrze lekovite supstance. Zapravo, MicronJet® (Nanopass) i Soluvia® (BD) su
dostupni na svetskom trziStu, ali oni nisu pravi nizovi mikroigala nego kratke Suplje igle koje
omoguéuju intradermalnu primenu konvencionalnih injekcija iz $prica [93]. MicronJet® (Slika 1.12)
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je Korisc¢en za isporuku vakcine influence i pokazao je slicnu imunogenost konvencionalnoj vakcini
gripa, pri ¢emu je doza primenjena uz sistem mikroigala bila 20% od konvencionalne doze.
MicronJet® je FDA odobrila 2010. godine. Sanofi Pasteur MSD Limited je Koristio isti pristup u
dizajhu intradermalnog mikroinjekcionog sistema za vakcinu gripa - Intanza® (Slika 1.13) koji
koristi Soluvia® injektor (BD Technologies). Dakle, Soluvia® i MicronJet® su trenutno jedini
sistemi za farmaceutsku primenu zasnovani na mikroiglama. Osim Intanza® sistema, Soluvia® je
trenutno na svetskom trzistu registrovana i kao IDflu® i Fluzone Intradermal® za intradermalnu
vakcinaciju [137].

Pored registrovanih preparata, trenutno se sprovode brojne klinicke studije za razlicite
preparate zasnovane na tehnologiji mikroigala. Faza III klinickih studija u kojima je insulin
primenjivan u sprezi sa Supljim mikroiglama je sprovedena i okoncana 2013. godine. Pokazano je
da je na ovaj nacin primena bila manje bolna, a pocetak delovanja i uspostavljanje ravnoteze su bili
brzi kod dece i adolescenata [138]. Takode, faza III klinickih ispitivanja je zavrSena (2017. godine)
i za sistem mikroigala sa zolmitriptanom za terapiju migrene gde je pokazano da sistem mikroigala
omogucuje efikasno uklanjanje simptoma u odnosu na placebo i da je primena dobro podnosljiva
[139]. Zosano Pharma (SAD) je razvila ZP-PTH flaster za isporuku paratiroidnog hormona (PTH)
kod Zena u postmenopauzi koji je zasnovan na Macroflux tehnologiji. Sistem se sastoji od
mikrostruktura od titana koje su oblozene formulacijom PTH i takode je u III fazi klini¢kih studija
[140].

Tokom poslednjih godina moze se primetiti da broj preparata sa mikroiglama u klinickim
ispitivanjima znacajno raste Sto je posledica povecanog istrazivackog interesa za tehnologiju
mikroigala. Veéina ovih studija ukljucuje testiranje uredaja za injektovanje mikroigala, dok je manji
broj studija u kojima se ispituje primena samih flastera sa mikroiglama. Takode, ispituje se njihova
primena u ograni¢enim uslovima. Stoga ¢e se u narednom periodu biti potreban dodatni klinicki
razvoj koji ¢e dokazati efikasnost i prednosti primene sistema za isporuku lekova putem mikroigala
u odnosu na tradicionalne sisteme za dostavu lekova na odredeno mesto u kozi.

1.4. MODEL LEKOVITE SUPSTANCE - KANDIDATI ZA DERMALNU
ISPORUKU

Gljivicne infekcije koze, nokata i kose su u stalnom porastu i prema procenama oko 25%
svetske populacije boluje od gljivicnih oboljenja koze uzrokovanih uglavnom dermatofitima
(Trichophyton spp, Epidermophyton spp. i Microsporum spp), Candida spp. ili plesnima. Doprinos
dramati¢nom porastu incidence gljivi¢nih infekcija daje sve vec¢i broj imunokompromitovanih
pacijenata. Lokalna terapija predstavlja atraktivnu opciju lecenja koznih infekcija zbog toga Sto se
lek primenjuje ciljno na mesto oboljenja i §to se na taj nacin umanjuju rizici za pojavu sistemskih
nezeljenih efekata. Trenutno su antifungalni lekovi uglavnom dostupni u konvencionalnim
farmaceutskim oblicima za spoljasnju primenu poput kremova i gelova. Medutim, kako bi lokalna
terapija bila efikasna, u vijabilnom epidermisu se mora dosti¢i odgovaraju¢a koncentracija
antifungalnog leka [141-143]. SC dakle predstavlja veoma efikasnu barijeru za penetraciju
antifungalnih lekova u dublje slojeve koze i razliCite formulacione strategije se primenjuju kako bi
se obezbedila efikasna isporuka antifungalnih lekova u ciljno tkivo u kozi.

Pored lokalnog lecenja gljivicnih infekcija koze, i u tretmanu akni retinoidima je glavni cilj
da se lek isporuci u odredene slojeve koze koji su mesto njihovog delovanja (epidermis i folikuli
dlaka) [144-146]. Medutim, nezeljeni efekti povezani sa primenom postojecih formulacija retinoida
poput eritema, svraba, fotoosetljivosti i suvoce koze mogu da umanje komplijansu pacijenata.
Takode, njihovo prisustvo u sistemskoj cirkulaciji moze da dovede do teratogenih efekata, pa je
primarni cilj u razvoju preparata za lokalnu primenu da se izbegne prolazak leka kroz kozu u
sistemsku cirkulaciju. Kako bi se poboljsala isporuka retinoida u kozu i posledicno umanjili
nezeljeni efekti postojecih formulacija, a time i osigurala bolja komplijansa, neophodna je primena
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novih formulacionih pristupa [39]. Medutim, s obzirom na izuzetnu lipofilnost mnogih lekova iz
ove grupe, odnosno njihovu veoma nisku rastvorljivost u vodi, ali i inherentnu nestabilnost nekih od
retionoida, razvoj formulacija kojima bi se poboljsala ili sacuvala efikasnost uz umanjenje
nezeljenih efekata predstavlja prilicno kompleksan zadatak.

1.4.1. Fizi¢ckohemijske osobine, delovanje i upotreba sertakonazol-nitrata

Sertakonazol-nitrat (SN) je antifungalni lek Sirokog spektra delovanja, koji pored toga
ispoljava i antiinflamatorno i antibakterijsko delovanje, $to ga sve skupa ¢ini veoma korisnim u
tretmanu mesanih infekcija koze [147]. Pripada klasi novijih imidazolskih antifungalnih lekova
(Tabela 1.6), a razvijen je kao dodatna opcija za tretman koznih i mukoznih infekcija koze.
Sertakonazol ima slabo bazni karakter (pKa = 7,26), tesko se rastvara u vodi (< 0,1 mg/ml), sa
koeficijentom lipidno-vodene raspodele (logP) 6,2 [141].

Tabela 1.6. Hemijska struktura i osobine molekula sertakonazol-nitrata (Ph. Eur. 9.0).

[ C.

N

-HNO;

Strukturna formula s

’ |

Molekulska formula C20H16CI3N30,4S
(RS)-1-[2-[(7-hloro-1-benzotiofen-3-il)metoksi]-2-(2,4-

IUPAC nomeklatura up 1o rofenil)etil]-1H-imidazol nitrat

CAS broj 99592-39-9

Mr 500,8
Beo ili skoro beo prasak, prakti¢no nerastvorljiv u vodi,

Osobine rastvorljiv u metanolu, umereno rastvorljiv u etanolu i
metilenhloridu

Tacka topljenja 156-161 °C

log P sertakonazol-baze 6,2

Kako bi se povecala antimikoticka aktivnost i olakSala penetracija u keratinizovane slojeve
koze bez prolaska u sistemsku cirkulaciju, molekula SN je sintetisana tako da sadrzi lipofilni
benzotiofenski prsten, vezan etarskom vezom za imidazol [148]. Benzotiofen u strukturi SN
predstavlja znacajnu razliku SN u odnosu na ostale azole 1 razlog je bolje rastvorljivosti leka u
organskim rastvara¢ima poput etanola (1,7%), hloroforma (1,5%), acetona (0,95%) i n-oktanola
(0,069%) u poredenju sa nerastvorljivos¢u u vodi [147].

Sli¢éno ostalim imidazolima, SN ispoljava fungicidnu i fungistati¢ku aktivnost, a mehanizam
delovanja se zasniva na dva efekta na celije gljivica. Prvo, inhibira sintezu ergosterola tako §to
blokira P450-zavisni enzimski put za katalizu metilacije lanosterola do ergosterola, glavnog
konstituenta ¢elijskog zida gljivica. Drugo, vezujuéi se direktno za nesterolske lipide membrane
ometa regulaciju njihove permeabilnosti. Sa jedne strane, inhibicija sinteze ergosterola spre¢ava rast
1 razmnozavanje Celija gljivica, dok sa druge strane, direktna interakcija sa ¢elijskom membranom
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uzrokuje curenje intercelularnih komponenti, narocito adenozin-trifosfata (ATP), uzrokujuéi smrt
¢elije [148].

Spektar dejstva SN ukljucuje dermatofite rodova Trichophyton, Epidermophyton i
Microsporum, kvasce rodova Candida i Cryptococcus. Osim toga, efikasan je i protiv
oportunisti¢kih filamentoznih gljivica i Gram-pozitivnih bakterija. Zbog molekularnih promena na
prstenu imidazola, ispoljava poboljSanu aktivnost protiv Aspergillus-a, dermatofita i Gram-
pozitivnih bakterija u poredenju sa ostalim azolima. Dodatno je utvrdeno da SN takode ispoljava i
antiinflamatorno i antipruriti¢ko delovanje. Sve ovo ga ¢ini veoma korisnim u le¢enju pacijenata sa
gljivicnim infekcijama rezistentnim na ostale lekove iz grupe azola, ¢ak i flukonazol [147, 148].

Na teritoriji EU je indikovan u tretmanu koznih mikoza, poput dermatofitoza (Tinea pedis,
Tinea corporis, Tinea cruris, Tinea manus, Tinea barbae i Tinea pedis), kutane kandidijaze,
seboroi¢nog dermatitisa vlasiSta i Pityriasis versicolor, dok je u SAD jedina indikacija za primenu
SN Tinea pedis (atletsko stopalo). Dostupan je u razli¢itim farmaceutskim oblicima za primenu na
kozi (krem, gel, rastvor, prasak) u koncentraciji od 2%, ali i vaginalnu upotrebu (ovule, vaginalne
tablete, vaginalni krem). U terapiji koznih infekcija uzrokovanih gljivicama, primenjuje se 1-2 puta
dnevno na obolelo mesto, dok duzina terapije varira, ali je generalno preporucljivo da lecenje traje 4
nedelje kako bi se osigurao potpun klinicki oporavak i eliminacija mikroorganizama, kao i sprecio
povratak bolesti [147, 148].

Medutim, bez obzira na interesantne karakteristike koje se pripisuju SN, njegova klinicka
primena je ograni¢ena izuzetno niskom rastvorljivoséu u vodi, §to ima za posledicu i losu dermalnu
raspolozivost [143]. Primenom konvencionalnih farmaceutskih oblika visoke, terapijski relevantne
koncentracije sertakonazola ne mogu da budu postignute u dubljim slojevima koze [149], §to moze
da kompormituje njegovu efikasnost u terapiji dermatomikoza koje su zahvatile i ove
kompartmente. Osim toga, primena topikalnih antifungalnih lekova moze ponekad da prouzrokuje
iritaciju koze, pruritus, kontaktni dermatitis, suvoéu koze, ekcem i senzibilizaciju koze [147].
Nezeljeni efekti se mogu desiti zbog naglog oslobadanja leka na mestu aplikacije, a kako bi se to
sprecilo neophodno je da se oslobadanje leka na odredeno mesto modifikuje i kontrolise [150, 151].

Sve ovo je stimulisalo istrazivafe za razvoj potencijalno superiornih nosaca kojima bi se
poboljsala isporuka SN u dublje slojeve koze, ali i izbegla sistemska resorpcija leka, umanjila
mogucénost incidence nezeljenih efekata i poboljasala komplijansa pacijenata obolelih od
dermatomikoza. Tako su trenutno u fokusu istrazivanja razli¢iti napredni sistemi za lokalnu
isporuku ovog leka kao $to su fleksisomi [150], anhidrovani gelovi [142], nanovezikularni sistem
(liposomi, glicerosomi, transferosomi i etosomi) [152, 153] i mikrospuzve [151].

Moguénost upotrebe mikroemulzija kao potencijalnih nosaca za poboljSanu isporuku leka u
koZzu je do sada veoma oskudno ispitana. U nau¢nim bazama podataka dokumentovane su tri studije
koje se bave ovim pitanjem [143, 154-156]. Sahoo i sar. [155, 156] su istrazivali formulacije
hidrogelova dobijenih ugus¢ivanjem mikroemulzija karbomerom za topikalnu aplikaciju SN.
Mikroemulzije su se sastojale od oleinske kiseline (ulje), Tween® 80 je upotrebljen kao surfaktant,
propilenglikol kao kosurfaktant, a voda je koris¢ena kao vodena faza. Rezultati ispitivanja Su
pokazali da je odabrana formulacija bila stabilna, da je in vitro brzina permeacije leka kroz
epidermis koZe miSa bila veca iz ispitivanog uzorka, kao i da je retencija leka u kozi misa pune
debljine bila tri puta veéa u poredenju sa komercijalnim preparatom. Takode, i antifungalna
aktivnost ispitana na soju Candida albicans je bila visa u slu¢aju mikroemulzionih hidrogela u
odnosu na lek sa trzista. U sli¢noj studiji koju su sproveli Radwan i sar. [143] je takode uz dodatak
karbomera formulisan hidrogel iz mikroemulzije koja je imala optimalne karakteristike. Ova
mikroemulzija je bila takode bazirana na Tween®-u 80, a ostali sastojci su bili Peceol®, Transcutol®
i voda. Takode, i u ovom sucaju je pokazano da su retencija leka u kozi procenjena in vitro i
antifungalna aktivnost SN viSe naglasene primenom mikroemulzionog hidrogela nego
komercijalnog preparata.

Zabelezeno je i svega nekoliko pokuSaja pojaCavanja isporuke antifungalnih lekova
primenom mikroigala, ali nijedan u kojem je takva moguénost ispitana na primeru SN. U studiji
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koju su realizovali Boehm i sar. [157] i Sachan i sar. [158] su kombinovanom primenom punjenja
kalupa injektovanjem i litografije fabrikovane mikroigle na bazi poliglikolne kiseline, koje su u
narednoj fazi obloZene vorikonazolom [157], odnosno amfotericinom B [158]. U studijama je
potvrdena antifungalna aktivnost nizova mikroigala sa lekovitim supstancama, medutim njihove
performanse na kozi u smislu depozicije leka nisu ispitane. Amfotericin B je koriS¢en i za
modifikaciju povrSine mikroigala na bazi Gantrez-a AN 169 BF (polivinilmetiletar/anhidrid
maleinske kiseline) [159]. Ispitivanje antifungalne efikasnosti agar plate metodom je pokazalo da
fabrikovane mikroigle mogu da uspe$no sprece rast Candida parapsilozis. Osim toga, nedavno je
pokazano da rastvorljive mikroigle takode mogu da se fabrikuju upotrebom hitozan-polietilenamin
kopolimera kao nosa¢ za isti antifungalni lek (amfotericin B) [160]. Autori svih pomenutih radova
su zakljucili da mikroigle mogu da se koriste za dermalnu i transdermalnu isporuku antifungalnih
lekova u lecenju koznih gljivi¢nih infekcija, kao i kozne lajsSmanijaze.

U dostupnoj naucnoj literaturi nema dokumentovanih podataka o ispitivanju nejonskih
mikroemulzija na bazi novijih PAM — APG i EV, kao potencijalnih nosac¢a za poboljSanu dermalnu
isporuku SN. Takode, uvidom u baze podataka nije zabelezena mogucnost pojacavanja isporuke
antifungalnih lekova kombinovanom primenom mikroemulzija i ¢vrstih mikroigala, dok su podaci o
rastvorljivim ili hidrogel-formulisu¢im mikroiglama za pobolj$anu isporuku antifungalnih lekova
veoma ograni¢eni, ali obe¢avajuéi [160].

1.4.2. Fizickohemijske osobine, delovanje i upotreba adapalena

Adapalen (ADA) je sintetski retinoid (analog vitamina A) 3. generacije koji se koristi kao
prva linija odbrane u gotovo svim sluc¢ajevima akni [161]. ADA ima slabo kiseo karakter (pKa =
4,23), teSko je rastvorljiv u vodi, sa koeficijentom lipidno-vodene raspodele (logP) 8,04 [69].
Prilikom razvoja retinoida koji ¢e biti stabilniji od tretinoina, ali oCuvati sli¢nu efikasnost, u
strukturi tretinoina su izvrSene velike izmene koje su dovele do sinteze ADA. Uveden je aromaticni
prsten naftoinske kiseline umesto nestabilnog bo¢nog lanca tretinoina, dodatno je uvedena fenoksi-
adamantil grupa koja je uslovila visu tacku topljenja, nizu rastvorljivost, vecu lipofilnost i, prema
tome, nizi fluks leka kroz kozu, kako bi se poboljsao njegov bezbednosni profil [162].

U polju dermatologije, akne predstavljaju jedno od najéescih oboljenja koze, naro€ito medu
adolescentima i mladim ljudima [163]. Ova multifaktorijalna kozna bolest zahvata podrucje folikula
dlaka i lojnih zlezda i karakteriSu je komedoni, papule, pustule, nodule, ciste i oziljci [164]. U
patogenezu akni su ukljucena Cetiri kljutna mehanizma: (i) abnormalna proliferacija i
diferencijacija keratinocita, (ii) povec¢ana produkcija sebuma, (iii) hiperproliferacija Cutibacterium
acnes (ranije Propionibacterium acnes), i (iv) inflamatorna reakcija inicirana bakterijskim
antigenima i citokinima [165, 166]. Stoga, kako bi se bolest le¢ila ovi faktori treba da se ciljaju
odgovaraju¢im lekovima koji su inkorporirani u odgovarajuce sisteme za njihovu isporuku.

Prema savremenim vodi¢ima za terapiju akni [163, 167], topikalni preparati (retionoidi,
bezoil-peroksid, azelainska kiselina i antibiotici) su jedina terapija za pacijente sa blagim i
umerenim oblicima akni, dok se u ozbiljnijim sluc¢ajevima koriste komplementarno sa sistemskom
terapijom. U poredenju sa ostalim topikanim retinoidima (tretinoin, tazaroten), ADA ispoljava
slicnu efikasnost, ali je za razliku od njih hemijski i fotohemijski stabilan i selektivan je. ADA je
aktivni metabolit i stoga se za ispoljavanje njegove aktivnosti ne zahteva metabolicka konverzija.
Mehanizam njegovog dejstva je zasnovan na selektivnom vezivanju za receptore za retinoinsku
kiselinu (engl. retinoic acid receptors — RAR) u jezgru ¢elije — RAR-B i RAR-y, dok se ne veze za
receptore u citosolu. Ovaj kompleks se zatim vezuje za DNK i indukuje transkripciju gena, $to
dovodi do nishodne proliferacije i diferencijacije keratinocita. Kao rezultat toga, ADA umanjuje
formiranje mikrokomedona, dolazi do eksfolijacije zrelih komedona i antiinflamatornih efekata
(zbog inhibicije hemotaktickih i hemokineti¢kih odgovora humanih polimorfonuklearnih leukocita,
kao i lipoksidacije arahidonske kiseline u medijatore upale) [164, 168].
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Tabela 1.7. Hemijska struktura i osobine molekula adapalena (Ph. Eur. 9.0).

COOH
Strukturna formula ‘ ‘ “
HaCO

Molekulska formula CasH2503

IUPAC nomeklatura 6:[3-_(1-adamantiI)4-metoksifeniI]-2-naftoinska
Kiselina

CAS broj 106685-40-9

Mr 412,5
Beo ili gotovo beo prasak, prakti¢no

Osobine nerastvorljiv u vodi (4,01 ng/ml) i etanolu,
umereno rastvorljiv u tetrahidrofuranu

Tacka topljenja 325-327 °C

log P 8,04

pKa 4,23

ADA se uobicajeno primenjuje jednom dnevno (uvece) u obliku komercijalno dostupnih
registrovanih (rastvor, krem ili gel) ili preparata izradenih ex tempore u apoteci prema razli¢itim
oficinalnim propisima u kojima je koncentracija leka 0,1% ili 0,3%. Za razliku od ostalih retinoida,
ADA je jedini koji moze da se izdaje bez lekarskog recepta u terapiji akni, a osim toga se koristi 1
izvan zvani¢no odobrenih indikacija (,,0ff label” upotreba) za lecenje bradavica, molluscum
contagiosum, Darier-ovog oboljenja, Fox-Fordyce bolesti, Dowling-Degos oboljenja, fotostarenja,
poremecaja pigmentacije, aktinicne keratoze i alopecije areate [168]. Pokazano je da je ADA
sigurna i efikasna opcija za tretman suncanih mrlja i ostalih znakova fotoostarele koze, dovode¢i do
poboljsanja finih i grubih bora i hiperpigmentacija [169]. Imajuci u vidu prethodno navedeno, moze
se ocekivati proSirivanje njegove upotrebe u dermofarmaciji.

Medutim, iako se smatra da ADA ima bolju podnoSljivost nego ostali retinoidi, nezeljeni
efekti koji se vezuju za primenu postojec¢ih formulacija ADA poput eritema, svraba, fotoosetljivosti
I suvoce koze mogu da uti¢u na adherencu pacijenata [161, 166]. Osim toga, dermalna raspolozivost
leka nakon primene konvencionalnih farmaceutskih oblika je veoma ograni¢ena. Sa druge strane,
sistemska primena je veoma efikasna, ali prouzrokuje teratogene efekte [145].

Kako bi se obezbedila ciljna isporuka leka (u folikule dlaka i epidermis) i poboljsala
efikasnost, kao i u cilju umanjenja nezeljenih reakcija na lek i osiguranja bolje komplijanse,
neophodna je primena novih strategija za poboljsanu isporuku ADA. Medutim, s obzirom na
izuzetnu lipofilnost ovog leka i veoma nisku rastvorljivost u vodi, razvoj formulacija kojima bi se
navedeno i postiglo je prilicno kompleksan i tezak zadatak [170]. Zbog toga se u poslednje vreme
intenzivno radi na razvoju sofisticiranih sistema za dermalnu isporuku ovog leka. U fokusu novijih
istrazivanja su topikalne nanoemulzije [171], liposomi [166, 172], polimerne micele [170],
nanosfere [173], nanostrukturirani lipidni nosaci [174], nanocestice [161] i mikrocestice [175, 176].
Uprkos njihovom velikom potencijalu za poboljsanje dermalne isporuke lekova, u nau¢nim bazama
podataka je za sada opisana samo jedna studija u kojoj je ispitana moguénost obrazovanja
mikroemulzija koje sluze kao nosaci za grimenu ADA na kozu [69]. Sastojci ove formulacije su
oleinska kiselina, Tween® 20, Transcutol® P i destilovana voda. Autori ove publikacije su zapazili
da je penetracija ADA u kozu svinje pod in vitro uslovima bila znacajno visa iz mikroemulzija u
odnosu na komercijalno dostupan preparat. Prime¢eno je da se koli¢ina leka u folikulima dlaka
povecavala sa povecanjem udela vode u formulaciji, §to je pratila i promena strukture Sistema iz
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V/U u bikontinuirani, ukazuju¢i jo$ jednom na uticaj unutraS$nje strukture mikroemulzione
formulacije na njene biofarmaceutske karakteristike. Treba da se naglasi da je ovo jedini zabeleZeni
slu¢aj primene mikroemulzija za pojacavanje dermalne i folikularne isporuke ADA. Takode, o
potencijalu mikroemulzija zasnovanih na surfaktantima iz grupe ostalih polietoksilovanih (npr.
gliceret-7-kaprilat/kaprat) ili prirodnih tenzida (npr. APG) nema publikovanih podataka u dostupnoj
literaturi.
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2. CILIEVI RADA






U fokusu istrazivanja ove doktorske disertacije bila je procena razli¢itih mogucnosti za
unapredenje/poboljsanje dermalne isporuke slabo rastvorljivin model lekovitih supstanci.
Preciznije, razvijeni su i sveobuhvatno okarakterisani emulzioni nosaci sa nanostukturom na bazi
nejonskih surfaktanata — mikroemulzije (kao hemijski pojacivaci penetracije penetracije), pri cemu
su korisc¢eni surfaktanti novije generacije — APG i polioksietilen(glicerol) estri masnih kiselina.
Dodatni cilj nau¢nog istrazivanja je bio usmeren i na razvoj i primenu inoviranih tehnika
biofarmaceutske karakterizacije, odnosno in vitro (tzv. ex vivo) procenu dermalne raspolozivosti
dve model lekovite supstance iz razli¢itih farmakoterapijskih grupa (SN i ADA), razli¢itih
fizickohemijskih svojstava, koje se iz prethodno razvijenih biokompatibilnih mikroemulzija
primenjuju u razli¢itim terapijskim koncentracijama. Kako bi se uporedio doprinos razli¢itih tipova
nosaca u poboljsanju dermalne raspolozivosti model leka, posebna paznja bila je usmerena na
mikroigle, kao fizi¢ke inhensere penetracije, odnosno na procenu moguénosti znacajnog
poboljsanja isporuke SN u/kroz kozu primenom razli¢itih vrsta mikroigala (Cvrste silikonske Vs.
rastvorljive mikroigle). Dodatno je izvrSena komparativna evaluacija efikasnosti fizickih inhensera
penetracije (mikroigle) u odnosu na primenu mikroemulzija kao koloidnih nanostrukturiranih
nosaca, odnosno opcije hemijskog pojacivaca penetracije. Navedeni ciljevi su realizovani kroz Cetiri
faze istrazivanja, a pojedinacni ciljevi svake faze su opisani u nastavku ovog poglavlja.

2.1. CILJPRVE FAZE EKSPERIMENTALNOG RADA

Cilj prve faze istrazivanja je bio razvoj nejonskih, biokompatibilnih emulzionih
nanostrukturiranih sistema — mikroemulzija, na bazi APG, kao i etoksilovanih glicerida masnih
kiselina te odabir nosaca optimalnih karakteristika za dermalnu isporuku dve model lekovite
supstance — SN i ADA. U svrhu realizacije ovog cilja, sprovedeno je ispitivanje faznog ponasanja
pseudoternarnih sistema ulje/surfaktant-kosurfaktant/visokoprec¢is¢ena voda, pri ¢emu su kao
surfaktanti korisceni razlic¢iti APG (decil-glukozid i kaprilil/kapril-glukozid), kao i etoksilovani
surfaktant (gliceret-7-kaprilat/kaprat — Emanon® EV-E). Osim toga, u odabranim sistemima su
ispitane promene u tipu, o0dnosno nanostrukturi mikroemulzija sa poveéanjem sadrZzaja
visokopreci§¢ene vode, §to je vrSeno uz primenu kako direktnih, tako i indirektnih fizickohemijskih
tehnika. Na osnovu solubilizacionog kapaciteta mikroemulzija za model lekovite supstance
odabrane su formulacije za dalja ispitivanja.

2.2. CILJDRUGE FAZE EKSPERIMENTALNOG RADA

Druga faza eksperimentalnog rada imala je za cilj sveobuhvatnu fizickohemijsku
karakterizaciju optimalnih formulacija izabranih u prethodnoj fazi istrazivanja u pogledu
viskoziteta, morfologije, interakcija izmedu nosaca i leka i preliminarne procene stabilnosti, kao i
preliminarne in vivo procene bezbednosti odabranih uzoraka. U cilju poredenja mikroemulzija
zasnovanih na polietoksilovanom surfaktantu, formulisana je mikroemulzija istog kvantitativnog
sastava sa polisorbatom 80 kao konvencionalno koris¢enim nejonskim surfaktantom.

2.3. CILJ TRECE FAZE EKSPERIMENTALNOG RADA

U okviru trece faze istrazivanja, cilj je bio da se stekne uvid u uticaj varijacija u sastavu
formulacije (tip surfaktanta/ulja na performanse uzoraka sa APG, odnosno tip polietoksilovanog
surfaktanta 1 vrste kosurfaktanta na ispitivane karakteristike sistema sa polietoksilovanim
surfaktantom) 1 fiziCkohemijskih karakteristika nosata na dermalnu raspolozivost model lekova,
primenom komplementarnih fizickohemijskih in vitro biofarmaceutskih metoda. Takode, jedan od
ciljeva ove faze je bio i da se proceni znacaj folikularnog puta transporta u penetraciji ADA iz
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mikroemulzija, kao i ispitivanje antifungalne aktivnosti uzoraka sa SN. Ova faza je imala za cilj i da
se na osnovu dobijenih rezultata proceni potencijalni znacaj primene naprednih sistema kao
hemijskih inhensera penetracije u odnosu na konvencionalne preparate.

2.4. CILJ CETVRTE FAZE EKSPERIMENTALNOG RADA

Na kraju, u Cetvrtoj fazi eksperimentalnog rada cilj je bio da se proceni sposobnost
rastvorljivih mikroigala, kao nosaca leka i fizickih inhensera, da znacajno poboljsaju isporuku SN u
kozu iz ispitivanih sistema. U tu svrhu je bila razmotrena mogucénost izrade rastvorljvih mikroigala
iz mikroemulzija sa SN u uz dodatak razli¢itih biokompatibilnih polimera kako bi se razvio nosa¢
koji kombinuje prednosti ova dva razliita pristupa isporuci leka u/kroz kozu. Moguénost
fabrikacije rastvorljivih mikroigala je paralelno bila ispitana rastvaranjem leka u razli¢itim
koncentracijama u rastvoru biokompatibilnog polimera. Takode, jedan od ciljeva ove faze je bio i
da se proceni potencijal kombinovane upotrebe mikroemulzija sa ¢vrstim silikonskim mikroiglama
kako bi se obezbedila poboljsana isporuka SN u kozu. Konaéno, poslednji cilj ove faze je bio da se
uporedi efikasnost razli¢itih pristupa u poboljSanju isporuke slabo rastvorljvog leka u kozu:
mikroemulzije (hemijski inhenser penetracije) vs. rastvorljive mikroigle (fizicki inhenser
penetracije) vs. ¢vrste silikonske mikroigle + mikroemulzije (hemijski + fizicki inhenser
penetracije).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO






3.1. MATERIJALI

Za izradu biokompatibilnih mikroemulzija sa ili bez lekovitih supstanci bili su koris¢eni
ekscipijensi navedeni u Tabeli 3.1 i Tabeli 3.2. Kao surfaktanti su koris¢eni APG razliite duzine
ugljovodoni¢nog lanca: decil-glukozid (Plantacare® 2000 UP) (P2000) i kaprilil/kapril-glukozid
(Plantacare® 810 UP) (P810) (BASF, Ludwigshafen, Nemacka). Prilikom ispitivanja njihove
efikasnosti u formulaciji mikroemulzija kao kosurfaktant je koriS¢en propilenglikol (Kemig,
Zagreb, Hrvatska), a kao uljana faza propilenglikol-monokaprilat (Capryol™ 90; Gattefosse, Lyon,
Francuska) (C90). Dodatno, za ispitivanje uticaja vrste ulja na efikasnost P2000, koris¢eni su
razli¢iti estri masnih kiselina: glicerol-monokaprilat  (Imwitor® 988, 1988), glicerol-
monokaprilat/kaprat (Imwitor® 742, 1742), propilenglikol-dikaprilat/dikaprat (Miglyol® 840), svi
proizvodaca CremerOleo (Witten, Nemacka) i trigliceridi srednje duzine lanca (Saboderm TCC;
Sabo S.p.A., Levate, Italija). Iz kategorije polietoksilovanih surfaktanata, u svrhe razvoja
biokompatibilnih mikroemulzija su koris¢eni gliceret-7-kaprilat/kaprat (Emanon® EV-E, Kao
Chemicals, Barbera del Valles, Spanija) (EV) i polisorbat 80 (Tween® 80, Sigma—Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, Nemacka). Za komparativnu analizu njihove efikasnosti kao
kosurfaktant je bio upotrebljen visokopre&iséeni dietilenglikol monoetiletar (Transcutol® P,
Gattefosse, Lyon, Francuska), a kao uljana faza C90. U slucaju ispitivanja efikasnosti EV kao
novijeg i nedovoljno koris¢enog surfaktanata u formulaciji mikroemulzija, dodatno su varirani:
etanol (ZorkaPharm, Sabac, Srbija), izopropanol (Lach-Ner, Neratovice, Ceska), glicerol (Lach-
Ner, Neratovice, Ceska) i propilenglikol. Kao vodena faza u izradi svih mikroemulzija je koriiéena
sveze pripremljena visokopre¢is¢ena voda (GenPure apparatus, TKA Wasseraufbereitungssysteme
GmbH, Nemacka). Model lekovite supstance su bile sertakonazol-nitrat (SN) (Shanghai Pengteng
Fine Chemical, Sangaj, Kina) i adapalen (ADA) (Beijing Mesochem Technology, Peking, Kina).

Sve ostale upotrebljne hemikalije i reagensi bili su farmakopejskog (Ph. Eur, USP) ili
hromatografskog (HPLC) kvaliteta 1 kori§¢eni su bez daljeg preciS¢avanja.

U tabelama 3.1 1 3.2 su prikazane najznacajnije karakteristike surfaktanata i ulja kori§¢enih
u ovoj doktorskoj disertaciji.
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Tabela 3.1. Osobine surfaktanata koris¢enih za formulaciju mikroemulzija

Hemijski naziv Decil-glukozid® Kaprilil/kapril-glukozid* Gliceret-7-kaprilat/kaprat*
Komercijalni naziv Plantacare 2000® UP Plantacare 810® UP Emanon® EV-E

Proizvodac BASF, Nemacka BASF, Nemacka Kao Chemicals Europe, Spanija
CAS broj 361459-38-3

Osobine Zuckasta te¢nost niskog viskoziteta Zuckasta te¢nost niskog viskoziteta Zuckasta te¢nost niskog viskoziteta
Rastvorljivost u vodi Potpuno se mesa sa vodom Potpuno se mesa sa vodom Rastvorljiv u vodi

HLB broj 15-16 12-13 ~17

DuZina alkil lanca 8-16 C-atoma 8-10 C-atoma 8-10 C-atoma

Viskozitet (mPas) 1000-6000 (20 °C) 500-1500 (20 °C) max. 300 (20 °C)

Plantacare 810° UP sadrzi 62-65%
surfaktanta i 35-38% vode; pH

Plantacare 2000® UP sadrzi 51-
55% surfaktanta i 45-49% vode;

Emanon® EV-E sadrzi 100%

. 0,
Napomene vrednost 10% rastvora u pH vrednost 20% rastvora u f;;{gg::nﬁ}op dl? .\érgd5n_c7)st %
izopropanolu (15%) je 11,5-12,5 izopropanolu (15%) je 11,5-12,5 1€,
' INCI — Medunarodna nomenklatura kozmetickih sastojaka (engl. International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) — srpski naziv
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Tabela 3.2. Osobine ulja koris¢enih za formulaciju mikroemulzija

Kaprilno/kaprilni

Glicerol-monokaprilat/kaprat* trigliceridi* Propilenglikol-
Hemiiski naziv Propilenglikol- Glicerol-monokaprilat*? Mono- i digliceridiglicerol- Trigliceridi, srednje  dikaprilat/kaprat®
J monokaprilat™? Mono- i digliceridi? monokaprilokaprat® duzZine lanca® Propilenglikol
Srednjelancani dikaprilokaprat®
trigliceridi’
Komercijalni naziv Capryol ™ 90 Imwitor® 988 Imwitor® 742 Saboderm TCC Miglyol® 840
Proizvoda¢ Gattefosse, Francuska  Cremeroleo, Nemacka Cremeroleo, Nemacka Sabo S.p.A., ltalija ggﬁ%f;eo’
CAS broj 31565-12-5 11140-04-8 85536-07-8 73398-61-5 77466-09-2
. Bistra, bezbojna, Zuckasto-bela kristalna masa, ~ Zuckasto-bela kristalna masa, Bistra te¢nost, B.eZbOan tecnost
Osobine . ) e e ; niskog viskoziteta,
uljasta te¢nost blagog mirisa na kokos blagog mirisa na kokos gotovo bezbojna -
neutralnog mirisa
HLB broj 5 3-4 3-4 / /
Viskozitet (mPas) 20 (20 °C) / / 25 9-12 (20 °C)

Ostale napomene

Capryol ™ 90 sadrzi
uglavnom monoestre
(=90%)
propilenglikola i
kaprilne kiseline, sa
malom frakcijom
diestara (< 10%)

Imwitor® 988 predstavlja
sme$u mono- (45-58%), di-
(20-50%) i triglicerida (max.
10%) uglavnom kaprilne
kiseline. Topi se na oko 25 °C
u uljastu te¢nost zuckaste
boje. Rastvorljiv u etanolu,
acetonu, etru, heptanu i
heksanu. Slabo rastvorljiv u
vodi (10%), mesa se sa
mastima i uljima.

Imwitor® 742 predstavlja smesu
mono- (45-55%), di- (20-50%) i

triglicerida (max. 10%)

uglavnom kaprilne i kaprinske
kiseline. Topi se na oko 25 °Cu

uljastu te¢nost zuckaste boje.

Rastvorljiv u u etanolu, acetonu,

etru, heptanu i heksanu. Slabo

rastvorljiv u vodi (10%), meSa

se sa mastima i uljima.

Rastvorljiv u u
etanolu,
izopropanolu,
acetonu, dietil
etru,etil-acetatu
toluenu i heksanu.
Mesa se u svim
odnosima sa
parafinskim
ugljovodonicima i
prirodnim uljima.

LINCI, 2 USP/NF, ° Ph. Eur.
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3.2. METODE

3.2.1. Prva faza eksperimentalnog rada

U prvoj fazi eksperimentalnog rada je izvrSena evaluacija potencijala razli¢itih surfaktanata
za obrazovanje mikroemulzionih sistema konstruisanjem pseudoternarnin faznih dijagrama
(ulje/surfaktant-kosurfaktant/visokopre¢is¢ena voda) i ispitano je njihovo fazno ponaSanje. Kako bi
se pronasle mikroemulzije za model lekovite supstance koje imaju optimalan sastav, solubilizacioni
kapacitet sistema je odreden dodatkom lekovitih supstanci u njihovim terapijskim koncentracijama
(SN (2%, m/m) i ADA (0,1%, m/m)) u formulacije sa rastu¢im udelima visokopre¢isé¢ene vode.
Dodatno, kombinovanjem indirektnih fizickohemijskih tehnika, kojima se obezbeduju pretpostavke
0 nanostrukturi koloidnih sistema, i direktnih mikroskopskih tehnika, izvrSena je karakterizacija
nanostrukture mikroemuzija duz izabrane linije razblaZzenja.

3.2.1.1. Konstruisanje pseudoternarnih faznih dijagrama

Fazno ponaSanje sistema ulje/surfaktant-kosurfaktant/voda, odnosno identifikacija
mikroemulzionih oblasti, je ispitana konstruisanjem pseudoternarnih faznih dijagrama. U te svrhe je
koriS¢ena konvencionalna metoda titracije vodom na sobnoj temperaturi. Najprije su surfaktant i
kosurfaktant (S-CoS) meSani na magnetnoj mesalici (Falc, Italija) u odnosu 1/1 (m/m) u svim
ispitivanim sistemima i ovaj odnos je zadrzan tokom Citavog ispitivanja. Treba da se naglasi da su
APG surfaktanti koriS¢eni u okviru ove doktorske disertacije komercijalno dostupni u obliku smesa
sa vodom, i to P2000 sadrzi prose¢no 53% (m/m) decil-glukozida, dok P810 sadrzi 63,5% (m/m)
kaprilil/kapril-glukozida. Stoga je u ovim sistemima stvarni odnos S-CoS 0,53/1 i 0,635/1,
respektivno. Nakon priprema smesa S-CoS pripremljene su smese sa uljem, u kojima je odnos ulja i
smeSe S-CoS bio variran na slede¢i nacin: 9/1, 8/2, 7/3, 6/4, 5/5, 4/6, 3/7, 2/8 1 1/9 (m/m). Nakon
toga je u tako pripremljene pseudobinarne sisteme ulje/S-CoS sukcesivno dodavana
visokopreéi$¢ena voda u malim zapreminama od po 10 pl sve dok se sistem nije zamutio, ¢ime je
determinisana maksimalna koli¢ina solubilizovane vode. Pojava opalescencije ili turbiditeta je
smatrana indikatorom separacije faza. Nakon dodavanja svake porcije vode, uzorci su intenzivno
meSani (Vortex Mixer, Velp Scientifica, Italija) 1 ostavljeni 15 min da stoje kako bi se postigla
ravnoteza u sistemu. Tok titracija je prac¢en vizuelno, a homogeni, transparentni, jednofazni sistemi
niskog viskoziteta su definisani kao mikroemulzije. Granice mikroemulzione oblasti su detektovane
na osnovu maksimalne koli¢ine vode koja je inkorporirana u sisteme bez pojave zamucenja
polaznog transparentnog, izotropnog sistema.
3.2.1.2. Izrada mikroemulzija

Mikroemulzione formulacije selektovane sa odabrane linije razblazenja, kao potencijalni
nosaci za model lekovite supstance, su izradivane na sobnoj temperaturi uz koris¢enje magnetne
mesalice (Falc, Italija). Prvo su bile pripremljene smese S-CoS u masenom odnosu 1:1 a zatim je
dodana uljana faza i meSanje nastavljeno dodatnih 15 min. Potom je dodana prethodno precizno
definisana koli¢ina visokopreé¢iséene vode uz umereno mesanje u trajanju od 30 min do obrazovanja
homogenih transparentnih uzoraka. Svi uzorci su ¢uvani 48 h na sobnoj temeperaturi pre daljih
ispitivanja u dobro zatvorenim staklenim kontejnerima sa Slifovanim zatvara¢em. U slucaju
pripreme uzoraka sa model lekovitim supstancama, odmerena koli¢ina SN u koncentraciji 2%
(m/m), tj. ADA u koncentraciji 0,1% (m/m), je rastvorena u prethodno pripremljenim
mikroemulzijama uz meSanje na magnetnoj mesalici u toku 2h, nakon ¢ega su uzorci tretirani na
ultrazvu¢nom kupatilu tokom 15 min.

3.2.1.3. Ispitivanje rastvorljivosti model lekovitih supstanci — SN i ADA u sastojcima
mikroemulzija i odredivanje kapaciteta mikroemulzija za solubilizaciju SN i ADA
Rastvorljivost model lekovitih supstanci u uljanoj i vodenoj fazi, surfaktantima i

kosurfaktantima (ili njthovom smeSom), te odabranim mikroemulzijama, ispitana je ,,shake flask*

metodom na sobnoj temperaturi, a eksperimenti su vrSeni u triplikatu. Svaki lek (SN i ADA) je
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dodan u visku u 5 ml odgovaraju¢eg medijuma i pripremljene smese su mesane na laboratorijskom
Sejkeru IKA® KS 260 basic shaker (IKA® Werke GmbH & Company KG Staufen, Nemacka)
tokom 48 h brzinom od 300 obr/min. Nakon toga, uzorci su centrifugirani (Centrifuge Rotofix 32
A, Hettich, Tuttlingen, Nemacka) na 3000 obr/min u toku 30 min kako bi se uklonila nerastvorena
frakcija leka. Supernatanti su potom filtrirani kroz membranske filtre (0,22 pum) (Chromafil® Xtra
PTFE-20/25, Macherey-Nagel, Diiren, Nemacka). Koncentracija SN je odredena
spektrofotometrijskom metodom na 260 nm (UV-1800 spectrophotometer, Shimadzu, Japan), po
potrebi uz razblazivanje uzoraka metanolom. Sa druge strane, ADA je kvanitifikovan pomocu
metode teCne hromatografije sa tandem masenom spektrometrijom (UHPLC-MS/MS), koja je
opisana kasnije u okviru metodologije koja se odnosi na tre¢i deo eksperimentalnog rada.

Imaju¢i na umu da je pri formulaciji mikroemulzija cilj da se koli¢ina S-CoS svede na
minimum, za ispitivanje solubilizacionog kapaciteta sistema odabrana je serija formulacija duz
izabrane linije razblazenja u pseudoternarnom faznom dijagramu (S-CoS:ulje = 8:2). U odmerenu
koli¢inu sveze pripremljenih mikroemulzionih vehikuluma sa razli¢itim udelom vode, dodan je SN
u koncentraciji od 2% (m/m), odnosno ADA u koncentraciji od 0,1% (m/m). Uzorci su meSani na
magnetnoj mesalici (Falc, Italija) tokom 12 h i nakon dodatnih 48 h ¢uvanja na sobnoj temperaturi,
izvrSen je njihov vizuelni pregled s ciljem detekcije precipitacije lekova ili zamucéenosti sistema.

3.2.1.4. Polarizaciona mikroskopija

Kako bi se procenila izotropnost transparentnih placebo mikroemulzija, kao i uzoraka sa
lekom, te se ispitalo da li su lekovite supstance potpuno rastvorene u mikroemulzijama, koriséen je
polarizacioni mikroskop (Olympus BX51-P, Olympus Corporation, Tokyo, Japan). Polarizaciona
mikroskopija je veoma korisna tehnika pomocu koje se mikroemulzije mogu razlikovati od te¢no-
kristalnih faza [52]. S obzirom da mikroemulzije kao izotropni sistemi ne interferiraju sa linearno
polarizovanom svetloS¢u, prilikom njihovog posmatranja na polarizacionom mikroskopu moze se
uociti tamno polje.

3.2.1.5. Karakterizacija mikrostrukture sistema

U cilju rasvetljavanja unutrasnje strukture odabranih mikroemulzionih vehikuluma kao
nosaca za SN i ADA, primenjene su razli¢ite indirektne fizickohemijske i direktne mikroskopske
tehnika koje su opisane u nastavku ovog potpoglavlja.

Elektri¢na provodljivost

Kako bi se indirektno detektovale promene u strukturi mikroemulzija sa odabrane linije
razblaZzenja kontinuiranim dodatkom vodene faze (prelazak iz V/U sistema do U/V preko
bikontinuiranih mikroemulzija), voda je postepeno dodavana u smesu S-CoS i ulja i uzorak
promesSan na magnetnoj mesalici. Nakon postizanja ravnoteze, na sobnoj temperaturi je izmerena
njegova elektri¢na provodljivost na konduktometru (SensION EC71 instrument, Hach Company,
Loveland, Kolorado) sa konstantom celije 1,0 cm*, direktnim uranjanjem elektrode uredaja u
uzorak. Uzimajuéi u obzir da fazno ponasSanje nejonskih tenzida i, prema tome, i mikrostruktura
sistema, mogu da budu promenjeni u prisustvu elektrolita zbog modifikacija jonske jaine i
hemijskog potencijala vodene faze [63, 177], ispitivanje je sprovedeno bez dodatka elektrolita.
Osim toga, dodatak elektrolita u sisteme sa APG nije neophodan zbog toga $to oni sadrze elektrolite
koji poticu iz procesa proizvodnje [45]. Za svaki uzorak su izvedena po tri merenja.

Reoloske karakteristike

Procena reoloskog ponasanja mikroemulzija je izvrSena koris¢enjem reometra (DV-I111 ULTRA
Programmable Rheometer) i prateceg softvera (Rheocalc v.4.3) (oba proizvodaca Brookfield
Engineering Laboratories, Middlesboro, SAD), uz upotrebu mernog sistema tipa kupa i plo¢a (engl.
cone and plate) pri temperaturi 20 £+ 1 °C. Uzorci mikroemulzija odabranih duz odgovarajuce linije
razblaZzenja su izlagani postepenom povecanju brzine smicanja od 75 do 750 s, i obrnuto. O¢itane
vrednosti prividnog viskoziteta sa krivih viskoziteta pri brzini smicanja od 375 s™ su koris¢ene za
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ispitivanje zavisnosti viskoziteta formulacija i sadrzaja vode u njima, $to moze da bude indikator
faznih promena u sistemu. Merenja su izvrSena u triplikatu.

Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (engl. Diffrential scanning calorimetry — DSC)

Sa ciljem istrazivanja fizickog stanja vode u odabranim mikroemulzijama, koje obezbeduje
dodatne informacije o unutrasnjoj strukturi i tipu izradenih koloidnih sistema, uzorci mikroemulzija
su analizirani primenom DSC uz kori$¢enje uredaja Mettler Toledo DSC 1, opremljenog STAR®
softverom (Mettler Toledo GmbH Analytical, Giessen, Nemacka). Ispitivane formulacije su
odmerene u aluminijumskom lon¢i¢u (oko 10 mg) i brzo hermeticki zatvorene kako bi se sprecilo
isparavanje uzoraka, a potom su podvrgnute hladenju brzinom od 5 °C/min sa 25 na -60 °C, pri
konstantnom protoku azota od 50 ml/min. Kao referentni uzorak je sluzila hermetic¢ki zatvorena
prazna aluminijumska posuda.

Mikroskopija atomskih sila (engl. Atomic Force Microscopy — AFM)

Direktan uvid u tip i unutraSnju strukturu mikroemulzija je obezbeden primenom
mikroskopije atomskih sila (AFM). Za analizu je koriS¢en NTEGRA Prima Atomic Force
mikroskop integrisan sa Image Analysis 2.2.0 softverskim paketom (NT-MDT, Moscow, Rusija). S
obzirom na te¢nu konzistenciju uzoraka, snimanje je obavljeno u kontaktnom modu, koris¢enjem
slede¢ih parametara: konstanta nominalne sile 5.1 N/m, rezonantna i pokretacka frekvencija 87-230
kHz i 148 kHz, respektivno, i frekvencija linije skeniranja 1 Hz. Uzorci (10 pl) su diretno nanoseni
na mica plocice (Highest Grade V1 AFM Mica Discs, Ted Pella Inc., Redding, Kalifornija) i suSeni
u eksikatoru tokom 48 h kako bi se uklonila voda.

Elektron paramagnetna rezonantna spektroskopija (engl. Electron Paramagnetic Resonance
Spectroscopy — EPR)

Procena i komparacija osobina medufaznog filma odabranih mikroemulzija i sticanje uvida
u njegovu fluidnost/fleksbilnost na mikro nivou, obezbedena je koris¢enjem EPR metode [25, 29,
178]. EPR metodom mogu da se detektuju i identifikuju paramagnetne vrste (vrste sa nesparenim
elektronima), a zasniva se na unutraSnjem magnetnom momentu elektrona koji raste sa njegovim
spinom. Kao spin proba koja ima kapacitet da reflektuje uredenost i dinami¢nost medufaznog filma
koriséena je 5-doksilstearinska kiselina ([5-(1-oksil-2,2-dimetil-oksazolidin)stearinska kiselina, 5-
DSA). Kao masna kiselina, 5-DSA je molekula amfifilne prirode zbog prisustva polarne glave (-
COOH grupa) 1 hidrofobnog dela u strukturi. Zbog ovakve strukture i1 naroCito poloZaja
nitroksidnog paramagnetnog prstena (doksil grupa) na 5. C-atomu ugljovodoni¢nog lanca,
nespareni elektron se nalazi blizu polarne glave molekula. Kao posledica ovakve strukture, kada se
5-DSA solubilizuje u mikroemulzijama, nespareni elekron ¢e biti blizu polarnih grupa S-CoS u
sastavu medufaznog filma [179] i, prema tome, ukazati na mobilnost slojeva filma amfifila koji je
blizu njegovom hidrofilnom delu.

Kako bi se dobila Zeljena koncentracija spin probe u uzorcima za analizu, najpre je
pripremljen rastvor 5-DSA u etanolu u koncentraciji od 7,8 mM. Potom je 15 pl ovog rastvora
preneseno u tubu i iz rastvora je evaporisan etanol te je u svaku tubu dodan uzorak odabrane
mikroemulzije (1 ml). Ispitivani uzorci su potom intenzivno izmeSani i ostavljeni preko noci u
vodenom kupatilu na 25 °C. Finalna koncentracija spin probe u svakom uzorku je bila 0,117 mM.
Nakon prethodno opisane pripreme, uzorak je postavljen u ravnu ¢eliju specijalnog dizajna (WG-
813-Q Wilmad, Buena, NJ, SAD). Uslovi pri kojima su snimljeni EPR spektri (Bruker EMX EPR
spektrometar sa X-zracima) su bili slede¢i: konstantna temperatura od 25°C, §irina dometa 0,01 T,
centralno polje 0,349 T, prijemnik 5,64 x 107, vremenska konstanta 5,12 ms, vreme prevodenja 5
ms, modulacija frekvencije 100 kHz, modulacija amplitude 4 G i frekvencija 9,87 GHz. Za
prikupljanje i analizu podataka primenjen je Bruker WIinEPR program.

Rezultati su izrazeni kao rotaciono vreme korelacije (tg), parametar uredenosti (S) i
izotropna hiperfina konstanta cepanja (o). Rotaciono vreme korelacije spin probe, 7z, je izradunato
sa EPR spektra na osnovu sledece jednacine [180]:
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Tp = (6 X 1071 [(ho/hy1)Y? + (ho/h_1)Y/? — 2]AH, (5) Jedna¢ina 3.1
gde h,4, hy, and h_; predstavljaju amplitude triju hiperfinih linija na EPR spektru, i AH, je Sirina
centralne linije (Slika 3.1). Jednacina je primenljiva u podru¢ju brzih promena, u kojem su spin
probe osetljive na male promene uslova mikrosredine ( 10711 < 7, < 3 x 1079 s). Stoga, varijacije
Tr vrednosti oslikavaju ogranicenja u pokretljivosti probe uslovljena specificnim mikrookruzenjem.
U oblasti sporih promena, gde je Tz > 3 X 107%s, 7 se izradunava primenom kompjuterskih
simulacija.

2Amax I

h+1

|/

I\

344 346 348

Magnetno polje (mT)
Slika 3.1. Sematski prikaz EPR spekta spin probe sa nitroksidnim prstenom

Na osnovu EPR spektara se izraCunavaju jo§ dva parametra: parametar uredenosti (S) i
izotropna hiperfina konstanta cepanja (a’y). S opisuje uredenost orijentacije spin probe u zavisnosti
od mikrookruzenja u kojem se nalazi. S vrednost se krece od S = 1.0 kada je proba u potpuno
uredenom stanju, do S = 0, kada je proba u potpuno randomizovanom stanju. S se iz EPR spektra
rac¢una na osnovu Jednacine 3.2 [178]:

S=A—A)/[Az; —1/2(Axx + Ayy)](ay/ay) Jednacina 3.2
gde su Axy, Ayy, | Az, pojedinaéne kristalne vrednosti spin probe sa vrednostima 0,63, 0,58 i 3,36
mT, respektivno. Odnos «ag/a, predstavlja faktor korekcije polarnosti (hiperfinih konstanti
cepanja), pri emu je @y = (Ayy + Axx + Az7)/3 dok je a; izotropna hiperfina konstanta cepanja
spin probe i definisana je kao | = (A” +AJ_)/3. A, odgovara polovini rastojanja spoljaSnjeg
maksimuma finog cepanja (A,,qx), @ A, je definisano Jednacinama 3.3 i 3.4 [180]:

A, = Ay +1.4(1 — 59PP) Jednacina 3.3
SPP = (Amax - Amin)/[AZZ - (1/2) (AXX + AYY)] Jednacina 3.4
Apmin predstavlja polovinu rastojanja unutrasnjeg minimuma hiperfinog cepanja.

Hiperfina konstanta cepanja (a’, ) koja ukazuje na polarnost mikrookruzenja u kojem se nalazi
paramagnetni doksil prsten, moze takode da se izrauna direktno sa EPR spektra. a vrednost je
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udaljenost izmedu prvog i drugog pika prvog izvoda EPR spektra. Ova vrednost je osetljiva na
polarnost mikrouslova sredine i povecava se sa povecanjem polarnosti medijuma.

3.2.2. Druga faza eksperimentalnog rada

Druga faza ekperimentalnog rada obuhvatala je fizickohemijsku karakterizaciju placebo
uzoraka, kao i uzoraka sa lekovima, kako bi se procenila njihova pogodnost za lokalnu primenu na
kozi. Pored toga, izvrSena je | evaluacija uticaja sastava formulacije (tipa surfaktanta te vrste ulja na
karakteristike uzoraka sa APG, odnosno vrste tipa etoksilovanog surfaktanta i tipa kosurfaktanta na
ispitivane performanse sistema sa etoksilovanim surfaktantom). Mikroemulzije su okarakterisane u
pogledu pH vrednosti, elektricne provodljivosti, viskoziteta (reoloSka merenja), te interakcija
lekovitih supstanci sa nosacima (infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom) i
njihove lokalizacije u sistemima (solubilizacioni kapacitet sastojaka za lekovitu supstancu, merenja
dinami¢kog medupovrsinskog napona izmedu vodene faze i odabranog ulja i elektronska
paramagnetna rezonantna spektroskopija). U ovoj fazi je ispitana preliminarna stabilnost
mikroemulzija. Procena preliminarne bezbednosti odabranih placebo formulacija obezbedena je in
vivo studijom na humanim dobrovoljcima, a primenjene su neinvazivne biofizicke tehnike
zasnovane na merenju eritema indeksa (EI), stepena hidratisanosti stratum corneum-a (SCH) i
transepidermalnog gubitka vode (TEGV).

3.2.2.1. Merenje pH vrednosti

Merenje pH vrednosti svih placebo i uzoraka sa model lekovitim supstancama je izvedeno
direktnim postupkom pomoc¢u pH metra (HI 9321; Hanna Instruments Inc., Ann Arbor, Mi¢igen) na
temperaturi od 23 £ 2 °C. Merenja su vrSena u triplikatu za svaki uzorak.

3.2.2.2. Merenje elektri¢ne provodljivosti

Konduktometrijskom metodom je izmerena vrednost elektri¢ne provodljivosti svih placebo i
uzoraka sa SN i ADA, direktnim uranjanjem elektode konduktometra (SenslON EC71 instrument,
Hach Company, Loveland, Colorado, SAD) u ispitivani uzorak. Svaki uzorak je analiziran u
triplikatu na temperaturi od 23 = 2 °C.

3.2.2.3. Ispitivanje reoloskih karakteristika

Primenom reometra (DV-1Il ULTRA Programmable Rheometer) koji je opremljen
softverom Rheocalc v.4.3 (Brookfield Engineering Laboratories, Middlesboro, SAD) ispitano je
reolosko ponaSanje odabranih mikroemulzija sa i bez lekovitih supstanci. KoriS¢en je merni sistem
tipa kupa i ploca (engl. cone and plate) pri temperaturi od 20 + 1 °C, a merenje napona smicanja je
vrieno u intervalu brzine smicanja od 75 do 750 s™, i obrnuto. Dobijeni podaci o zavisnosti napona
smicanja 1 brzine smicanja su uklapani (fitovani) sa razli¢itim modelima koriS¢enjem softverskog
paketa. Za poredenje razlicitih uzoraka, vrednosti prividnog viskoziteta ocitane su sa krivih
viskoziteta pri brzini smicanja od 375 s™. Eksperimenti su sprovedeni u triplikatu za svaki uzorak.

3.2.2.4. Procena interakcija lek-nosa¢ — infracrvena spektroskopija sa Furijeovom
transformacijom (FTIR spektroskopija)

Za ispitivanje potencijalno prisutnih intermolekulskih hemijskih interakcija izmedu model
lekovitih supstanci i sastojaka mikroemulzionog nosaca primenjena je FTIR spektroskopija. FTIR
spektri placebo i uzoraka sa solubilizovanim lekovima snimljeni su pomo¢u BOMEM Hartmann &
Braun MB-Series FTIR spektrofotometra (ABB Bomem Inc., Quebec, Kanada). Za svaki spektar je
vrieno 10 skeniranja u opsegu talasnih duZina od 4000 do 400 cm™, sa rezolucijom od 4 cm™. Za
dobijanje spektara te¢nih uzoraka nanoseno je 10 ul uzorka na KRS-5 plocicu, dok je u slucaju
¢istih model lekovitih supstanci koris¢ena metoda KBr diska.
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3.2.3. Procena lokalizacije lekovitih supstanci u mikroemulzijama

3.2.3.1. Merenje dinami¢kog medupovrsinskog napona

Kako bi se detaljnije istrazile interakcije ADA sa sastojcima mikroemulzija i ispitala
potencijalna amfifilna priroda leka, dinamicki medupovrSinski napon izmedu odabrane uljane faze i
vode je izmeren u prisustvu (konc. ADA 0,5 mg/ml) i odsustvu leka. Merenja su sprovedena na
sobnoj temperaturi u vremenskom opsegu od 1 do 900 s, koristeé¢i tenziometar PAT1 (SINTER-
FACE Technologies, Nemacka). Kapi ulja su se obrazovale na vrhu kapilare uronjene u kivetu sa
visokoprecis¢enom vodom. Svako merenje je ponovljeno pet puta.

3.2.3.2. Elektron-paramagnetna rezonantna spektroskopija (EPR)

Tehnika koja je koriS¢ena za ispitivanje nanostrukture mikroemulzija (detaljno objasnjena u
okviru metoda koje se odnose na prvi deo eksperimentalnog rada), u smislu procene karakteristika
medufaznog filma razlic¢itih placebo formulacija, je primenjena 1 na procenu stepena interakcije SN
kao model lekovite supstance sa S-CoS koji se nalazi na medufazi mikroemulzionih vehikuluma.
Analizirani su placebo i uzorci sa lekom sa ciljem da se proveri da li solubilizovani lek uti¢e i na
koji nac¢in na EPR spektre placebo uzoraka.

3.2.4. Preliminarno ispitivanje stabilnosti mikroemulzija

Fizic¢ka i1 hemijska stabilnost placebo i mikroemulzija sa lekovitim supstancama je ispitana u
razli¢itim vremenskim intervalima tokom godine dana cuvanja na sobnoj temperaturi (20 + 3 °C).
Sadrzaj SN je odreden primenom metode te¢ne hromatografije (HPLC) (kasnije opisana), dok je za
analizu sadrzaja ADA u uzorcima koriS¢ena LC-MS/MS metoda, koja je takode opisana u
narednom delu ove disertacije.

3.2.5. Invivo procena bezbednosnog profila mikroemulzija

Zbog relativno visokog udela surfaktanata (i kosurfaktanata) u sastavu mikroemulzija,
glavna zabrinutost u vezi sa njihovom topikalnom primenom je moguca iritacija koze. Kako bi se
preliminarno procenio bezbednosni profil 1 moguca iritacija koze indukovana primenom
mikroemulzija bez solubilizovanog leka, koriS¢ene su biofizicke tehnike koje se uobi€ajeno koriste
za ispitivanje karakteristika koZe. Sprovedena je kratkotrajna in vivo studija pod okluzijom, u
trajanju od 24 h. Bezbednosni profil uzoraka je procenjen pomocu slede¢ih parametara koze:
eritema indeksa (EI), transepidermalnog gubitka vode (TEGV) i stepena hidratisanosti SC (SCH)
izmerenih primenom uredaja Mexameter®, Tewameter® TM210 i Cutometer® MPA 580 (svi
proizvodaca Couraget+Khazaka, Keln, Nemacka). Studija je sprovedena u dve razli¢ite faze sa
razlicitim ciljevima. U prvoj fazi je ispitan iritacioni potencijal odabranih formulacija koji sadrze
prirodne surfaktante (APG) u odnosu na potencijal odabranih uzoraka zasnovanih na
polietoksilovanim surfaktantima. U ovom delu studije je ucestvovalo deset zdravih ispitanika
zenskog pola (srednje starosti 29,1 + 5,7), bez oboljenja ili lezija koze, kao i bez istorije alergijskih
reakcija. Druga faza studije, u kojoj je takode ucestvovalo deset zdravih ispitanika Zenskog pola
(srednja starost 26,3 + 5,6) imala je za cilj da se ispita uticaj vrste ulja u APG-mikroemulzijama na
vrednost merenih parametara kao indikatora promenjene funkcije koze. Ispitanici su pre studije
upoznati sa eksperimentalnom procedurom i potpisali su dobrovoljni pristanak za uce$¢e. Nisu
smeli da nanose nikakve preparate na kozu u predelu podlaktica najmanje 24 h pre studije, niti da
konzumiraju napitke na bazi kofeina 3 h pre i tokom eksperimenta. Protokol navedene studije je
odobren od strane EtiCckog komiteta za biomedicinska istrazivanja Farmaceutskog fakulteta u
Beogradu (odluka br. 355/2).

Pre merenja, na dan eksperimenta, ispitanici su se boravkom u trajanju od 30 min prilagodili
kontrolisanim atmosferskim uslovima (temperatura 21 + 1 °C, relativna vlaznost 45 + 5%). Ta¢no
oznacena mesta na volarnoj strani leve podlaktice (2 cm x 2 cm — prvi deo studije; 3 cm x 3 cm —
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drugi deo studije) su tretirana sa dva uzorka mikroemulzija u koli¢ini od 15 i 25 pl/ecm? (prvi i drugi
eksperiment, respektivno), i dva mesta sa desne strane sa druga 2 uzorka. Dodatno, po jedno mesto
na svakoj ruci je ostavljeno kao kontrola — jedno kao netretirana kontrola pod okluzijom (NKO), a
drugo kao netretirana kontrola bez okluzije (NK). Nakona nanoSenja uzoraka, test mesta su
pokrivena silikonskim filmom (Parafilm® M, Brand GmbH, Wertheim, Nemacka) koji je fiksiran
hipoalergijskom adhezivnom trakom. Merenja biofizi¢kih parametara su obavljena inicijalno, pre
nanosSenja uzoraka (bazalne vrednosti), a potom 3 h ili 2 h nakon uklanjanja 24-h okluzije (prvi i
drugi eksperiment, respektivno). Rezultati su prikazani kao apsolutna razlika (promena) izmedu
vrednosti merenih drugog dana naspram bazalnih vrednosti (izmerenih prvog dana). Merenja svih
ispitivanih parametara su vrSena u skladu sa relevantnim vodi¢ima i dokumentima [181, 182]. Za
statistiCku obradu podataka, koris¢en je program GraphPad Prism 6 software. U cilju procene
promene bazalnih vrednosti u odnosu na vrednosti merene drugog dana koris¢en je t-student test ili
Mann-Whitney U-test, zavisno od raspodele podataka procenjene Shapiro-Wilk testom. U
zavisnosti od istog parametra, za procenu promena vrednosti testiranih biofizickih parametara
izmedu uzoraka mikroemulzija, kao i izmedu NKO i NK, koris¢ena je ANOVA prac¢ena Tukey ili
Games-Howell post hoc testom. Vrednost p < 0,05 je smatrana statisticki zna¢ajnom.

3.3. Treca faza eksperimentalnog rada

U treCoj fazi eksperimentalnog rada je izvedeno in vitro ispitivanje brzine oslobadanja
lekovite supstance iz mikroemulzija primenom Franz-ovih difuzionih ¢elija, a sa ciljem da se
predvidi in vivo ponasanje i ispita mehanizam Kinetike oslobadanja model lekovitih supstanci
inkorporiranih u mikroemulzione nosace. Uzimajuéi u obzir nedostatak farmakopejskih metoda za
in vitro ispitivanje brzine oslobadanja lekova iz submikronskih emulzija, formulacije sa SN su
dodatno ispitane i primenom imerzionih ¢elija kako bi se identifikovala metoda koja je adekvatna
za ovu vrstu sistema, odnosno metoda kojom mogu da se detektuju potencijalne razlike u in vitro
brzini osobadanja leka iz razli¢itih formulacija. Potom je izvrSena procena dermalne i transdermalne
raspolozivosti lekova iz onih uzoraka iz kojih je oslobodena najveca koli¢ina inkorporiranih
lekovitih supstanci. Ovaj eksperiment je podrazumevao in vitro ispitivanje permeacije/penetracije
na Franz-ovim difuzionim c¢elijama kroz kozu uha svinje pune debljine. U svrhu utvrdivanja
korelacije izmedu razli¢itih in vitro tehnika za evaluaciju perkutane penetracije ADA, pod finite
dose uslovima je sprovedena tape stripping metoda (takode na koZzi uha svinje pune debljine)).
Dodatno, kako bi se dobio potpuniji uvid u distribuciju ADA u pojedinim kompartmentima koze,
izvedena je i cijanoakrilatna biopsija koze uha svinje (koja sa tape stripping-om ¢ini diferencijalni
stripping), §to moze da bude od posebne vrednosti ukoliko se uzme u obzir znacaj lokalizacije
ADA u folikulima dlaka prilikom tretmana akni. Pored toga, na kraju ove faze je ispitana in vitro na
soju Candida spp antifungalna efikasnost odabranih mikroemulzija sa SN.

3.3.1. Biofarmaceutske karakteristike mikroemulzija sa SN

3.3.1.1. Procena in vitro oslobadanja SN iz mikroemulzionih vehikuluma kroz vestacku

membranu primenom Franz-ovih difuzionih éelija

In vitro profili oslobadanja SN iz odabranih mikroemulzionih formulacija i referentnog
preparata sa trziSta su ispitani pomocu vertikalnih difuzionih (Franz-ovih) ¢elija (Gauer Glas, D-
Piittlingen, Nemacka) na osnovu opSte monografije Americke farmakopeje koja se odnosi na
polucvrste lekovite preparate [183]. Akceptorske komore (sa efektivnom povrsinom za difuziju leka
od 2,01 cm?) su napunjene sa 12 ml akceptorskog medijuma (smesa etanola i vode, 50:50 V/V) koji
je prethodno osloboden gasa i zagrejan (32 °C). Medijum je kontinuirano meSan pomoc¢u magnetne
mesalice brzinom od 500 obr/min. Prethodno aktivirane dijalizne celulozne membrane (sa
veli¢inom pora od 2,4 nm, Sigma Aldrich, Nemacka) su pazljivo montirane izmedu donorskih 1i
akceptorskih komora. Ispitivani mikroemulzioni uzorci (1 g) su postavljeni na membrane i
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rasprostranjeni tako da pokriju celu povrsinu membrane, nakon ¢ega su donorske komore pokrivene
okluzivom (Parafilm™), kako bi se spre¢ilo isparavanje uzoraka. Temperatura difuzionih ¢elija je
tokom celog eksperimenta odrzavana na 32 °C pomocu cirkuliSu¢eg vodenog kupatila. U ta¢no
definisanim vremenskim intervalima (30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h i 8 h) uzimani su alikvoti (600
pl) iz akceptorske komore i zamenjeni odmah istom koli¢inom svezeg, prethodno zagrejanog
medijuma. Uzorci su potom profiltrirani i u njima je odredena koncentracija SN primenom HPLC
metode, koja ¢e biti opisana na kraju ovog potpoglavlja. Rezultati su obradeni i prikazani kao
kumulativna koli¢ina leka oslobodena po povrsini membrane (ng/cm?) u zavisnosti od vremena (t),
§to je omogucilo odredivanje transmembranskog fluksa za svaki ispitani uzorak. Kako bi se
uporedili dobijeni profili oslobadanja leka, primenjeni su statisticki i model-zavisni pristupi. Za
opisivanje oslobadanja leka iz ispitivanih uzoraka kori$¢eni su kineticki modeli prikazani u Tabeli
3.3.

Tabela 3.3. Matematicki modeli koris¢eni za analizu profila oslobadanja lekovite supstance iz
ispitivanih formulacija

Model Jednacina
Model nultog reda 1= Qo + Kot
Higuchi model Qi= Kyt
Model prvog reda INQ¢=InQo + Ky t
Korsmeyer-Peppas Q/Q.. = Kit"

Q: — koli¢ina lekovite supstance oslobodene u vremenu t, t — vreme; Qu — pocetna koli¢ina lekovite
supstance; Q., — koli¢ina lekovite supstance oslobodena u beskonaénom vremenu; K,, K;, Ky — konstanta
nultog, prvog reda i Higuchi-jeva konstanta, respektivno; K — Korsmeyer-Peppas konstanta brzine
oslobadanja; n — eksponent oslobadanja.

3.3.1.2. Procena in vitro oslobadanja SN iz mikroemulzionih vehikuluma Kkroz vestacku

membranu primenom imerzionih éelija

Ca ciljem da se proceni sposobnost dveju razli¢itih tehnika da detektuju potencijalne
razlike/sli¢nosti medu mikroemulzionim formulacijama, in vitro liberacioni profili SN su ispitani
pomocu imerzionih (inhenser) ¢elija (VanKel Enhancer Cell, VanKel Industries Inc., CA, SAD) sa
povr§inom za difuziju 4 cm? u USP 1I aparaturi sa rotiraju¢om lopaticom (Erweka DT 600,
Heusenstamm, Nemacka). Kako bi poredenje bilo Sto objektivnije, eksperimentalni uslovi su
podeseni tako da budu $to je moguce vise sli¢ni uslovima koji su kori§¢eni primenom Franz-ovih
Celija. Dakle, posude za medijum su napunjene sa 300 ml prethodno zagrejane (32 °C) smese
etanola 1 vode, 50:50 (V/V) uz kontinuirano meSanje lopaticom brzinom od 50 obr/min. Ispitivani
mikroemulzioni uzorci i komercijalni lekoviti preparat su preneseni u ihnenser ¢elije u koli¢ini od 2
g, preko kojih je postavljena dijalizna celulozna membrana (Sigma Aldrich, Nemacka), prethodno
aktivirana potapanjem u akceptorski medijum tokom 12 h. Temperatura je tokom celog
eksperimenta odrzavana na 32 °C. Alikvoti u zapremini od 4 ml su prikupljani u istim vremenskim
intervalima kao kod ispitivanja na Franz-ovim ¢elijama i zamenjeni odmah istom koli¢inom svezeg,
prethodno zagrejanog medijuma kako bi se odrzali sink uslovi. Uzorci su potom profiltrirani i u
njima je odredena koncentracija SN primenom HPLC metode, opisane na kraju ovog potpoglavlja.

3.3.1.3. Invitro studija penetracije/permeacije SN

In vitro test penetracije i permeacije je sproveden na kozi uha svinje pune debljine,
dobavljenom iz lokalne klanice. Neposredno nakon zrtvovanja zZivotinje, usi svinje su oprane pod
mlazom hladne vode. Nakon toga su ocis¢ene pamucnim tupferima natopljenim rastvorom
natrijum-hlorida, posusene pamu¢nom tkaninom, zavijene u aluminijumsku foliju i ¢uvane na -20
°C, do koris¢enja. Na dan eksperimenta, usi svinje su odmrznute na sobnoj temperaturi i
pripremljene za dalju upotrebu. Dlake sa koZe su uklonjene pomocu trimera, a potom je koza
dorzalne strane uha odvojena od hrskavice pomocu skalpela. Dalje su pripremljeni isecci koze
odgovarajuce veli¢ine (dijametra 25 mm) i kvaliteta za ispitivanje penetracije/permeacije (potpuno
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ocuvan integritet koze, bez vidljivih lezija i oste¢enja). Dobijene sekcije koze su potopljene u smesSu
etanola i vode (50:50 V/V) tokom 1 h kako bi se izvrSila ekvilibracija i rehidratacija. Ovako
pripremljena koza je pazljivo montirana izmedu donorskih i akceptorskih komora Franz-ovih
difuzionih ¢elija (Gauer Glas, D-Piittlingen, Nemacka) sa povrinom 2,01 cm? i volumenom
komora od 12 ml. Koza je postavljena tako da je SC okrenut prema donorskoj komori. Precizno
odmerena koli¢ina ispitivanih formulacija i odobrenog preparata sa trzista (1 g) je pazljivo nanesena
na povrsinu koze. Eksperimenti su sprovedeni u triplikatu, na temperaturi od 32 °C, koriste¢i kao
akceptorski medijum smesu etanola 1 vode (50:50 V/V), uz konstantno mesSanje na 500 obr/min.
Uzorci (600 pl) su uzimani u ta¢no definisanim vremenskim intervalima (2 h, 4 h,6 h, 8 h'i 24 h)
tokom 24 h i zamenjeni neposredno nakon uzorkovanja svezim medijumom iste temperature. Kako
bi se odredila koli¢ina leka koja je permeirala, uzorci su profiltrirani i podvrgnuti HPLC analizi.
Konacno, na kraju eksperimenta su isecci koze uklonjeni, obrisani tri puta pamu¢nim tupferima koji
su natopljeni rastvorom fosfatnog pufera (PBS 7,4) kako bi se uklonio visak formulacije i iseckani
na sitne delove. Potom su preneseni u epruvete sa zatvaracima, dodano je 5 ml metanola i izvrsena
ekstrakcija SN muckanjem na laboratorijskom 3ejkeru (IKA®Werke GmbH & Company KG
Staufen, Nemacka) tokom 24 h. Uzorci su potom podvrgnuti ultrazvuku (Sonorex RK 120H,
Bandelin, Berlin, Nemacka) u trajanju od 30 min kako bi se osigurala maksimalna ekstrakcija leka,
a nakon toga centrifugirani 20 min na 4000 obr/min (Centrifuge MPW-56; MPW Med. Instruments,
Warszawa, Poljska). Dobijeni supernatanti su filtrirani kroz membranske filtre (0,45 pm) i
sprovedena je HPLC analiza kako bi se odredila koncentracija SN u njima.

3.3.2. In vitro antifungalna aktivnost mikroemulzija sa SN

Antifungalna aktivnost odabranih mikroemulzionih formulacija i Mycosert® krema je
procenjena na soju Candida albicans. Za ispitivanje antifungalne efikasnosti ispitivanih uzoraka je
koris¢ena difuziona “cup plate” metoda. Candida albicans je uzgajana na Sabauroud agru u
sterilnim Petri Soljama u komorama sa laminarnim protokom vazduha. U medijumu su napravljene
rupice pomocu sterilne eze, u koje je prenesena precizno odmerena koli€ina ispitivanih uzoraka uz
kori$c¢enje sterilnih $priceva. Petri $olje su potom zatvorene i inkubirane 24 h na 37 + 0,1 °C kako
bi se dozvolio rast i razmnoZzavanje gljivica. Antifungalna aktivnost je procenjena na osnovu
merenja precnika zone inhibicije (mm) rasta gljivica koje okruzuju formulacije. Svi uzorci su
ispitani u triplikatu.

3.3.3. Odredivanje sadrzaja SN primenom HPLC metode

Kvantitativna analiza SN u eluatima dobijenim tokom pracenja hemijske stabilnosti leka u
ispitivanim mikroemulzionim formulacijama, in vitro ispitivanja brzine oslobadanja SN, kao i in vitro
penetracije/permeacije je sprovedena koriste¢i validiranu HPLC metodu [153], koriste¢i Dionex
Ultimate 3000 sistem (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany), opremljen Dionex Ultimate
3000 kvaternernom pumpom, autosemplerom i DAD detektorom. KoriS¢ena je kolona Zorbax
Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica). Mobilna faza je bila sme$a metanola
1 0,2% mravlje kiseline (70:30, V/V). Temperatura kolone je bila podeSena na 30 °C, a brzina
protoka mobilne faze je bila 1 ml/min. Detekcija je vr§ena na 260 nm.

3.3.4. Biofarmaceutske karakteristike mikroemulzija sa ADA

3.3.4.1. Procena in vitro oslobadanja ADA iz mikroemulzionih vehikuluma kroz vestacku
membranu primenom Franz-ovih difuzionih éelija
In vitro profili oslobadanja ADA iz odabranih mikroemulzionih formulacija i referentnog
preparata sa trziSta su ispitani pomocu vertikalnih difuzionih (Franz-ovih) ¢éelija (Gauer Glas, D-
Piittlingen, Nemacka). Ekperiment je sproveden na istoj aparaturi i na isti nacin (isti
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eksperimentalni uslovi) koji je opisan kod in vitro ispitivanja liberacije SN iz uzoraka (pogledati
deo 3.3.1.1), sa jedinom razlikom u vrsti akceptorskog medijuma i kvanitifikaciji uzoraka. U
slucaju ADA, kao akceptorska faza je koris¢ena 1/4 (V/V) smesa fosfatnog pufera pH vrednosti 7,4
i metanol:dimetilformamid smese (50/1, V/V). Koncentracija ADA je odredena UHPLC-MS/MS
metodom, opisanom na kraju ovog poglavlja.

3.3.4.2. In vitro studija penetracije/permeacije ADA

Za in vitro ispitivanje penetracije i permeacije ADA je koriS¢ena cksperimentalna
procedura objasnjena detaljno u delu 3.3.1.3, u kojem je opisana penetracija/permeacija SN na kozi
uha svinje pune debljine. U odnosu na opisani protokol, razlika u slucaju ispitivanja formulacija sa
ADA je u akceptorskom medijumu — 1/4 (V/V) smesa fosfatnog pufera pH vrednosti 7,4 i
metanol:dimetilformamid smese (50/1, V/V), ekstrakciji lekovite supstance iz koze na kraju
eksperimenta (ekstrakcija pomoc¢u 5 ml smese metanol:dimetilformamid (50:1, V/V) je trajala 12 h,
ostali koraci su identi¢ni ranije opisanim), a lek u uzorcima je kvantifikovan pomoé¢u UHPLC-
MS/MS metode.

3.3.4.3. Diferencijalni stripping

Kako bi se odredila folikularna penetracija leka, koris¢ena je metoda diferencijalnog
stripping-a koja predstavlja kombinaciju tape stripping-a i cijanoakrilatne biopsije povrsine koze
[184, 185]. Uzorci koZe su pripremljeni shodno proceduri opisanoj u delu 3.3.1.3. ,,In vitro procena
penetracije/peremeacije” sa razlikom u tome Sto je koza za diferencijalni stripping fiksirana za
ploc¢u od stiropola tokom celog eksperimenta i nije odvajana od hrskavice uha svinje. Kada je
TEGV dostigao vrednost oko 15 gm?h® (mereno pomoéu Tewameter® TM 210,
Courage+Khazaka, Ko6ln, Nemacka), ispitivane formulacije (15 pl/cm?) su paZljivo nanesene i
ravnomerno rasprostranjene utrljavanjem (uz upotrebu gumene rukavice) na ta¢no oznacenim
mestima na koZi. Sa ciljem da se devijacija rezultata smanji na najmanju mogucu meru, ovaj korak
je sproveden od strane dobro obuéene osobe, a masaza tretiranog mesta, kojom se imitiraju pokreti
dlaka pod in vivo uslovima, je vrSena primenom laganih kruznih pokreta i pritiska oko 2N. Kako bi
se omogucilo prera¢unavanje ukupne debljine SC, na svakom uhu je ostavljano jedno kontrolno
netretirano mesto na kojem je meren TEGV. Nakon inkubacionog perioda (1 h), ostatak formulacija
je nezno uklonjen pomocu suvih pamucnih tupfera. Usledilo je sukcesivno uklanjanje slojeva SC
pomoc¢u 15 adhezivnih traka povriine 3,8 cm?® (D-squame® discs, CuDerm Corporation, SAD).
Svaka traka je zalepljena na tretirano mesto i pritisnuta rolerom (300 g) kako bi se umanjio uticaj
bora i neravnina na kozi. Nakon uklanjanja SC, na centralni deo tretiranog mesta nanesena je kap
cijanoakrilatnog superlepka (UHU GmbH & Co. KG, Briihl, Nemacka) preko kojeg je rolerom
aplikovana adhezivna traka. Nakon polimerizacije lepka (10 min), traka je brzo uklonjena i na taj
nacin je dobijena biopsija povrSine koZe koja uglavnom sadrzi folikularne strukture i korneocite.
Ovaj korak je ponovljen jos jedanput. Svaka adhezivna traka je nakon toga posebno prenesena u
kivete za centifugiranje i ADA je ekstrahovan sa 4 ml smese acetonitrila, tetrahidrofurana i vode
(45/35/20, VIV) [184]. Sa druge strane, trake koje sadrze folikularni deo koze su ekstrahovane sa 5
ml istog medijuma. Sve kivete su najpre podvrgnute sonikaciji na ultrazvu¢nom kupatilu Sonorex
RK102H (Bandelin, Berlin, Nemacka) tokom 30 min. Sledeci korak je bio centrifugiranje dobijenih
eluata 20 min pri 4000 obrt/min (MPW-56, MPW Instruments, Poljska), i njihovo filtriranje kroz
membranske filtre promera 0,45 pum. Lek u uzorcima je kvantifikovan pomo¢u UHPLC-MS/MS
metode.

Kako bi se profil koncentracije ADA (ng/cm?) izrazio kao funkcija relativne dubine SC
(x/L), najpre je debljina SC izraunata na osnovu razlike u masi svake trake pre i posle primene na
kozi, $to je omoguéilo odredivanje koli¢ine tkiva uklonjenog pomocu svake trake. Poznavanjem
povrsine koZe koja je uklonjena trakom (3,8 cm?) i gustine SC (1 g/cm?®) [186], razlika u teZini traka
pre i posle sprovedenog stripping-a je lako konvertovana u debljinu SC uklonjenu primenom svake
pojedinacne trake.
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3.3.5. Odredivanje sadrzaja ADA primenom UHPLC-MS/MS metode

Koncentracija ADA u svim uzorcima koji su prikupljeni u studiji rastvorljivosti, tokom
procene in vitro brzine oslobadanja/permeacije, kao i u uzorcima dobijenim ekstrakcijom leka iz
koze i traka koris¢enih pri diferencijalnom stripping-u, je odredena primenom UHPLC-MS/MS
metode na UHPLC chromatograph ACELLA (Thermo Fisher Scientific Inc., SAD), udvojenom sa
kvadropolnim masenim spektrometrom (TSQ Quantum Access MAX, Thermo Fisher Scientific
Inc., SAD) sa zagrejanom elektrosprej jonizacijom (heated electrospray ionization — HESI).
Koris¢ena je kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm, veli¢ina ¢estica 5 um) (Agilent
Technologies, SAD). Mobilna faza se sastojala iz acetonitrila i 20 mM rastvora amonijum-acetata
(70/30, VIV), sa brzinom protoka 0,8 ml/min i temperaturom kolone podesenom na 25 °C.
Injekcioni volumen je bio 10 pl. Posmatrana je jonska tranzicija 411—367.

3.4. Cetvrta faza eksperimentalnog rada

Cetvrta faza eksperimentalnog rada je posveéena proceni i komparativnoj evaluaciji
razlicitih fizickih pojacivaca penetracije leka u/kroz kozu — rastvorljivih mikroigala i ¢vrstih
silikonskih mikroigala udruzenih sa mikroemulzijama, kao opcijom hemijskog inhensera
penetracije. Na pocetku ove faze eksperimentalnog rada je prvo razmotrena mogucénost da se
mikroemulzije sa SN prevedu u rastvorljive mikroigle dodavanjem razli¢itih biodegradabilnih
polimera u prethodno formulisane mikroemulzione formulacije. Paralelno sa ovim je ispitana
moguénost fabrikovanja istog tipa mikroigala rastvaranjem razli¢itih koncentracija lekovite
supstance u rastvoru polivinilpirolidona kao biokompatibilnog polimera, pri ¢emu je bila varirana i
koncentracija navedenog polimera. Potom je usledila karakterizacija dobijenih rastvorljivih
mikroigala u pogledu morfoloskih svojstava (svetlosna mikroskopija) i mehanic¢ke otpornosti kao
parametara koji uti¢u na moguénost njihove insercije u kozu. Pored toga, izvr$eno je odredivanje
sadrzaja SN u rastvorljivim mikroiglama (HPLC metodom), a potom je procenjena in vitro brzina
njihovog rastvaranja. Na kraju ove faze rada, analizirana je sposobnost mikroigala da pospese
isporuku SN u/kroz kozu komparacijom in vitro penetracionih/permeacionih profila SN dobijenih
nakon primene odabrane mikroemulzije na kozu uha svinje pune debljine, sa ili bez predtretmana
¢vrstim silikonskim mikroiglama (,,poke and patch* pristup), odnosno nakon aplikacije rastvorljivih
mikroigala (,,poke and release* pristup), $to je izvedeno primenom Franz-ovih ¢elija.

3.4.1. lzrada rastvorljvih mikroigala

Fabrikacija rastvorljivih mikroigala je sprovedena primenom modifikovane metode punjenja
silikonskih kalupa [104] (sa nizom od 25 Supljina po 1 cm? povrsine, visine 500 pm) (Slika 3.2)
tecnom formulacijom nakon ¢ega su kalupi tokom 2 h ostavljani u vakuum. Za pripremu nizova
rastvorljivih mikroigala koris¢eni su kalupi od polidimetilsiloksana (PDMS) izradeni tehnikom
mokrog graviranja (engl. wet-etching process) u Nacionalnom Institutu Tyndall (Irska). Kao
polazne formulacije su koris¢ene dve mikroemulzije sa SN u koje su dodani slede¢i polimeri:
karmeloza-natrijum (ultra niskog viskoziteta (15-50 mPas), Fluka, Finska) u koncentraciji od 3%
m/V, te polivinil alkohol (PVA) (molarne mase 42500-65000, Sigma Aldrich, Nemacka),
polivinilpirolidon (PVP) (Kollidon 17PF, BASF, Nemacka) i hidroksipropilmetilceluloza (HPMC)
(Methocel® E5 Premium LV, Colorcon, Engleska), svi u koncentraciji od 5% m/V. Paralelno je
razmotrena mogucnost izrade rastvorljivih mikroigala rastvaranjem razli¢itih koncentracija SN (5,
25, 50 ili 66,7 mg/ml) u rastvoru PVP (u metanolu), pri ¢emu je varirana i koncentracija polimera
(10, 20 i 30% m/V). Kalupi su preko noc¢i potopljeni u metanol kako bi njihove Supljine ostale
nakvasene prilikom punjenja. Visak rastvaraca na kalupima je ukljanjan pomocu skalpela, a potom
su Supljine precizno punjene formulacijom koriste¢i tanku kapilaru (100 um ID) (Slika 3.3)
povezanu sa pumpom za injekcije (Pump 11 Elite Infusion/Withdrawal Programmable Single
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Syringe, Harvard Apparatus, Massachusetts, SAD) (Slika 3.3). Brzina protoka formulacija je bila
izmedu 2 i 10 pl/min. Ceo proces punjenja je prac¢en posmatranjem ispod svetlosnog mikroskopa
(OLYMPUS SZz61, PA, SAD).

| ’ T—

Slika 3.2. PDMS kalupi kori$ceni za izradu rastvorljivih mikroigala

Nakon susenja mikroigala, nizovi su odvojeni od kalupa pomocu medicinske adhezivne
trake (1525L Poly Med tape, 3M Limited, Irska) i vrsena je njihova evaluacija. Do daljih
ispitivanja, mikroigle su ¢uvane na suvom mestu pod ambijentalnim uslovima.

Slika 3.3. Pribor i uredaji za izradu rastvorljivih mikroigala: a) kapilara i b) injekciona pumpa

3.4.2. Ispitivanje karakteristika rastvorljivih mikroigala

3.4.2.1. Odredivanje geometrije i morfoloskih karakteristika rastvorljivih mikroigala
Vizuelna karakterizacija svake pojedinaéne mikroigle sprovedena je pomocu svetlosnog
mikroskopa sa integrisanom digitalnom kamerom (OLYMPUS SZzZ61, PA, SAD). Dobijene
mikroigle su analizirane u pogledu fizickog integriteta, oblika i izgleda na osnovu cega je izvrsena
njihova evaluacija prema kriterijumima prikazanim u Tabeli 3.4.

Shodno farmakopejskim zahtevima za ujednacenost sadrzaja lekovite supstance u
transdermalnim flasterima su definisane donje granice prihvatljivosti za uzorke rastvorljivih
mikroigala. Tako su za dalje eksperimente koriS¢eni koristeni samo nizovi rastvorljivih mikroigala
sa vise od 90% mikroigala vrednovanih sa 4, tj. uzorci koji su, od maksimalnih 100 bodova (5to se
odnosilo na niz kod kojeg je svih 25 mikroigala bilo potpuno formirano i sve su imale o$tre vrhove i
pravilan piramidalan oblik), vrednovani sa vi$e od 90 (donja granica prihvatljivosti) [85].
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Tabela 3.4. Interni kriterijumi za procenu morfoloskih osobina rastvorljivin  mikroigala
(Farmaceutski fakultet, UCC, Irska)
Ocena Kriterijum
potpuno formirana mikroigla koja ima pravilan
4 S
piramidalni oblik i ostar vrh
3 potpuno formirana mikroigla sa nepravilnim oblikom
i/ili tupim vrhom
2 nepotpuno formirana mikroigla, bez vrha
1 prisutna samo baze mikroigle i/ili formiranje
mikroigle izostaje

3.4.2.2. Odredivanje mehanickih osobina rastvorljivih mikroigala

Mehanicke osobine uzoraka rastvorljivih mikroigala, koje su indikator sposobnosti
mikroigala da podnesu silu pritiska prilikom njihove primene, su procenjene pomocu digitalnog
meraca sile koja je dovela do loma mikroigala, odnosno smanjenja njihove visine (Texture
Analyzer, TA.XTPlus, Texture Technologies, SAD) (Slika 3.4). Niz mikroigala je pri¢vrscen za
sondu uredaja upotrebom dvostrano lepljive trake i primenjeno je aksijalno optere¢enje u odnosu na
ravnu povrsSinu od 5g brzinom od 0,5 mm/sec. Rezultati su prikazani grafi¢ki i izraZeni kao sila koja
je bila potrebna da slomi/redukuje visinu mikroigala.
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Slika 3.4. Uredaj za merenje mehanicke jac¢ine mikroigala

3.4.2.3. Odredivanje sadrzaja SN u rastvorljivim mikroiglama

Kako bi se procenio sadrzaj SN u rastvorljivim mikroiglama, te odredila ujednacenost
sadrzaja leka, analizirano je 10 pojedina¢nih uzoraka rastvorljivih mikroigala. Niz mikroigala (koji
je sadrzavao 25 mikroigala) je rastvoren u 1 ml metanola uz meSanje na horizontalnoj
laboratorijskoj mesalici (GLS Aqua 18 Plus, Grant Instruments, Engleska) tokom 30 min, nakon
cega je usledila sonikacija u toku 10 min. Sadrzaj SN je odreden primenom HPLC metode koja je
opisana u delu 3.3.3.



3.4.2.4. In vitro brzina rastvaranja SN iz rastvorljivih mikroigala

Kako bi se utvrdila brzina kojom se SN oslobada iz rastvorljivih mikroigala, odnosno brzina
kojom se rastvorljive mikroigle rastvaraju, niz mikroigala je prenesen u 1 ml smese etanol:voda
50/50 (V/V) i vrSeno je meSanje na horizontalnoj laboratorijskoj mesalici (GLS Aqua 18 Plus,
Grant Instruments, Engleska) tokom 5, 15 i 30 min na temperaturi od 32 °C. Odmah nakon isteka
definisanog vremenskog perioda, niz mikroigala je iz medijuma uklonjen pomocu pincete i
posmatran ispod svetlosnog mikroskopa (OLYMPUS SZ61, PA, SAD). Sadrzaj SN koji se
rastvorio u medijumu nakon 5, 15 i 30 min je odreden primenom HPLC metode koja je opisana u
potpoglavlju 3.3.3. Za svaku vremensku tacku eksperiment je izveden u triplikatu, a dobijeni
rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD. Na osnovu prose¢nog sadrzaja leka u mikroiglama
je izraCunat procenat rastvorenog leka nakon 5, 15, odnosno 30 min.

3.4.3. In vitro procena penetracije/permeacije SN primenom mikroigala

U poslednjoj fazi ove doktorske disertacije in vitro, na kozi uha svinje pune debljine, je
ispitana penetracija/permeacija SN primenom razli¢itih vrsta mikroigala. Eksperiment je vrSen
koriS¢enjem Franz-ovih difuzionih ¢elija sa povrSinom za difuziju leka od 2,01 cm? i volumenom
akceptorske faze od 12 ml. Priprema uzoraka koze i njihovo postavljanje na aparaturu su obavljeni
shodno proceduri opisanoj u poglavlju 3.3.1.3. ,.In vitro studija penetracije/permeacije SN*. Isti
eksperimentalni uslovi koji su primenjeni kod procene penetracije i permeacije SN iz
mikroemulzija su kori§¢eni i u ovom ispitivanju.

U ovoj fazi su sprovedena dva odvojena testa u kojima su koris¢eni razli¢iti pristupi u
nano$enju formulacija na kozu: infinite i finite dose.

U prvom delu eksperimenta je testirana efikasnost ImmuPatch ¢vrstih silikonskih mikroigala
(Nacionalni Institut Tyndall, Kork, Irska) (Slika 3.5) da znac¢ajno pobolj$aju dermalnu isporuku SN
kao model leka primenjenog putem dveju odabranih mikroemulzionih formulacija. Na nizu je bilo
ukupno 16 mikroigala na povrsini od 0,25 cm?, visine 200 pm. Pripremljeni ise&ci koZe su tretirani
sa tri niza ImmuPatch silikonskih mikroigala primenom sile od 10 N, a potom su na tretiranu kozu
naneseni uzorci mikroemulzija u koli¢ini od 1 g (~ 500 mg po cm? koze).

Slika 3.5. Prikaz koris¢enih ImmuPatch silikonskih mikroigala — fotografija niza mikroigala sa
umetnutom SEM mikrografijom (mikrografija preuzeta i prilagodena prema referenci [85])

Efikasnost penetracije Cvrstih mikroigala u kozu, tj. sposobnost mikroigala da naruse
integritet kozne barijere obrazovanjem mikropora, procenjena je vizuelno, u studiji bojenja koze
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uha svinje 1% rastvorom metilenskog plavog odmah nakon uklanjanja mikroigala (engl. dye-
binding study). Uzorci koze tretirane mikroiglama su natopljeni rastvorom metilenskog plavog, pri
¢emu je kontakt boje sa kozom omogucen primenom metalnog prstena koji je sprecio isticanje boje
sa mesta primene. Nakon 3 min stajanja, viSak rastvora boje je uklonjen sa koze pomoc¢u pamucnog
tupfera natopljenog etanolom, omogucujuéi detekciju obrazovanih mikrokanala u kozi. Lipofilni SC
ne moze da apsorbuje hidrofilnu boju, medutim jednom kada je SC prevaziden primenom
mikroigala, hidrosolubilna boja difunduje kroz kozu i vezuje se za proteine u vijabilnim slojevima
koze [187].

Drugi eksperiment je podrazumevao primenu formulacija na kozu pod finite dose uslovima.
Preciznije, mikroemulzije su primenjene na kozu sa ili bez prethodnog tretmana koze silikonskim
mikroiglama (na na&in opisan u prethodnom pasusu) u koli¢ini od 10 pl (~ 5 pl/em? koze). Sa druge
strane, ista koli¢ina SN je obezbedena aplikacijom po dva niza rastvorljivih mikroigala (25
igala/cm? potporne membrane) pomoéu 3M adhezivne trake (1516 Poly Med, 3M Limited, Irska)
primenom sile od 2 N okomito na potpornu adhezivnu membranu niza mikroigala.

Svi eksperimenti su trajali 24 h i ponovljeni u triplikatu pod okluzivnim uslovima (pogledati
deo 3.3.1.3. ,,In vitro studija penetracije/permeacije SN*). Alikvoti su prikupljani u definisanim
vremenskim intervalima tokom 24 h (2, 4, 6, 8 i 24 h).

Nakon zavrSenog eksperimenta, lek koji je deponovan u kozi je ekstrahovan prema
proceduri navedenoj ranije (pogledati deo 3.3.1.3 ,,In vitro studija penetracije/permeacije SN*).
Sadrzaj SN u uzorcima dobijenim pri infinite dose uslovima je analiziran primenom HPLC metode
(poglavlje 3.3.3), dok su uzorci dobijeni nakon testiranja pod finite dose uslovima odredeni
korisé¢enjem LC-MS/MS metode.

3.4.3.1. Odredivanje sadrzaja SN primenom UHPLC-MS/MS metode

Kvantitativna analiza SN u uzorcim dobijenim u in vitro studiji penetracije/permeacije pod
finite dose uslovima je sprovedena koriste¢i UHPLC-MS/MS metodu na UHPLC chromatograph
ACELLA (Thermo Fisher Scientific Inc., SAD). Uredaj je udvojen sa kvadropolnim masenim
spektrometrom (TSQ Quantum Access MAX, Thermo Fisher Scientific Inc., SAD) sa zagrejanom
elektrosprej jonizacijom (heated electrospray ionization — HESI). Za razdvajanje je koris¢ena
Zorbax Eclipse Plus C8 kolona (150 mm x 4,6 mm, veli¢ina ¢estica 5 um) (Agilent Technologies,
SAD). Mobilnu fazu je ¢inila smesa acetonitrila i 0,1% rastvora mravlje kiseline (80/20, V/V), sa
brzinom protoka 0,5 ml/min i temperaturom kolone podesenom na 30 °C. Injekcioni volumen je bio
10 pl.
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4.1. REZULTATI | DISKUSIJA PRVE FAZE EKSPERIMENTALNOG
RADA

4.1.1. Konstruisanje pseudoternarnih faznih dijagrama

4.1.1.1.Uticaj vrste uljane faze na formiranje mikroemulzija u pseudoternarnom sistemu
ulje/Plantacare® 2000 UP-propilenglikol/voda

Sa ciljem da se ispita fazno ponasanje APG surfaktanta — P2000, i njegova sposobnost da
obrazuje mikroemulzione vehikulume, kao uljana faza su koris¢eni razli¢iti estri masnih kiselina
(Tabela 3.2). Proucavano je kako diskretne razlike u duzini alkil lanca ulja (glicerol-monokaprilat
vs. glicerol-monokaprilat/kaprat), tipa alkanola u strukturi (propilenglikol-monokaprilat vs.
trigliceridi, srednje duZzine lanca) i stepena esterifikacije lipida (glicerol-monokaprilat/kaprat vs.
trigliceridi, srednje duzine lanca, odnosno propilenglikol-monokaprilat/kaprat vs. propilenglikol
dikaprilat/kaprat) uti¢u na efikasnost P2000 na formiranje mikroemulzija.

Kao rezultat visoke hidrofilnosti APG i niske rastvorljivosti u mnogim uljima, priprema
mikroemulzija sa ovim surfaktantima je tesSka i zahteva upotrebu odgovaraju¢eg kosurfaktanta i
ulja, a mnoge eksperimentalne studije su usmerene upravo na povecéanje rastvorljivosti APG u
uljima dodatkom odgovarajuc¢eg kosurfaktanta [44]. Kako bi se medupovrSinski napon snizio,
povecala fluidnost medupovrsinskog filma i pripremili biokompatibilni nosaci, propilenglikol je
izabran kao kosurfaktant. Osim njegovih pogodnih osobina kao kosurfaktanta i penetracionog
inhensera, pokazano je da ispoljava manju toksi¢nost u odnosu na druge alkanole [36, 45, 188].

Pseudoternarni fazni dijagrami za sistem ulje/P2000-propilenglikol/visokoprecis¢ena voda
su prikazani na Slici 4.1. Kao $to se moze uociti, generalno, P2000 obrazuje mikroemulzije u
uskom podrucju udela sastojaka, bez obzira na vrstu koriséenog ulja, Sto je u skladu sa prethodnim
tvrdnjama da je obrazovanje mikroemulzija primenom APG veoma kompleksno. Osim toga, kao $to
je ve¢ pomenuto, P2000, osim decil-glukozida, sadrzi 1 znacajnu koli¢inu vode (prema tome i
inicijalne smese ulje/S-CoS) zbog ¢ega su mikroemulzione oblasti udaljene od regiona sa viSim
frakcijama ulja, na osnovu ¢ega moze da se pretpostavi oteZana formulacija mikroemulzija tipa
V/U.

Medu koris¢enim uljima, najveéu mikroemulzionu oblast su formirali monoestri masnih
kiselina. Preciznije, monofazni region (u kojem se obrazuju izotropne, jednofazne tecne
formulacije) koji je dobijen u sistemima sa estrima glicerola je ve¢i u odnosu na mikroemulzionu
oblast formiranu u sistemu sa monoestrom propilenglikola (C90). Zapravo, u slucaju primene
glicerol-monokaprilata (1988) je u inicijalne smese ulje/P2000-propilenglikol dodano najvise vode
(42,53%). Bez obzira na to §to su C90 i 1988 monoestri kaprilne kiseline, veoma mala razlika u
njihovoj strukturi (1988 ima jednu —OH grupu vise) se odrazila na fazno ponaSanje P2000. Kada je
re¢ o lipidima koji sadrze u svojoj strukturi hidrofilne grupe, zbog razlika u njihovoj hemijskoj
strukturi takode postoje razlike i u njihovoj hidrofilnosti. Tako npr. HLB vrednost parcijalnih estara
aklanola i masnih kiselina zavisi od broja slobodnih i esterifikovanih —OH grupa [189]. Takode je
pokazano i da stepen esterifikacije lipida ima bitan uticaj na veli¢inu mikroemulzione oblasti [74,
190, 191]. Stoga, kako bi se prevazisla inherentno slaba rastvorljivost Secerne glave APG u ulju,
neophodna je upotreba hidrofilnijeg ulja, ¢ije molekule mogu lako da se umetnu izmedu
ugljovodoni¢nih lanaca surfaktanta. Iz tih razloga je mikroemulziona oblast formirana primenom
hidrofilnijeg ulja (1988) bila ve¢a u odnosu na C90. Ovakav rezultat navodi na zakljucak da estri
propilenglikola obrazuju mikroemulzione sisteme u uzem podrucju nego odgovarajuci estri
glicerola. Uzimajuc¢i u razmatranje da je sadrzaj monoglicerida u 1988 45-58%, dok su u C90
uglavnom prisutni monoestri (> 90%), pretpostavlja se da bi ova razlika bila jo§ viSe izraZena
ukoliko bi se poredile samo monoestarske frakcije ulja. Ovaj podatak je veoma interesantan,
uzimaju¢i u obzir da, prema naSim saznanjima, fazno ponasanje surfaktanata zasnovanih na
Secerima u zavisnosti od tipa alkanola u strukturi ulja do sada nije prouc¢avano.
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Slika 4.1. Pseudoternarni fazni dijagrami za sistem ulje/decil-glukozid (P2000)-propilenglikol
(PG)/visokopreciséena voda, koriste¢i kao ulje: Capryol™90 (C90), Imwitor 988® (1988), Imwitor®
742 (1742), pri molarnom odnosu S-CoS 1:1 (stvarni odnos 0,53:1)

Nadalje, kada je 1988 zamenjen glicerol-monokaprilat/kapratom (1742), uoceno je diskretno
suzavanje mikroemulzione oblasti. S obzirom da obe vrste ulja sadrze prema specifikaciji sli¢an
udeo mono-, di- i triglicerida, moze se izvesti zaklju¢ak da upotreba monoglicerida sa kra¢im
ugljovodoni¢nim lancem obezbeduje veci stepen inkorporiranja vode. Dobijeni rezultati su u skladu
sa ranijim zapazanjima da je solubilizacioni kapacitet surfaktanata za vodu veéi kada se u
formulaciji mikroemulzija koriste ulja nize molekulske mase (sa kra¢im ugljovodoni¢nim lancima
ili sa nizim stepenom esterifikacije) [48, 192]. U skladu sa ovim trendom, povecavajuci stepen
esterifikacije alkanola, sposobnost P2000 da obrazuje mikroemulzije je dramati¢no opala tako da je
jednofazni, izotropni region potpuno izostao u slucaju primene srednjelancanih triglicerida 1
propilenglikol-dikaprilat/kaprata, ¢ak i pri veoma visokom sadrzaju surfaktanta i kosurfaktanta.
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Ovaj fenomen moze da se pripise previse velikim molekulima pomenutih ulja, koja ne mogu da se
umetnu 1 interpenetriraju u medufazni film koji obrazuju surfaktant i kosurfaktant.

Analiziraju¢i dobijene rezultate u ovoj fazi, moze se zakljuciti da samo estri masnih kiselina
koji sadrze slobodne hidroksilne grupe u kombinaciji sa P2000 i propilenglikol mogu da
potpomognu formiranje mikroemulzija, dok manje polarna ulja, velikih molekulskih masa, nisu
pogodna za te svrhe. Glavni kriterijum za selekciju ulja bi, prema tome, bio prisustvo slobodnih —
OH grupa u strukturi, §to povecava njegovu hidrofilnost, i §to je prepoznato kao jedan od
odlucujucih faktora za razvoj mikroemulzija zasnovanih na APG surfaktantima.

4.1.1.2. Uticaj vrste APG na formiranje mikroemulzija u pseudoternarnom sistemu

Capryol ™ 90/APG-propilenglikol/voda

U ovom delu istrazivanja, proucen je uticaj vrste APG na potencijal za formiranje
mikroemulzija u sistemu C90/APG-propilenglikol/voda, pri ¢emu su kao APG koriséeni decil-
glukozid (P2000) i kaprilil/kapril-glukozid (P810). Kao §to je poznato, komercijalno dostupni APG
predstavljaju kompleksne smese jedinjenja sa razli¢itom duzinom ugljovodoni¢nog lanca, stepenom
polimerizacije (glikozidacije) i stereohemije, zbog ¢ega je njihovo fazno ponaSanje takode veoma
slozeno i zavisi od osobina kako polarnog, tako i nepolarnog dela molekule [193]. Ove ¢injenice su
ujedno i razlog oteZzanog poredenja faznog ponaSanja razli€itih proizvoda iz kategorije APG.
Pseudoternarni fazni dijagrami dobijeni upotrebom P2000 i P810 u smesi sa C90, propilengikolom i
visokopreciS¢enom vodom su prikazani na Slici 4.2. MozZe se zapaziti da je fazno ponaSanje P2000 i
P810 razlicito, $to je u skladu sa rezultatima dobijenim za druge APG [44, 52]. Mikroemulziona
oblast se smanjivala sa pove¢anjem duZzine alkil lanca u molekuli APG, te je koriS¢enje P810
obezbedilo formiranje mikroemulzija u Sirem opsegu udela sastojaka. Ovime su potvrdena ranija
zapazanja da sa porastom duzine ugljovodoni¢nog lanca surfaktanata na bazi Secera dolazi do
redukcije njihovog kapaciteta za emulgovanje vode [30, 194]. Verovatno sa povecanjem duzine
alkil lanca dolazi do promena u nacinu pakovanja surfaktanta i kosurfaktanta na medufazi ulja i
vode, fleksibilnost medufaznog filma stoga postaje rigidnija 1 manje fleksibilna, $to dovodi do
vidljivih razlika na pseudoternarnim dijagramima. lako je sli¢no ponaSanje uoceno kod saharoznih
estara [30, 194], treba da se naglasi da su pomenuti surfaktanti imali iste vrednosti HLB. Stoga, u
sluc¢aju surfaktanata koji su proucavani u ovom delu rada, dobijene razlike mogu da se pripiSu ne
samo razlikama u duZini alkil lanaca, nego 1 njihovim razli¢itim HLB vrednostima (P2000 ima
HLB oko 13, dok je HLB vrednost za P810 15-16), koje su odredene duzinom ugljovodoni¢nog
lanca, stepenom polimerizacije i stereohemijskom ¢isto¢om ispitivanih APG [44, 51, 52]. Primera
radi, poveCavanjem broja Secernih jedinica u molekuli (stepena polimerizacije), APG postaju
znacajno hidrofilnije 1 manje rastvorljive u uljanoj fazi. Medutim, oba ispitivana surfaktanta su
imala isti prosecni stepen polimerizacije (1,5) 1 moze se zakljuciti da ovaj parametar nije imao
uticaja na njihovo razli¢ito ponaSanje u psedoternarnim smeSama. Medutim, ono $to ne sme da se
zanemari je ¢injenica da P2000 i P810 kao komercijalni proizvodi sadrze razli¢it udeo aktivnog
sastojka (surfaktanta) (53% i 63,5% za P2000 i P810, respektivno), $to je verovatno, zajedno sa
uticajem duZzine alkil lanca u molekuli, bilo presudno za povecanu ukupnu jednofaznu povrsinu na
pseudoternarnom faznom dijagramu dobijenom koris¢enjem P810.
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Slika 4.2. Pseudoternarni fazni dijagrami za sistem Capryol™ 90/APG-propilenglikol
(PG)/visokopreciséena voda, koriste¢i kao APG: a) Plantacare® 2000 UP (P2000) i b) Plantacare®
810 UP (P810), pri molarnom odnosu S-CoS 1:1 (stvarni odnos 0,53:1 i 0,635:1, respektivno)
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4.1.1.3. Procena efikasnosti gliceret-7-kaprilat/kaprata (Emanon® EV-E) u formiranju
mikroemulzija u pseudoternarnom sistemu Capryol ™ 90/polietoksilovani surfaktant-
Transcutol® P/voda

a) S-CoS =1:1
0

Y
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100
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Slika 4.3. Pseudoternarni fazni dijagrami za sistem Capryol™ 90/polietoksilovani surfaktant-
Transcutol® P/visokopregiséena voda, koristeé¢i kao surfaktant: a) Emanon® EV-E i b) polisorbat 80,
pri molarnom odnosu S-CoS 1:1
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Preliminarna procena retko koris¢enog etoksilovanog surfaktanta u smislu njegove
sposobnosti za formiranje mikroemulzija je izvrSena u sistemu C90/polietoksilovani surfaktant-
Transcutol® P/voda. Kao referentni surfaktant je koriséen polisorbat 80 (P80), koji se veoma &esto
upotrebljava za stabilizaciju farmaceutskih mikroemulzija za dermalnu primenu i koji je pokazao
dobru funkcionalnost u njihovoj formulaciji [31]. lako se u velikom broju istrazivanja
polioksetilen(glicerol) estri masnih kiselina koriste kao stabilizatori u formulaciji mikroemulzija
[16], prema dosada$njim saznanjima, jo§ uvek nema nijednog primera koris¢enja Emanon®-a EV-E
(EV) u te svrhe. EV je surfaktant koji se dobija iz sirovina biljnog porekla, koji je okarakterisan kao
biodegradabilan surfaktant, niske toksi¢nosti i kao ,,prijatelj-prirode*. Sadrzi visok udeo monoestara
u smesi, bez prisustva rastvaraca (100% aktivan). Rastvorljiv je u vodi i ima visoku HLB vrednost
(~ 17). Koristi se u kozmetickim proizvodima za kosu i kozu. Medutim, kako bi se razvile
farmaceutski prihvatljive mikroemulzije, studije njegovog faznog ponasSanja su jedan od osnovnih
preduslova.

Slika 4.3. prikazuje pseudoternarne fazne dijagrame sistema C90/polietoksilovani
surfaktant-Transcutol® P/voda. Odnos S-CoS je tokom &itavog eksperimenta imao vrednost 1:1. Na
slici se jasno vidi da je izmedu ispitivanih surfaktanata prisutna razlika. Pokazalo se da P80 ima
vedi kapacitet za vezivanje vode u kombinaciji sa C90 i koris¢enim kosurfaktantom u poredenju sa
EV. Veca ukupna jednofazna oblast na dijagramu postignuta upotrebom P80 se moze objasniti na
bazi veli¢ine hidrofilnih i lipofilnih grupa u strukturi ispitivanih surfaktanata, kao i njihovom
vredno$¢u HLB (17 i 15 za EV i P80, respektivno). Naime, ranije je demonstrirano da, ukoliko su
hidrofilne glave i/ili lipofilni alkil lanci ve¢i, u slucaju alkil polioksietilena se moze ocekivati Siri
mikroemulzioni region [195]. Interesantno, ovaj trend se razlikuje kod APG surfaktanata, gdje je
uo¢eno smanjenje Sirine mikroemulzione oblasti sa povecanjem ugljovodoni¢nog lanca u strukturi
surfaktanta. Medutim, u slucaju ispitivanih APG nije postojala razlika u veliini 1 strukturi
hidrofilnih glava, dok u slucaju EV i1 P80 ta razlika postoji, paralelno sa razli¢itom strukturom
lipofilnih delova, $to je razlog za razlicite vrednosti HLB. Kako bi se omogucio nastanak
mikroemulzija u Sto Sirem opsegu udela sastojaka, nije dovoljno samo odabrati optimalnu smesu S-
CoS, nego i koristiti odgovaraju¢e ulje kojim bi se obezbedio odgovaraju¢i nain pakovanja
molekula amfifila na medupovrsSinu ulja i vode [30].

4.1.1.4. Procena efikasnosti gliceret-7-kaprilat/kaprata (Emanon® EV-E) u formiranju
mikroemulzija u pseudoternarnom sistemu Capryol™ 90/Emanon® EV-
E:kosurfaktant/voda

Kako bi se dobio dublji uvid u efikasnost EV da obrazuje mikroemulzije, i kako bi se
ispitalo kako vrsta kosurfaktanta uti¢e na fleksbilnost/rigidnost medupovrsinskog filma, samim tim
1 na fazno ponaSanje i veli¢inu jednofaznog regiona, osim Transcutol®-a P, varirana su jos Cetiri
kosurfaktanta koja se cesto koriste za stabilizaciju biokompatibilnih mikroemulzija: etanol,
izopropanol, propilenglikol i glicerol.

Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 4.4. Treba da se naglasi da je dodatno ispitana i
mogucnost obrazovanja mikroemulzija bez upotrebe kosurfaktanta i da je pokazano da je se pod
takvim uslovima mikroemulzioni sistemi mogu obrazovati pri visokim odnosima S-CoS:ulje (9:1 i
8:2) (podaci nisu prikazani). Maksimalna koli¢ina vode koja se mogla inkorporirati u sistem duz
dilucione linije 8:2 je bila 16,67%, dok je inicijalna smesa S-CoS:ulje = 9:1 mogla beskona¢no da
se razblazuje. Medutim, uvodenjem kosurfaktanata u sistem doSlo je do povecanja ukupne
jednofazne oblasti na pseudoternarnim dijagramima. Upotrebljeni kosurfaktanti su imali razlicit
uticaj na kapacitet EV/kosurfaktant smese za simultanu solubilizaciju uljane i vodene faze. Kao $to
je ocekivano, maksimalno inkorporiranje vode je dostignuto pri veoma niskom udelu ulja i naglo se
smanjivalo sa povecanjem sadrzaja ulja. Izvan jednofaznih oblasti su se obrazovale grube emulzije.
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Slika 4.4. Pseudoternarni fazni dijagrami za sistem Capryol™ 90/ Emanon® EV-E:kosurfaktant /visokopregiséena voda, koriste¢i kao kosurfaktant:
Transcutol® P, etanol, izopropanol i propilenglikol (posmatrajuéi s leva na desno), pri molarnom odnosu S-CoS 1:1 (obojena linija na dijagramu
predstavlja liniju razblazenja duz koje je vrSena strukturna karakterizacija uzoraka)
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Poredec¢i efekte ispitivanih kosurfaktanata, najuza oblast u kojoj se formiraju mikroemulzije
je dobijena koriS¢enjem propilenglikola. Interesantno je da glicerol nije bio pogodan kosurfaktant
za obrazovanje jednofazih izotropnih sistema u kombinaciji sa EV i C90. Upotreba izopropanola se
pokazala superiornom u odnosu na ostale kosurfaktante jer je on verovatno bio najbolje rasporeden
izmedu alkil lanaca ulja i surfaktanta, povecavaju¢i medupovrSinsku fleksibilnost 1 ¢ineci
medupovrSinu manje osetljivom na razblazivanje vodom. Dakle, moze se zakljuciti da je sa
povecanjem duzine lanca alkohola (od etanola do izopropanola) doslo do povecanja
mikroemulzione oblasti, dok je sa povecanjem broja hidroksilnih grupa od izopropanola do
propilenglikola uocen suprotan efekat. Dalji porast broja —OH grupa (glicerol) je rezultovao u
potpunom izostanku mikroemulzionog regiona, $to je u saglasnosti sa ranijim rezultatima dobijenim
sa P80 i lecitinom kao surfaktantima [29, 61, 196]. Fazno ponasanje EV u prisustvu razli¢itih
kratkolancanih kosurfaktanata zavisi od njihove polarnosti/amfifilnosti koje odreduju nacin na koji
se oni rasporeduju u pseudoternarnom sistemu izmedu uljane i vodene faze, uti¢uéi na ravnotezu
izmedu hidrofilnih i lipofilnih delova medupovrsine [197]. Zbog toga se dobijeni rezultati mogu
dovesti u korelaciju sa particionim koeficijentima koris¢enih kosurfaktanata koji predstavljaju meru
njihove polarnosti, §to zauzvrat odreduje mesto njihove solubilizacje u slozenom sistemu. Zaista,
najpolarniji kosurfaktant (glicerol, logP = -1,76) nije bio efikasan u formiranju mikroemulzija, dok
je izopropanol kao najmanje polaran kosurfaktant (logP = 0,05) formirao mikroemulzije u najSirem
opsegu koncentracija koriS¢enih sastojaka. Prema tome, manje polarni kosurfaktanti, poput
izopropanola, se orjentiSu izmedu molekula surfaktanta tako da su njihove hidroksilne grupe
okrenute prema vodenoj fazi, §to dovodi do poveéanja medusobne rastvorljivosti ulja i vode.
Nasuprot tome, polarniji kosurfaktanti sa veéim brojem hidroksilnih grupa u strukturi
(propilenglikol i glicerol) verovatno migriraju sa medupovrSine u vodenu fazu. Kao rezultat,
koncentracija amfifila na medupovrSinskom filmu se smanjuje dodatkom vode u sistem, §to vodi ka
njegovoj destabilizaciji. Nadalje, iako je u strukturi etanola i izopropanola podjednak broj slobodnih
hidroksilnih grupa, neSto manja ukupna jednofazna povrSina je obrazovana upotrebom etanola, $to
se takode moze objasniti na temelju vece polarnosti etanola (logP = -0,31). Kona¢no, smanjenje
mikroemulzione oblasti koje je zabeleZeno kada je ulogu kosurfaktanta preuzeo Transcutol® P
umesto kratkolancanih alkohola je takode posledica njegove vece polarnosti. Osim toga, u odnosu
na Trancutol® P, visa polarnost propilenglikola (logP = -0,92) je uzrok njegove veée rastvorljivosti
u vodenoj fazi i smanjene efikasnosti u formulaciji mikroemulzija.

Dobijeni rezultati u ovoj i prethodnoj fazi eksperimentalnog rada su nedvosmisleno dokazali
da retko i nedovoljno koris¢eni nejonski biokompatibilni surfaktant Emanon® EV-E (gliceret-7-
kaprilat/kaprat), visoke HLB vrednosti, moze da se ukljuci na listu polietoksilovanih surfaktanata
sposobnih da obrazuju mikroemulzije u kombinaciji sa razli¢itim sastojcima, i U Sirokim opsezima
njihovih  koncentracija. Takode se ¢ini da je formulacija mikroemulzija primenom
polietoksilovanog surfaktanta manje zahtevna u odnosu na formulaciju emulzionih sistema
submikronskih dimenzija sa ispitivanim APG u prve dve faze ovog poglavlja. Ovo se uglavnom
moze pripisati ¢injenici da su APG na trziStu uglavnom prisutni u obliku smeSa sa znac¢ajnim
udelom vode, te je u inicijalnim smeSama ulja, surfaktanta i kosurfaktanta ve¢ prisutna voda, a
mikroemulzija je obrazovana i bez daljeg dodatka vode. Ovo znacajno doprinosi i otezavanju
ispitivanja njihovog faznog ponasanja i poredenja njihove efikasnosti u odnosu na druge
surfaktante.

4.1.2. Ispitivanje rastvorljivosti model lekovitih supstanci u sastojcima
mikroemulzija

Rezultati ispitivanja rastvorljivosti ADA i SN u vodi, propilenglikol-monokaprilatu,
surfaktantima, kosurfaktantima 1 njihovim smeSama je prikazana u Tabeli 4.1.

Rastvorljivost oba ispitivana leka u vodi je bila niska $to je u skladu sa njihovom visokom
lipofilno$¢u. Generalno, rastvorljivost SN je bila viSa u svim sastojcima mikroemulzija (0sim vode)
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u odnosu na rastvorljivost ADA, §to je prema fizickohemijskim osobinama ovih lekovitih supstanci
i ofekivano (Tabela 1.6. i Tabela 1.7). Kada je re¢ o rastvorljivosti SN u povrsinski aktivnim
supstancama, kao najbolji solubilizator se pokazao EV, a najniza rastvorljivost je dobijena u APG.
Verovatni razlog za ovo bi mogao biti to Sto je zbog visokog viskoziteta dostupnog proizvoda pri
ispitivanju koriS¢ena smesa P2000 i P810 sa vodom (u molarnom odnosu 1:1). Medutim, uprkos
visokoj rastvorljivosti SN u propilenglikolu, sme$a APG sa ovim kosurfaktantom je pokazala nizak
kapacitet za rastvaranje SN, §to zajedno sa rastvorljivoséu u smesi vode i APG, moze da ukaze na
nisku inherentnu rastvorljivost SN u ovoj grupi tenzida. Nasuprot tome, SN je u uljanoj fazi (C90)
mikroemulzija pokazao sli¢nu rastvorljivost kao u EV, S§to se moze objasniti povrSinskom
aktivno$¢u koju C90 ispoljava [198]. Rastvorljivost SN u kosurfaktantima je znacajno varirala i
kretala se od 3,23 + 0,06 u izopropanolu do 44,68 + 1,82 u Transcutol®-u P. Takode, i rastvorljivost
ADA je bila najveca u Transcutol®-u P medu ispitivanim kosurfaktantima. Medutim, za razliku od
SN, APG su se pokazali kao pogodniji surfaktanti za rastvaranje ADA u poredenju sa
polietoksilovanima, narocito P80. Na osnovu dobijenih rezultata za rastvorljivost SN i ADA u
sastojcima potencijalnih nosaca za njihovu primenu na koZi se moze pretpostaviti moguca raspodela
lekova u mikroemulzijama. Tako bi bilo o¢ekivano da se SN raspodeljuje izmedu medupovrsinskog
filma amfifila i uljane faze, dok ADA ima vecu rastvorljivost u PAM, te ¢e verovatno biti u
najvecoj meri solubilizovan na medupovrsini izmedu uljane i vodene faze.

Tabela 4.1. Rastvorljivost SN i ADA u sastojcima mikroemulzija*

Sastojak Rastvorljivost SN Rastvorljivost ADA
mikroelr;]ulzije (mg/ml + SD) (mg/ml + SD)
Surfaktant/ P2000"“:voda =
smeSa 5-CoS  0,36:1 2,9+0,04 192007
P810"*voda = 0,46:1 3,77 £ 0,07 2,79 + 0,05
P2000":PG = 0,53:1 10,91 + 0,15 9,7+0,43
P810":PG = 0,635:1 11,68 £ 0,28 16,81 + 0,82
EV 54,68 + 3,36 8,79+0,12
P80 25,47 £0,74 2,00 £ 0,04
Ulje C90 46,26 + 1,18 0,75+ 0,02
Kosurfaktant Transcutol® P 44,68 £ 1,82 2,1+0,03
Propilenglikol 40,21 + 0,92 0,4 +0,02
Etanol 13,81 +0,18 0,18 + 0,06
Izopropanol 3,23 £ 0,06 0,18 +£ 0,02
Vodena faza yolzc;kopremscena 0,02 + 0,004 0,09 + 0,01

" Ispitivanje rastvorljivosti lekova nije vrieno u Imwitor®-u 988 i Imwitor®-u 742 zbog njihove
pastozne konzistencije na sobnoj temperaturi
! Samo aktivna supstanca; 2 50%-tni rastvor u vodi

Imajuéi u vidu prethodno navedene podatke, za ispitivanje kapaciteta mikroemulzija za
solubilizaciju  ADA su odabrani sistemi zasnovani na APG, te dva sistema koja sadrze
polietoksilovane surfaktante u kombinaciji sa Transcutol®-om P kao kosurfaktantom. Sa druge
strane, kako bi se ispitao uticaj vrste kosurfaktanta na kapacitet mikroemulzija koje su stabilizovane
EV surfaktantom za solubilizaciju lekovite supstance, SN je posluzio kao model lek. Dodatno, sa
ciljem utvrdivanja korelacije rastvorljivosti leka u sastojcima mikroemulzija i kapaciteta nosaca za
solubilizaciju, testirane su 1 mikroemulzije sa APG kao potencijalni nosac¢i za SN. Na ovaj nacin je
ispitana validnost tvrdnje da kapacitet nosaca za solubilizaciju lekovite supstance cesto nije
direktno povezan sa njenom rastvorljivo$¢u u sastojcima nosaca.
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4.1.3. Odredivanje kapaciteta mikroemulzija za solubilizaciju model lekovitih
supstanci — selekcija nosac¢a za dermalnu primenu SN i ADA

Za ispitivanje solubilizacionog kapaciteta mikroemulzija za model lekovite supstance
izabrana je diluciona linija S-CoS:ulje = 8:2, bez obzira na kvalitativni sastav formulacija. Razlog
za to je S$to je u vecini sistema na ovoj dilucionoj liniji solubilizacija vode bila neznatno manja u
odnosu na liniju 9:1, a primarni cilj je bio da se koli¢ina surfaktanta u finalnim formulacijama snizi
kako bi se povecala njihova biokompatibilnost [156, 195, 199]. Osim toga, pokazano je da
maksimalna penetracija leka u kozu 1 fluks leka Cesto nisu postignuti primenom formulacija koje su
imale najve¢i sadrzaj surfaktanta [16, 18, 69, 199].

Ispitivanjem mogucénosti rastvaranja SN (2% m/m) u sistemima C90/EV-kosurfaktant/voda
duz dilucione linije 8:2 je pokazan slican solubilizacioni kapacitet svih sistema, bez obzira na vrstu
koris¢enog kosurfaktanta. Moguénost rastvaranja SN se smanjivala kako je u sistemima rasla
koncentacija vode iznad 30% (m/m), Sto je praceno pojavom precipitata. Kako se progresivno
povecavala koli¢ina vode, doslo je do simultanog pada koncentracije amfifila i ulja, zbog ¢ega je
ocekivano pao kapacitet za rastvaranje relativno visoke koli¢ine leka. Prilikom razblazivanja smeSa
ulje/S-CoS dolazi do progresivne hidratacije molekula surfaktanta/kosurfaktanta sto dovodi do
istiskivanja leka sa medupovrsine. Kako se paralelno sa ovim snizava i koncentracija ulja u koje bi
se SN raspodelio, dolazi do njegove precipitacije. Ono $to nije bilo oc¢ekivano je pojava turbiditeta
do koje je doslo u sistemu sa propilenglikolom kao kosurfaktantom, uprkos potpunom rastvaranju
leka u vehikulumu sa 30% vode. Mogucée je da je prisustvo SN na medupovrsini U ovom sistemu
dovelo do potiskivanja surfaktanta u vodenu fazu, $to je uzrokovalo destabilizaciju sistema i
suzavanje mikroemulzione oblasti. Ne treba da se zanemari ni ¢injenica da je SN elektrolit i da
prisustvo nitratnih anjona u vodenoj fazi uti¢e na njenu jonsku jacinu, Sto takode moze da ogranici
oblast formiranja mikroemulzija [177].

Pokusaji rastvaranja ADA u koncentraciji od 0,1% (m/m) u mikroemulzijama izradenim sa
C90, EV, Transcutol® P i voda pokazali da nosa¢i sa vise od 30% (m/m) vode takode nisu
odgovarajui za ovaj lek. Ovo je veoma interesantan podatak, imaju¢i u vidu razli¢itu strukturu,
fizickohemijske osobine, i rastvorljivost model lekova u sastojcima ovog sistema (Tabela 4.1), kao i
to da je terapijska koncentracija ADA 20 puta niza nego koncentracija SN. Cini se da je ovakav
rezultat posledica manje rastvorljivosti ADA u pojedina¢nim komponentama mikroemulzije koja je
kompenzovana niZom terapijskom koncentracijom. Sa druge strane, iako SN ima daleko vecu
rastvorljivost u C90, EV i Transcutol®u P, njegova visa terapijska koncentracija je ograni&ila
kapacitet nosaca za rastvaranje.

Prilikom ispitivanja kapaciteta mikroemulzija stabilizovanih APG za rastvaranje ADA i SN
dobijeni su takode interesantni i razli¢iti podaci. Naime, u sistemima ulje/APG-propilenglikol/voda,
rastvaranje ADA je bilo moguce 1 u inicijalnim smeSama ulje/S-CoS, a kako je razblazivanje vodom
napredovalo, solubilizacioni kapacitet sistema se nije menjao. Bilo bi logi¢no da se pretpostavi da
su ovi rezultati posledica ne samo bolje rastvorljivosti ADA u APG nego u EV, nego visokih
vrednosti pH koje su prevashodno prouzrokovane prisustvom samih APG surfaktanata. Naime,
rastvorljivost ADA kao slabe kiseline je pH-zavisna i bi¢e veca kada se on nade u baznoj sredini,
koja je karakteristicna za koris¢ene APG surfaktanta (Tabela 3.1). Sa druge strane, pokusaji da se
2% (m/m) SN rastvori u bilo kojem sistemu zasnovanom na ovim prirodnim surfaktantima su bili
bezuspesni, Sto se moze pripisati njegovoj niskoj rastvorljivosti u ovoj vrsti tenzida (Tabela 4.1),
visokoj terapijskoj koncentraciji leka u baznoj sredini, koja nije odgovarajuca za sertakonazol kao
slabu bazu.

Na osnovu rezultata ove faze istrazivanja izvrSena je selekcija finalih vehikuluma kao
nosaca za lokalnu primenu SN i ADA (Tabela 4.2 i Tabela 4.3), ¢ija je sveobuhvatna karakterizacija
izvrSena u nastavku eksperimenata u okviru ove doktorske disertacije.
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Tabela 4.2. Sastav mikroemulzionih nosaca za SN (%, m/m)

Formulacija ME-EVT ME-EVE ME-EVI ME-EVPG  ME-P80T
Capryol™ 90 14,0 14,0 14,0 15,0 14,0
Emanon EV-E 28,0 28,0 28,0 30,0 -
Polisorbat 80 - - - - 28,0
Transcutol® P 28,0 - - - 28,0
Etanol - 28,0 - -
Izopropanol - - 28,0 28,0 -
Propilenglikol - - - 30,0 -
Visokopretiséena 4 30,0 30,0 25,0 30,0

voda

Rastvorljivost SN ¢ 70 L 695 2805 +2,00 20884236 47.80+3,63 42,20 %003
(mg/ml + SD)

S obzirom da je maksimalna koli¢ina vode koja se mogla dodati u smesu C90, P2000 i
propilenglikola bila oko 33% (m/m), kao nosa¢ za ADA je izabrana mikroemulzija sa 25% (m/m)
dodane vode ($to ukupno ¢ini 39,2% (m/m) vode u sistemu). Kako bi se procenio uticaj vrste ulja
na karakteristike mikroemulzija, selektovane su dve formulacije istog kvantitativnog sastava u
kojima je C90 zamenjen sa 1988 i 1742. U cilju ispitivanja uticaja vrste surfaktanta na dermalnu
isporuku ADA, odabrana je mikroemulzija zasnovana na P810 i C90 koja sadrzi gotovo identi¢an
udeo sasto(éaka kao ostale formulacije (Tabela 4.3). Dodatno, vehikulum koji sadrzi C90, EV,
Transcutol™ P i 30% (m/m) vode je odabran kao nosa¢ za obe model lekovite supstance (Tabela 4.2
I Tabela 4.3). Pomenuta mikroemulzija je ispitivana kao nosa¢ za lokalnu primenu SN pored jo$ dve
formulacije istog kvantitativnog sastava koje kao kosurfaktant sadrze etanol, odnosno izopropanol.
lako je rastvaranje SN bilo moguée u vehikulumu sa propilenglikolom sa istim udelom sastojaka,
zbog pojave turbiditeta i destabilizacije sistema, odabrana je formulacija sa ne$to manjom
koli¢inom vode. Konaé¢no, kao referentna mikroemulzija, koja je sluzila za poredenje efekta vrste
polietoksilovanog surfaktanta na isporuku SN u/kroz kozu, je kori$¢ena formulacija zasnovana na
P80 (Tabela 4.2).

Tabela 4.3. Sastav mikroemulzionih nosaca za ADA (%, m/m)

Formulation APG-1 APG-2 APG-3 APG-4 ME-EVT
Capryol ™ 90 15,0 - - 14,0 14,0
Imwitor® 988 - 15,0 - - -
Imwitor® 742 - - 15,0 - -
Plantacare® 2000 UP 15,9 15,9 15,9 - -
Plantacare® 810 UP - - - 17,8 -

Emanon EV-E - - - - 28,0
Propilenglikol 30,0 30,0 30,0 28,0 -
Transcutol® P - - - - 28,0
Visokoprec¢is¢ena voda 39,1 39,1 39,1 40,2 30,0

4.1.4. Strukturna karakterizacija odabranih mikroemulzionih formulacija kao
nosaca za model lekovite supstance

Kvalitativni 1 kvantitativni sastav mikroemulzione formulacije odreduje njenu unutrasnju
strukturu, fizickohemijske karakteristike, oblik 1 veli¢inu kapi, Sto se sve skupa odrazava na
lokalizaciju leka u nosacu i njegovu ,,sudbinu® nakon primene na/u odredeno mesto ljudskog tela
[55, 69, 77]. Kada je re¢ o dermalnoj isporuci leka, lekovita supstanca mora da se oslobodi iz
nosaca kako bi penetrirala u odredene slojeve koze. Sa druge strane, proces liberacije je zavisan od
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karakteristika mikrosredine u koju je lek inkorporiran (fizickohemijske osobine, dinamika
fluktuacija, interakcija leka sa nosa¢em) [200]. Medutim, iako se na osnovu pseudoternarnih faznih
dijagrama za odredeni sistem mogu dobiti pretpostavke o moguénosti obrazovanja vehikuluma sa
razli¢itom unutraSnjom strukturom (Slika 1.5), pouzdani zaklju¢ci ne mogu da se izvedu bez
sveobuhvatne strukturne karakterizacije koja je sprovedena u ovoj fazi istrazivanja. S obzirom da su
elektricna provodljivost, reoloSke karakteristike i termalno ponasSanje karakteristike koje su
uslovljene unutrasnjom strukturom sistema koja se menja sa promenama koncentracije sastojaka,
upravo ove metode se mogu koristiti za odredivanje koloidne strukture sistema na indirektan nacin.

4.1.4.1. Merenje elektricne provodljivosti

Merenje  elektricne  provodljivosti u  pseudoternarnim  sistemima  ulje/APG-
propilenglikol/voda

Elektri¢na provodljivost (k) je merena u funkciji udela vode (®y) u sistemima ulje/APG-
propilenglikol/voda duZ dilucione linije S-CoS:ulje = 8:2. Kao §to je na viSe mesta ve¢ pomenuto,
APG koji su koris¢eni u okviru ove doktorske disertacije su komercijalno dostupni kao smese
surfaktanata i vode. Stoga varijacije u sastavu formulacije duz dilucione linije prouzrokuju promene
u broju molekula surfaktanta, a time i broj nosilaca naelektrisanja, §to se takode odrazava na
promene vrednosti k. 1z tog razloga je uobicajeno da se u slucajevima koriS¢enja surfaktanata koji
se ne sastoje iz Cistog surfaktanta, nego pored PAM sadrze i rastvaraCe, k vrednost koriguje
deljenjem sa udelom ¢istog surfaktanta u sistemu, §to rezultuje u korigovanoj k (k,) [45, 188]. k,
vrednost u funkciji frakcije vode (suma dodane vode i koli¢ine vode koja je ve¢ prisutna u APG) je
prikazana na Slici 4.5. O¢igledno je da je k, kontinuirano rasla sa povecanjem udela vode, bez
obzira na vrstu kori§¢enog surfaktanta (P2000 ili P810) i vrstu ulja (C90, 1988 ili 1742). Objasnjenje
za ovo je progresivna hidratacija hidrofilnih glava surfaktanta i hidroksilnih grupa kosurfaktanta.
Pri nizim frakcijama vodene faze, porast x, u funkciji sadrzaja vode je kod svih sistema bio
postepen. Sa daljim dodatkom vode, porast elektri¢ne provodljivosti je bio brzi, ukazujuéi na porast
interakcija izmedu vodenih kapi. Ovakav trend se nastavio do postizanja maksimalne vrednosti K,
nakon Cega je doslo do destabilizacije i zamucenja sistema zbog zasic¢enja hidrofilnih delova
molekula surfaktanta i kosurfaktanta vodom. Jedini sistem kod kojeg se konduktometrijski profil u
zavrsnom delu krive razlikovao je 1742/P2000-propilenglikol/voda, gde je nakon dostizanja
maksimuma provodljivosti doslo do ponovnog postepenog porasta x,. Za analizu i interpretaciju
konduktometrijskih krivih, u svrhu objasnjena fenomena faznih prelaza, uobicajeno se Koristi
perkolaciona teorija [201]. Prema ovom pristupu, provodljivost ima niske vrednosti (ispod
elektricne provodljivosti upotrebljene vodene faze) pri niskim koncentracijama vode jer su kapi
vode dispergovane u uljanoj fazi V/U mikroemulzija i ne doprinose znacajno porastu vrednosti x
zbog nemogucnosti provodenja jona. Pocetni porast provodljivosti je uzrokovan hidratacijom
hidrofilnih grupa amfifila. Medutim, nakon dostizanja kriticne vrednosti ®,, neke od dispergovanih
vodenih kapi poc€inju medusobno da interaguju i spajaju se u klastere koji indukuju obrazovanje
konduktivnih kanala odgovornih za naglo povecéanje x sa daljim povecanjem koncentracije vode u
sistemu. Upravo koncentracija vodene faze pri kojoj se povecanje provodljivosti naglo menja, tj.
porast provodljivosti postaje nagao zbog prelaza vodene faze iz unutraSnje prema spoljasnjoj fazi,
se oznacava kao perkolacioni prag (®y) [73, 77, 202].

Posmatrajuc¢i dobijene profile elektri¢ne provodljivosti (Slika 4.5), udeo vode pri kojoj
dolazi do nagle promene vrednosti k, ne moze jasno da se uoci zbog Cega tacna promena strukture
sistema, ukoliko je do nje doslo, ne moze lako da se identifikuje. Sli¢na zapazanja su zabelezena pri
ranijim ispitivanjima faznih prelaza u mikroemulzijama zasnovanim na APG [36, 48]. Kako bi se
dalje procenila validnost perkolacione teorije i rasvetlio polozaj perkolacionog praga, koristi se prvi
izvod dlog(xa)/d®,, u funkciji ®,,. Prisustvo ostrog pika na grafiku zavisnosti dlog(x,)/d®,, od @,
ukazuje na perkolaciono ponasanje sistema, a prema polozaju pika se odreduje @, koja odgovara
perkolacionom pragu @, [77, 194, 201, 202]. Medutim, ni analiza ovih krivih nije otkrila
perkolaciono ponasanje mikroemulzionih sistema sa APG surfaktantima i1 prelaz iz V/U do
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bikontinuiranih mikroemulzija duz dilucione linije S-CoS:ulje = 8:2 (podaci nisu prikazani). Ovaj
fenomen je na neki nacin bio i o¢ekivan, uzimaju¢i u obzir da mikroemulzije sa manje od 18,8%
(m/m), odnosno 14,6% (m/m) vode u sistemima sa P2000 i P810, respektivno, nisu mogle da budu
pripremljene. Kao rezultat toga, pocetni deo profila provodljivosti nedostaje. Stoga je vrlo izvesno
da je perkolacija ve¢ dostignuta u uzorcima bez dodane vode, jer oni sadrze vodu prisutnu u
ispitivanim surfaktantima. Dakle, mikroemulzije bez eksterno dodane vode su per se ve¢ mogle da
sadrze dovoljnu koncentraciju vode za obrazovanje bikontinuirane unutrasnje strukture. Ovakvo
ponasanje je bilo karakteristicno i1 za druge surfaktante koji su dostupni u obliku smesa sa vodom

[36, 188].
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Slika 4.5. Korigovana vrednost elektriéne provodljivosti (k) u funkciji rastu¢eg udela
visokopreciS¢ene vode (D) za sistem ulje/APG-propilenglikol (PG)/visokoprecis¢ena voda, pri
odnosu S-CoS/uljana faza 8:2

Ipak, bez obzira §to se primenom perkolacione teorije nisu mogli detektovati perkolacioni
pragovi u sistemima, promene u porastu provodljivosti nisu rasle linearno sa porastom ®,, na
dobijenim graficima se mogu uociti delovi krivih sa razli¢itim nagibima. Medutim, uprkos sli¢nom
trendu porasta provodljivosti kod svih ispitivanih sistema zasnovanih na APG, koji sugeriSe
istovetnu promenu strukture sistema bez obzira na kvalitativni sastav sistema, nesto drugaciji profil
provodljivosti je dobijen za sistem zasnovan na P810 sto moze da se dovede u vezu sa nesto krac¢im
alkil lancem i ve¢im procentom PAM kod ovog surfaktanta. Naime, u sistemima ulje/P2000-
propilenglikol/voda, porast vrednosti x, je postepen pri udelima vode nizim od 30% (m/m) bez
obzira na vrstu uljane faze. Nakon daljeg dodavanja vode, dolazi do brzeg porasta «,, a potom do
gubitka stabilnosti sistema, Sto se u sistemu C90/P2000- propilenglikol/voda desilo pri nizim
vrednostima ®,, u odnosu na sisteme sa monogliceridima. Slicna destabilizacija sistema sa
porastom lipofilnosti sastojaka u sistemu je uoc¢ena i ranije [48]. Jedini sistem u kojem je x, dostigla
relativno konstantnu vrednost pri koncentraciji vode vi$oj od 45% (m/m) je pseudoternarni sistem
1742/P2000-propilenglikol/voda, sugerisué¢i potpuno razvijenu U/V strukturu. Sa druge strane, u
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sistemu C90/P810- propilenglikol/voda konduktometrijska kriva moze da se podeli na tri dela sa
razli¢itim nagibima, koji mogu da se povezu sa postojanjem tri vrste sistema razli¢ite koloidne
strukture. Prvi region koji moze da se uoci pri koncentraciji vode nizoj od 20% (m/m) je veoma
uzak i karakteriSu ga nize vrednosti k,, Koje mogu da se odnose na mikroemulzije V/U. Pri udelu
vode od 20% do ~ 32% (m/m) porast provodljivosti je bio neSto brzi i moze da bude povezan sa
kompletno razvijenom bikontinuiranom strukturom, dok je skokoviti porast «k, iznad 32% (m/m)
vode mogao da implicira izmenu strukture ka U/V mikroemulzijama. Ipak, naglasene promene u
nagibima profila provodljivosti ne mogu da se uoce, te se u trecem regionu (kada je @, > 32%,
m/m) moze pretpostaviti samo pocetak prelaza iz bikontinuiranih ka U/V mikroemulzijama [48].
Dakle, u tre¢em regionu jos uvek nisu u potpunosti razvijene U/V mikroemulzije, nego pre sistemi
sa invertnom bikontinuiranom strukturom.

Dobijeni rezultati ukazuju da APG nisu pogodni surfaktanti za formulaciju V/U
mikroemulzija, §to se moze pripisati prisustvu znacajne koli¢ine vode u surfaktantima dostupnim na
trziStu. Zbog toga Sto su promene nagiba konduktometrijskih krivih teze uocljive, ali dobijene
vrednosti provodljivosti visoke, V/U mikrostuktura moze da se iskljuci u sistemima zasnovanim na
P2000, $to ne moze u potpunosti da se tvrdi za sistem sa P810. Takode, uzorci sa viSim frakcijama
vodene faze (iznad ~30%, m/m) u svim sistemima, koji se nalaze na uzlaznim delovima
konduktometrijskih krivih (gde se nalaze i izabrani nosa¢i za ADA (Tabela 4.3)) mogu da se
okarakterisu kao hidrofilne mikroemulzije sa invertnom bikontinuiranom do U/V strukturom [36,
48, 188].

Merenje  elektricne  provodljivosti u  pseudoternarnim  sistemima  Capryol™
90/polietoksilovani surfaktant-kosurfaktant/voda

Zavisnost elektricne provodljivosti (k) od udela vode (®,) za sisteme Capryol™
90/politoksilovani surfaktant:kosurfaktant/voda duz dilucione linije S-CoS:ulje = 8:2 je prikazan na
Slici 4.6. Kao $to se moze primetiti, za ispitivane sisteme koji sadrze manje od 10% (m/m) vode su
izmerene niske vrednosti k. Sa daljim dodatkom vode do maksimalne koli¢ine koja se mogla
solubilizovati, provodljivost je rasla i dostigla takode maksimalne vrednosti. Medutim, analiza
konduktometrijskih krivih dobijenith koriS¢enjem polietoksilovanih surfaktanata nije pokazala
tipicno perkolativno ponaSanje, bar ne u sistemima u kojima su kao kosurfaktanti koriS¢eni
kratkolanc¢ani alkoholi 1 propilenglikol. Dakle, sliéno ponaSanju sistema sa APG, tac¢ne tacke u
kojima se odigravaju mikrostrukturni prelazi iz V/U u U/V mikroemulzije preko bikontinuiranih
sistema nisu lako uocljive. Medutim, za razliku od APG, primenom metode prvog izvoda
dlog(x)/d®,, u funkciji @y, potvrdeno je perkolaciono ponasanje sistema sa EV i P80 (Slika 4.6. b).
Fazni prelaz se u svim sistemima odigrao pri relativno niskim vrednostima ®,. Zapravo,
posmatraju¢i pseudoternarni sistem koji je stabilizovan etanolom kao kosurfaktantom, ¢ini se da je
bikontinuirana struktura obrazovana samim mesSanjem ulja sa smeSom S-CoS, §to se moze objasniti
prisustvom rezidualne vode u etanolu (96%, V/V). Kako je maksimum krive dlog(x)/d®,, u
zavisnosti od @, zabelezen pri udelu dodane vode od 0%, fazni prelaz se ve¢ desio ili se zavrSavao
u ovoj tacki.

Nasuprot tome, u ostalim ispitivanim mikroemulzionim sistemima perkolacija je potvrdena
izrazenim oS$trim pikovima maksimalnih vrednosti dobijenih krivih (Slika 4.6.b). Pikovi su uoceni
pri koncentraciji vode od 2%, 2,5% i 3%, u sistemima sa EV kostabilizovanim propilenglikolom,
Transcutol®-om P i izopropanolom. U saglasnosti sa studijama faznog ponasanja, polarniji
kosurfaktanti su manje solubilizovani na medupovrsini, redukuju¢i jacinu sila koje stabilizuju
medupovrsinski film i medukaplji¢ne interakcije. Kao rezultat toga, perkolacioni prag se lakSe
dostize.
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Posmatrajuci paralelno sisteme koji se razikuju samo po vrsti surfaktanta (EV i P80),
dobijeni su sli¢ni rezultati (Slika 4.6). Mikrostukturni prelaz u sistemu zasnovanom na P80 je
takode realizovan pri niskom udelu vode (2%, m/m), ukazujuéi na sli¢nu prirodu promena koje se
odigravaju u sistemu bez obzira na njegov sastav.

Na osnovu dobijenih rezultata ove faze se moze izvesti zakljucak da je koriS¢enjem EV
moguce formulisati mikroemulzije sa V/U mikrostrukturom, kao i vehikulume bikontinuirane
strukture, koji se obrazuju u Sirem opsegu koncentracija sastojaka. Postojanje potpuno razvijenih
kapljicnih U/V nije oCekivano, bar ne prema rezultatima merenja elektricne provodljivosti, jer na
dobijenim konduktometrijskim profilima ne moze da se uoci region u kome se dostizu relativno
konstantne vrednosti « ili njihov pad, koji su karakteristi¢cni za ovaj tip koloidne strukture
mikroemulzija.

Dakle, za odabrane nosace za SN (Tabela 4.2) se moZe na osnovu ovoga pretpostaviti
bikontinuirana unutrasnja struktura, §to je generalno prepoznato kao povoljna karakteristika nosaca
za lipofilni lek kojom se penetracija/permeacija leka moze poboljSati u vec¢oj meri u odnosu na
kapljiéne mikroemulzije zbog veéeg stepena amfifilnosti, nizeg medupovrsinskog napona, velike
medupovrsine i visokog solubilizacionog kapaciteta [203].

4.1.4.2. Reoloska merenja

Imajucéi u vidu da vrsta 1 oblik agregata, koncentracija i interakcije izmedu dispergovanih
kapi u mikroemulzijama snazno uticu na reoloske karakteristike ovih sistema, reoloska merenja su
vrsena kako bi se potvrdili rezultati dobijeni merenjem elektri¢ne prvodljivosti i kako bi se prikupili
dodatni podaci o strukturnim transformacijama u odabranim sistemima. Zbog sli¢nosti profila
elektricne provodljivosti za sve sisteme zasnovane na APG, odnosno na EV, u ovoj fazi
eksperimentalnog rada je moguénost detekcije faznih prelaza pomocu reoloSke karakterizacije
ispitana na sistemima C90/APG-propilenglikol/voda i C90/polietoksilovani surfaktant-Transcutol®
P/voda. Zavisnost prividnog viskoziteta (n) od koncentracije vodene faze (®,) u uzorcima duz
dilucione linije S-CoS:ulje = 8:2 je prikazana na Slici 4.7. Treba da se napomene da je prilikom
prikazivanja rezultata reoloskih merenja za sisteme koji sadrze APG prikazan stvarni udeo vode u
uzorcima, a ne frakcija dodane vode, zbog Cega i poCetni deo krivih nedostaje.

Ocigledno je da je reolosko ponaSanje mikroemulzija zasnovanih na APG drugacije u
odnosu na polietoksilovane surfaktante. Zapravo dobijeni profili reoloskih merenja se razlikuju od
profila u obliku grbe kamile (engl. camel-hump) sa dva maksimuma ili zvonastog oblika (engl. bell-
shaped) sa jednim maksimumom, koji se uobicajeno susrecu u literaturi pri ovakvim ispitivanjima
[204-207]. Ipak, ne sme da se zanemari Cinjenica da je izmenjen profil viskoziteta posledica
nemogucnosti formulisanja mikroemulzija sa nizim udelom vode zbog kori$¢enja APG u obliku
vodenih rastvora. Medutim, dobijeni rezultati su sliéni ponasanju mikroemulzionih sistema
zasnovanih na saharoznim estrima [30] i takode drugim APG [36]. Kao §to je prikazano na Slici
4.7.a, viskozitet APG-stabilizovanih mikroemulzija je opadao sa povecanjem udela vode u
uzorcima duZz ispitivane dilucione linije, verovatno zbog smanjenja agregacije micela usled
razblazenja vodenom fazom. Simultano sa padom viskoziteta je opadala koncentracija
propilenglikola i C90, $to moze biti jo§ jedan razlog za ovakvo reolo§ko ponasanje sistema, s
obzirom da oba sastojka imaju vecu vrednost n od vode (1 mPas) [36]. Medutim, kada je kao
surfaktant koris¢en P810, oStra promena vrednosti viskoziteta se moze uociti pri frakciji vode od
23,15% (m/m), dok je daljim dodatkom vode u sistem viskozitet opadao postepeno, verovatno zbog
postepenog pomeranja molekula surfaktanta iz kontinuirane faze na medupovrSinu kako bi
interagovali sa vodom i uljem u bikontinuiranim mikroemulzijama [208]. Nagla promena nagiba
krive viskoziteta koja je uocena u sistemu C90/P810-propilenglikol/voda moze biti indikativna za
fazne promene u posmatranom mikroemulzionom sistemu [199, 208, 209].
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Slika 4.7. Vrednost prividnog viskoziteta u funkciji rastuceg udela visokoprecis¢ene vode (@) za
sisteme: a) C90/APG-propilenglikol/visokoprecis¢ena voda i b) C90/polietoksilovani surfaktant-
Transcutol® P/visokopreéiséena voda, pri odnosu S-CoS/uljana faza 8:2

Prema tome, dramati¢na promena u vrednosti n pri koncentraciji vode od 23,15% (m/m)
ukazuje na promenu strukture iz V/U u bikontinuirane mikroemulzije, §to je u korelaciji sa
rezultatima elektricne provodljivosti. Sa druge strane, na grafiku koji se odnosi na sisteme koji
sadrze P2000 mogu se uociti tri regiona. Prvi deo dijagrama (gde je &, izmedu 18,8% i 26,9%,
m/m) moze oznacavati sisteme u kojima se deSava kraj faznog prelaza iz V/U u bikontinuirani tip
mikremulzija, dok je u podruéju koncentracije vode od 26,9% i 39,1% (m/m) bikontinuirana
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nanostruktura u potpunosti obrazovana. Pri vrednostima @,, visim od 39,1% (m/m), dolazi do
postepene promene strukture bikontinuiranih mikroemulzija ka U/V sistemima, pri ¢emu U/V
struktura jo§ uvek nije u potpunosti razvijena. Slicno reolosko ponaSanje je zabelezeno ranije u
sistemu voda-propilenglikol/saharoza-laurat/ulje peperminta-etanol [210].

Interesantno je da je reoloSko ponaSanje vehikuluma pripremljenih upotrebom
polietoksilovanih surfaktanata bilo razli¢ito u odnosu na ponasanje APG (Slika 4.7.b). Dok je kod
APG sa povecanjem udela vode viskozitet opadao, u slucaju EV i polisorbata je uocena suprotna
tendencija — porast viskoziteta sa porastom ®,,. Osim toga, razlike su zabeleZene i medu sistemima
stabilizovanim razli¢itim polietoksilovanim surfaktantima. Pri koncentraciji vode ispod 10% (m/m)
viskozitet je rastao paralelno sa povecanjem ®,. Ovo inicijalno povecanje 1 moze da se objasni
privlaénim silama izmedu kapi vode i njihovom agregacijom, Sto dovodi do reorganizacije
molekula na medupovrSinskom filmu [211]. Zapravo, prelaz iz V/U nanostrukture sa sferi¢nim
kapima ka bikontinuiranoj prac¢en je dostizanjem maksimalne vrednosti prividnog viskoziteta u
sistemu, paralelno sa drastiénom promenom elektriéne provodljivosti [209, 211]. Stoga, dobijeni
rezultati su sugerisali da se promena u bikontinuirane mikroemulzije iz /U strukture desila pri
udelu vode manjem od 10% (m/m) u oba sistema sa polietoksilovanim surfaktantima, §to je u
saglasnosti sa rezultatima merenja elektricne provodljivosti. Kako se ®,, poveéavao, viskozitet u
vehikulumima pripremljenim sa EV se lagano smanjivao od 22,63 mPas do 16,48 mPas zbog
postepenog povlacenja molekula surfaktanta iz kontinuirane faze na medupovrsinu. Iznenadujuce,
uzorci sa P80 su se odlikovali kontinuiranim sporim rastom viskoziteta sa daljom solubilizacijom
vode. Vrednosti 1 vehikuluma sa koncentracijom vode od 20% do 50% (m/m) su bile relativno
konstantne i nezavisne od ®,,. Nakon toga je usledilo blago smanjenje viskoziteta do granice oblasti
mikroemulzija. lako nije uobic¢ajen, sli¢an fenomen je dokumentovan ranije [201, 208], pri cemu je
porast viskoziteta pri razblazivanju mikroemulzija vodom pripisan poveéanju vodenih kanala u
bikontinuiranim mikroemulzijama, prouzrokovanom povecanjem privlacnih sila izmedu vecih kapi
dispergovane faze. Kako je udeo vode rastao, zbog progresivne hidratacije hidroksilnih grupa P80,
kao 1 zbog interakcija izmedu medusobno povezanih vodenih 1 uljanih kanala, maksimalna vrednost
viskoziteta je dostignuta pri 50% (m/m) vode u sistemu. Analizirajuéi ove rezultate paralelno sa
merenjem elektricne provodljivosti, nameée se zakljuCak da se pocetak faznog prelaza iz
bikontinuiranih u U/V mikroemulzije u ovom sistemu desio kada je udeo vode bio 50% (m/m), dok
V/U nanostruktura moze da bude pretpostavljena za vehikulume sa manje od 10% (m/m) vode.

4.1.4.3. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC)

Dalja potvrda faznih prelaza u odabranim sistemima i mikrostruktura odabranih
mikroemulzionih nosaca je procenjena primenom DSC uz hladenje uzoraka. Naime, ova metoda
omogucuje identifikaciju fizickog stanja vode u kojem ona moze da bude prisutna unutar
disperznog sistema. Ukoliko je voda vezana u sistemu (interaguje sa hidrofilnim delovima molekula
surfaktanta 1 kosurfaktanta na medupovrsini ili je imobilisana unutar kapi V/U mikroemulzija),
njena temperatura zamrzavanja ¢e biti pomerena prema nizim temperaturama. Sa druge strane,
slobodnu (bulk) vodu ¢ine molekuli koji su slabo vezani za medupovrsinski film i zbog toga imaju
sli¢ne osobine i visoku mobilnost kao €ista voda ¢ija je temperatura zamrzavanja oko 0 °C [36, 79].
Dakle, na osnovu izgleda, veliCine i povrsine pika zamrzavanja vode, moze da se proceni unutrasnja
struktura mikroemulzija. Sto je interakcija molekula vode sa sastojcima sistema jada, tacka
smrzavanja vode se pomera ka nizim temperaturama [16, 45, 52].

U ovom delu ekperimentalnog rada je najpre ispitano ponaSanje prilikom hladenja
mikroemulzija sa rastu¢im udelom visokoprecis¢ene vode u sistemima C90/APG-
propilenglikol/voda i C90/polietoksilovani surfaktant-Transcutol® P/voda. Visokopregiséena voda
koja je koris¢ena za pripremu mikroemulzija je ispoljila oStar egzotermni pik na -6,92 °C (Slika
4.8a). DSC krive hladenja u sistemima C90/APG-propilenglikol/voda su prikazane na Slici 4.8b i
4.8c.
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DSC analiza uzoraka stabilizovanih surfaktantom P810 je u Kkorelaciji sa rezultatima
merenja elektricne provodljivosti i reoloSkih merenja. Na DSC krivoj hladenja uzorka u koji nije
dodana voda eksterno (Slika 4.8c), ali koji zbog prirode surfaktanta sadrzi 14,6% (m/m) vode, ne
mogu da se detektuju pikovi, ukazuju¢i na imobilisanu dispergovanu vodu ili veoma snazne
interakcije izmedu hidroksilnih grupa u sastavu APG 1i/ili propilenglikola, §to pomera tacku
smrzavanja vode ispod limita detekcije postavljenog u studiji. Sirok egzotermni pik Koji moze da se
uoci u uzorcima sa rastu¢im sadrzajem vode u mikroemulzijama sa P810 moze da bude indikacija
za promenu strukture sistema iz V/U ka bikontinuiranim mikroemulzijama. Slican pik moze takode
da se zapazi u uzorku zasnovanom na P2000 koji sadrzi maksimalnu koli¢inu vode (45,6% m/m)
(Slika 4.8b), Sto sugeriSe prisustvo vezane ili medupovrSinske vode. Mikroemulzije sa nizim
udelom vode u sistemu se odlikuju odsustvom pika na DSC termogramima. Zbog polarnosti i
prisustva hidroksilnih grupa u strukturi amfifila, voda verovatno snazno interaguje sa njima,
pomeraju¢i tacku zamrzavanja prema nizim temperaturama ili izvan opsega temperature
postavljenog u eksperimentu [30, 209]. U sistemima zasnovanim na P810, sa povecanjem udela
vode, pik zamrzavanja vode se pomerao ka viS§im temperaturama, ukazujué¢i na progresivno
slabljenje interakcija zbog zasic¢enja hidroksilnih grupa S-CoS. Ovakva vrsta pika moze da se
interpretira kao voda u bikontinuiranim mikroemulzijama [188, 209]. Medutim, ne sme da se
zanemari ¢injenica da na rezultate DSC analize moZe da uti¢e 1 sam propilenglikol, s obzirom da je
pokazano da se polioli koji su rastvorljivi u vodi ponasaju kao krioprotektivi [36, 45]. U literaturi su
zabeleZeni slu€ajevi odsustva DSC pikova zamrzavanja vode Cak 1 uzorcima sa visokim sadrZzajem
vode i propilenglikola, koji su okarakterisani kao U/V mikroemulzije [29]. Osim toga, C90 u svojoj
strukturi sadrzi slobodnu hidroksilnu grupu, te se u sistemima moze pretpostaviti interakcija vode 1
uljane faze, kao i uljane faze i amfifila, sto sve skupa moze da uti¢e na termodinamicke osobine
vode.

—— APG-1
—— APG-2
—— APG-3
—— APG-4

-

———
€gzo

Normalizovani toplotni protok (W/g)

-60 -40 -20 0 20
Temperatura (°C)

Slika 4.9. DSC krive hladenja placebo uzoraka mikroemulzija zasnovanih na APG
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Posmatraju¢i DSC termograme izabranih mikroemulzionih APG-nosaca za ADA (Slika
4.9), svi uzorci su ispoljili Sirok egzotermni pik na temperaturi ispod -25 °C. Kao §to je vec
pomenuto, ovakav pik ukazuje na vezanu ili vodu prisutnu na medupovrSini u ispitivanim
sistemima. Sa druge strane, odsustvo ostrih pikova zamrzavanja vode sugeriSe da unutrasnja
struktura vehikuluma nije U/V. Manje izrazen pik u slucaju APG-1 mikroemulzije navodi na
zakljucak da su u ovom pseudoternarnom sistemu interakcije vode sa ostalim konstituentima jace
izrazene. Kao rezultat takvih interakcija, termodinamicka aktivnost vode i njena mobilnost se
menjaju, $to moze da zamaskira pravu mikrostrukturu sistema, narocito u prisustvu propilenglikola,
koji je poznat po svom kriprotektivnom efektu [212, 213].

Zbog prethodno navedenih razloga, rezultati DSC analize treba da se tumace sa oprezom.
Dakle, na osnovu DSC rezultata, V/U unutras$nja struktura moze da se iskljuci za sve odabrane
mikroemulzije, $to potvrduje ranije zakljucke izvedene iz merenja elektrine provodljivosti i
reoloskih merenja. Zbog veoma naglaSenih interakcija izmedu vode i hidrofilnih grupa ostalih
konstituenata sistema, za sve ispitivane uzorke se moze pretpostaviti (invertna) bikontinuirana ka
U/V mikrostruktura.

Porede¢i termograme dobijene sa razli¢itim uljima u mikroemulzijama, mogu da se uoce
male razlike. Zaista, kada je propilenglikol-monokaprilat (C90 u APG-1 i APG-4) zamenjen
monogliceridima (1988 i 1742 u APG-2 i APG-3, respektivno), povrsina pika i entalpija u sistemu
su porasle (Tabela 4.4), ukazujué¢i na progresivno slabljenje interakcija i pomeranje vode ka
spoljaSnjoj fazi. Ovakvo ponaSanje pri smrzavanju bi moglo da se objasni ve¢im brojem hidrofilnih
—OH grupa u strukturi monoglicerida, Sto moze da doprinese boljoj interpenetraciji ulja na
hidrofilni deo medupovrsinskog filma, potiskujuc¢i kompetitivno vodu prema spoljasnjoj fazi gdje je
njena mobilnost veca. Takode, nizi viskozitet APG-1 i APG-4 uzoraka (pogledati Tabelu 4.7 u
okviru rezultata druge faze eksperimentalnog rada) je mozda pospeSio pristup molekula vode
medupovrsini dovodeéi do povecanog vezivanja vode za amfifilni film. Takode, uprkos diskretnim
razlikama u strukturi 1742 i 1988, pik smrzavanja vode se ranije pojavio u slu¢aju mikroemulzije sa
uljem duzeg ugljovodoni¢nog lanca (APG-3). Ovakav rezultat se isto tako mozZe objasniti ve¢om
hidrofilno$¢u 1988 1 njegovim povecanim kapacitetom za vezivanje vode.

Tabela 4.4. Termodinamicki parametri pika vodene faze za ispitivane mikroemulzije zasnovane na
APG

APG-1 APG-2 APG-3 APG-4
Entalpija (mJ/mg) 0,05 577 8,47 0,53
Onset (°C) -37,27 -40,63 26,15 42,55
Pik (°C) -39,39 -41,95 28,20 -44,88

Nasuprot mikroemulzionih sistema zasnovanih na APG, krive hladenja uzoraka zasnovanih
na polietoksilovanim surfaktantima (Slika 4.10) nisu pokazale fenomene zamrzavanja ni u jednom
uzorku koji sadrzi EV, niti u uzorcima sa P80 koji sadrze vodu u koli¢ini 10-50% (m/m). Na osnovu
toga bi bilo sasvim razumljivo da se svim pomenutim vehikulumima pripiSe V/U mikrostruktura
kod koje voda nije dostupna za zamrzavanje [55, 209]. Medutim, prisustvo slobodne,
neinteragujuce vode u sistemu nije oc¢ekivano, uzimajuci u obzir da ispitivane mikroemulzija sadrze
veliku koli¢inu amfifila i interakcije ne mogu da budu zanemarene. Najverovatnije je da se ove
interakcije odvijaju preko vodoni¢nih veza izmedu molekula vode i hidroksilnih grupa u sastavu EV
i P80. Jedini uzorak koji je pokazao ostar pik na -40,4 °C je mikroemulzija stabilizovana P80 koja u
svom sastavu ima visoku koncentraciju vodene faze (60%, m/m) (Slika 4.10b). Kako je
koncentracija S-CoS smanjena, vezivanje vode je postalo slabije zbog zasi¢enja amfifila vodom, te
su molekuli vode mogli da migriraju ka spoljasnjoj fazi. Ovakva povefana mobilnost vode se
manifestovala kao oStar pik koji odstupa od pika zabelezenog za ¢istu vodenu fazu (Slika 4.8a), Sto
moze da bude pokazatelj prelaza strukture sistema od bikontinuiranog ka U/V, kako je
pretpostavljeno i na osnovu rezultata reoloskih i merenja elektri¢ne provodljivosti.
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Slika 4.10. DSC krive hladenja sistema: a) C90/EV-Transcutol® P/visokopregiséena voda; i b) C90/P80-Transcutol® P/visokopregiséena voda, pri
odnosu S-CoS:uljana faza 8:2
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Slika 4.11. DSC krive hladenja placebo uzoraka mikroemulzija zasnovanih na polietoksilovanim
surfaktantima

Konac¢no, posmatrajuci krive hladenja uzoraka sa polietoksilovanim surfaktantima koji su
odabrani kao nosac¢i za SN 1/ili ADA (Slika 4.11), moZe se zakljuciti da je njihova unutraSnja
struktura V/U. Medutim, uzrok za neslaganje ovih rezultata sa rezultatima indirektne karakterizacije
strukture pomocu reoloskih 1 konduktometrijskih merenja, treba traziti ponovo u snaZnim
interakcijama u sistemu koje su pomerile tacku zamrzavanja vode izvan opsega definisanog
eksperimentom. S obzirom na relativno visok udeo S-CoS, kao i ulja koje je povrsinski aktivno per
se, sve molekule vode koje su eksterno dodane u inicijalne smese amfifila 1 ulja su verovatno
vodoni¢nim vezama U potpunosti vezane u sistemima.

4.1.4.4. Mikroskopija atomskih sila (AFM)

Mikroskopija atomskih sila je, iako dragocena, retko koris¢ena direktna tehnika za sticanje
uvida u unutrasnju strukturu submikronskih koloidnih sistema. Primenom ove metode mogu se
dobiti informacije o veli¢ini kapi, distribuciji veli¢ine kapi, morfologiji i mogucoj agregaciji u
sistemu [214, 215].

Medutim, iako su za AFM analizu pripremljeni svi mikroemulzioni nosa¢i za model
lekovite supstance (Tabele 4.2 i 4.3), za vec¢inu ovih uzoraka je ispitivanje bilo otezano, a kvalitet
dobijenih mikrografija loSeg kvaliteta za pouzdanu interpretaciju. Na (ne)uspesnost eksperimenta
nije uticao ni nacin pripreme uzoraka, koji je prepoznat kao vazan korak u AFM ispitivanjima [30].
Bez obzira da li su uzorci suSeni u eksikatoru ili pod vakuumom, otklanjanje te¢nosti iz uzoraka je
bilo nepotpuno, §to se moze objasniti visokim tackama isparavanja konstituenata sistema (poput
ulja), prisutnih u relativno visokim koncentracijama.
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Slika 4.12. AFM 2D signal greske i 3D topografija strukture uzorka ME-EVI

Jedini uzorak kod kojeg je predtretman bio odgovaraju¢i za AFM anaizu jeste uzorak ME-
EVI, ¢ije su AFM mikrografija — signal greske i 3D topografija, prikazane na Slici 4.12. Kao §to
moze da se uoci, u uzorku je detektovana struktura koja se odlikuje odsustvom uredenosti dugog
opsega 1 prisustvom medufaznog filma koji razdvaja medusobno prepletene domene uljane i vodene
faze, $to je osobina bikontnuiranih mikroemulzija. Medutim, takode mogu da se primete i retke kapi
ulja, ukazujuci na pocetak transformacije sistema od bikontinuiranih ka mikroemulzijama sa vodom
kao spoljaSnjom fazom. U prilog ovoj tvrdnji ide visoka vrednost elektricne provodljivosti u
ispitivanom uzorku. Takode, treba da se napomene jo§ jednom da se u mikroemulzijama, kao
visoko dinami¢nim sistemima, kontinuirano odvijaju fluktuacije u smislu faznih prelaza i promena
veli¢ina kapi [16]. Pored toga, za dobijanje kvalitetnih rezultata AFM analize veoma je vazno da
uzorak ostane u bliskom kontaktu sa povrSinom kako bi se sprecilo njegovo pomeranje, oSteCenje i
modifikacije, Sto bi potencijalno moglo da dovede i do promena u fenomenima na povrsini uzoraka.
Ipak, dobijeni AFM rezultati su omogucili diferenciranje mikroemulzija i geometrijski uredene
strukture lamelarnih te¢nih kristala, koji su viskozniji i ispoljavaju pseudoplasti¢no reolosko
ponasanje [30, 202].

4.1.4.5. Elektron paramagnetna rezonantna spektroskopija (EPR)

Dobro je poznato da prisustvo razli¢itih kosurfaktanata na medupovsini mikroemulzija moze
da uti¢e ne samo na fazno ponaSanje odredenog sistema, nego posljedi¢no i na njegov potencijal za
povecavanje transporta inkorporiranog leka u/kroz kozu. Imaju¢i to u vidu, karakteristike
medufaznog filma u prisustvu razli¢itih kosurfaktanata su ispitane za nosace odabrane iz Sistema
C90/EV/kosurfaktant/voda (Tabela 4.2) primenom EPR metode. Osim toga, ispitana je i
formulacija ME-P80T kako bi se procenio uticaj tipa surfaktanta na iste osobine mikroemulzija. U
ovom eksperimentu je kao spin proba kori$¢ena 5-DSA koja se locira u medupovrSinskom filmu S-
CoS, reflektuju¢i rigidnost/fleksibilnost mikrookruZenja u kojem se nalazi, u zavisnosti od dubine
na kojoj se spin proba lokalizuje na medupovrSini. Kao rezultat toga, moguce je detektovati
promene u  medupovrSinskom  filmu  uzrokovane  prisustvom  razli¢itth  vrsta
surfaktanata/kosurfaktanata. Kada se kao spin proba koristi 5-DSA, doksil grupa je locirana u
blizini polarne glave amfifilne masne kiseline, odnosno blize polarnim grupama S-CoS. Medutim,
ne sme da se zanemari ¢injenica da je EPR spektar 5-DSA (pKa = 7,45) pH-zavisan i kako bi se
spektar protumacio na odgovarajuéi nacin, neophodno je poznavanje pH vrednosti uzorka [178].

Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 4.13 i u Tabeli 4.5. Ispitivani vehikulumi sacinjeni iz
C90, EV, kosurfaktanta i vode su pokazali razli¢ito ponasanje kao §to je i oc¢ekivano iz rezultata
ispitivanja njihovog faznog ponasanja. Kod uzorka ME-EVPG je zapaZena znacajno veéa T
vrednost, Sto se moze objasniti prirodom 1,2-propandiola koja ogranicava rotacione pokrete spin
probe [180]. Uoceno smanjenje mobilnosti spin probe takode moze da bude potpomognuto
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smanjenjem sadrzaja vode u uzorku u odnosu na druge ispitivane uzorke, Sto drasticno menja
mikrookruzenje u kojem se proba nalazi. Dodatno, vehikulum ME-EVPG sadrzi ve¢i udeo smese S-
CoS (Tabela 4.2) i ima veci viskozitet (pogledati Tabelu 4.7 u rezultatima drugog dela
cksperimentalnog rada), $to prouzrokuje dalje ograni¢avanje pokretljivosti 5-DSA. Prisustvo
propilenglikola na medupovrsini i smanjena koncentracija vode su se takode odrazili na parametar
uredenosti (S), sugeriSuc¢i prelaz iz fleksibilnog pakovanja amfifila na medupovrsini ka vise
uredenom stanju. Dodatno, smanjenje udela vode od 5% (m/m) je dovelo do smanjenja vrednosti
izotropne hiperfine konstante cepanja (a.,), UKazujuéi na manje polarno okruzenje.

ME-EVE

ME-EVI
ME-EVT

ME-P80T

ME-EVPG

344 346 38 350  3s:2 354
Magnetno polje (mT)

Slika 4.13. EPR spektri 5-DSA u mikroemulzijama zasnovanim na polietoksilovanim surfaktantima

Nasuprot tome, veoma niske vrednosti 7 su zabeleZene u uzorcima sa EV koji sadrze 30%
(m/m) vode. U ovom slucaju, ne samo da je doslo do smanjenja 7z, nego je 1 uredenost sistema
opala sa 0,17 £ 0,02 do vrednosti 0,11 + 0,01 (Tabela 4.5). Kada su kratkolan¢ani alkoholi kori§¢eni
kao kosurfaktanti, jasno je da je mobilnost spin probe promenjena, §to se moze uociti iz
karakteristi¢nih promena u dobijenim EPR spektrima, koji su uzi nego spektri uzoraka ME-EVPG i
ME-EVT (Slika 4.13). Ovakvi rezultati su posledica veCe pokretljivosti spin probe u prisustvu
alkohola koji obrazuju polarniju i manje rigidnu mikrosredinu na medupovrsini mikroemulzija. Isti
zakljuéak moze da se izvede iz vrednosti parametra S, koje su takode sugerisale manju krutost
medupovrsinskog filma u ME-EVE i ME-EVI mikroemulzijama. Dakle, rezultati EPR analize su
bili u saglasnosti sa ispitivanjima faznog ponasanja sistema C90/EV-kosurfaktant/voda, koja su
pokazala da je amfifini film sistema zasnovanih na alkoholima fleksibilniji, obezbeduju¢i
solubilizaciju vece koli¢ine vode.

Porede¢i karakteristike EPR spektara dobijenih za mikroemulzije stabilizovane razli¢itim
tipom surfaktanta (Slika 4.13), vise vrednosti 7z Su dobijene u ME-P80T uzorku (Tabela 4.5), §to je
verovatno posledica veceg viskoziteta P80 u odnosu na EV, i §to uzrokuje otezanu rotaciju
paramagnetnog nitroksidnog prstena u membrani. Shodno tome, zamena EV drugim etoksilovnim
surfaktantom je dovela do jasnih promena u organizaciji strukture dela medupovrSine u kojem je 5-
DSA lokalizovana (parametar S). Preciznije, uo¢eno je poveéanje vrednosti S sa 0,15 + 0,01 na 0,16
+ 0,03. Medutim, znacajna razlika u pH vrednosti uzoraka ME-EVT i ME-PS8OT ne moze da se
zanemari, s obzirom da je ona mogla da izmeni eksperimantalno dobijene EPR spektre. Naime, pri
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visem pH (7,47) deo molekula 5-DSA (pKa =7,45) su u jonizovanom obliku i stoga locirane u
blizini hidrofilnih grupa na medupovrsini. Sa druge strane, u uzorku ME-EVT (pH = 4,42) se
oc¢ekuje prisustvo DSA samo u molekulskom, nejonizovanom obliku. U tom slucaju doksil grupa je
pozicionirana izmedu hidrofobnih delova S-CoS, obezbedujué¢i informacije samo o ovom
specificnom delu mikrosredine.

Tabela 4.5. Rotaciono korelaciono vreme (tg), parametar uredenosti (S) i izotropna hiperfina
konstanta cepanja (a;) za 5-DSA u mikroemulzijama zasnovanim na polietoksilovanim
surfaktantima sa i bez SN

Formulacija O
J (ns) S

placebo 299+006 0,15+0,01 14,06+0,03
ME-EVT

sa SN 281+005 0,15+<0,01 14,24+0,12
ME-EVE placebo 155+0,04 0,11+0,01 14,75+0,01

sa SN 155+0,03 0,11+0,01 14,77 +0,01

placebo 160+001 0,21+0,01 14,69+0,04
ME-EVI

sa SN 156+0,06 0,11+0,01 14,70+0,16

placebo 3,83+0,08 0,17+0,02 13,64+0,13
ME-EVPG

sa SN 426+0,19 0,21+0,03 13,65+0,17
ME-PSOT placebo 3,14+0,01 0,16+0,03 13,85

i sa SN 4,22 0,20 + 0,01 *

*nije odredeno
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4.2. REZULTATI DRUGE FAZE EKSPERIMENTALNOG RADA

4.2.1. Fizickohemijska karakterizacija mikroemulzija bez i sa solubilizovanim
model lekovitim supstancama

Imajuéi u vidu da ¢ak i neznatne razlike u sastavu mikroemulzija mogu da se odraze na
njihove fizickohemijske karakteristike, a posledicno 1 na biofarmaceutske osobine nosaca,
sveobuhvatana fizickohemijska karakterizacija je sprovedena s ciljem da se dobije uvid u lek-nosac
interakcije 1 faktore koji uticu na oslobadanje 1 penetraciju leka.

Sve ispitivane placebo i formulacije sa model lekovitim supstancama su na sobnoj
temperaturi bile homogene i transparentne te¢nosti. Kada su ispitivane mikroemulzije podvrgnute
polarizacionoj mikroskopiji, posmatrana polja su bila potpuno tamna, $to je sugerisalo njihovu
homogenost, opticku izotropiju i odsustvo te¢no-kristalnih faza. Ovi rezultati su u sluc¢aju uzorka
ME-EVI u saglasnosti sa rezultatima AFM analize (Slika 4.12). U uzorcima sa lekovima nisu
uoceni tragovi nerastvorenih kristala SN i ADA.

Fizickohemijske osobine ispitivanih mikroemulzionih formulacija kao nosaca za SN i ADA
su prikazane u Tabelama 4.6 i 4.7.

Za razliku od pH vrednosti APG-nosaca za ADA (Tabela 4.7), mikroemulzije zasnovane na
EV, kao i P80 su imale dermatoloski prihvatljive pH vrednosti (Tabela 4.6), pri ¢emu je pH
izmerena u slu¢aju ME-P80T bila znacajno niza u odnosu na ME-EVT od kojeg se razlikuje samo
po tipu surfaktanta. Nasuprot tome, statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka sa EV nisu uocene.
Solubilizacija SN je dovela do znacajnog snizavanja pH vrednosti svih nosaca, ali su i ove
formulacije ostale prihvatljive za primenu na kozi. Dramati¢an pad pH se moze pripisati prisustvu
veoma kiselih nitratnih anjona u vodenoj fazi mikroemulzija.

Tabela 4.6. Fizickohemijske karakteristike ispitivanih mikroemulzija sa i bez inkorporiranog SN 48
h nakon izrade 1 godinu dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SD (n = 3)

48 h 1 godina
AA Elektri¢na Dinamicki Elektri¢na
Formulacija pH provodljivost viskozitet* pH provodljivost
(uS/cm) (mPas) (uS/cm)
ME-EVT placebo 7,47 £ 0,12 62,50 £ 1,01 18,84 + 1,43 6,70 £ 0,01 76,63 £ 0,49
sa SN 4,39+ 0,04 268,00 £ 2,00 2191+1,71 4,27 +0,03 292,33 £ 0,58
ME-EVE placebo 7,37 £0,09 94,63 + 1,15 11,18 +£1,02 6,87 £ 0,02 116,47 £ 0,30
i sa SN 4,65+0,10 445,67 £ 4,04 14,90 £ 0,74 4,52 £ 0,02 471,00 £1,73
ME-EVI placebo 7,44 + 0,03 71,50 £ 0,62 8,96 + 0,18 6,67 + 0,06 81,047 + 0,26
sa SN 4,62 + 0,06 319,67 £ 2,31 11,90 + 0,56 4,38 £ 0,03 338,00+ 1,00
ME-EVPG placebo 7,38 £ 0,06 41,10 + 0,62 32,63 £ 0,94 6,88 £ 0,04 50,77 £ 0,06
sa SN 4,60 £ 0,08 182,00 + 2,46 34,07 £0,52 4,42 + 0,03 204,33 £ 0,58
ME-PSOT placebo 4,42 £0,03 21,50+ 1,10 48,79 +1,17 4,28 +0,01 22,40 £ 0,10
sa SN 3,67+0,11 242,33 £1,15 51,01 £0,97 3,58 £ <0,01 278,33 £ 0,58

* Vrednosti prividnog viskoziteta pri brzini smicanja 375 s™

Dobijeni poredak vrednosti elektri¢ne provodljivosti mikroemulzija dobijenih koris¢enjem
surfaktanta EV i razli¢itih kosurfaktanata (etanol > izopropanol > Transcutol® P > propilenglikol)
su takode mogle da koreliraju sa polarnoscu i lokalizacijom kosurfaktanata u ispitivanim sistemima.
[lustracije radi, propilenglikol je najvise hidrofilan i1 najverovatnije migrira sa medupovrsine prema
vodenoj fazi u vec¢oj meri u odnosu na ostale kosurfaktante. Posledi¢no, dolazi do povecane
hidratacije njegovih hidroksilnih grupa s§to ograni¢ava mobilnost molekula vode i, prema tome,
snizava elektricnu provodljivost. Kako etanol i izopropanol imaju po jednu hidroksilnu grupu u
svojoj strukturi, manje su hidratisani od propilenglikola. Osim toga, kratkolancani alkoholi su
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verovatno viSe lokalizovani na medupovrSinskom amfifilnom filmu, interaguju¢i snaznije sa
surfaktantom. Ovo ih je ucinilo manje dostupnim za obrazovanje vodoni¢nih veza sa vodom, koja je
iz tog razloga mobilnija, Sto se odrazilo i na elektri¢énu provodljivost formulacija.

Ocekivano, nakon rastvaranja SN u ispitivanim mikroemulzijama je doSlo do znacajnih
promena u provodljivosti sistema, Sto je ponovo posledica prisustva nitratnih anjona u vodenim
domenima.

Reoloskim merenjima je ustanovljena linearna zavisnoSt napona smicanja od brzine
smicanja, odnosno da su sve odabrane ispitivane mikroemulzije sa lekovima, kao i bez lekova,
njutnovske tecnosti (Slika 4.14). Ovaj tip tecenja je ujedno i uobicajen za mikroemulzione sisteme
[30, 36, 51].

Sve ispitivane formulacije se karakteriSu niskim viskozitetom (8,96-48,79 mPas) (Tabela
4.6), pri ¢emu je referentni uzorak sa P80 pokazao najveci prividni viskozitet. Uzimajuci u obzir da
je ME-P80T kvantitativno isti kao ME-EVT, nameée se zakljucak da je vrsta i struktura
polietoksilovanog surfaktanta odredila reoloske osobine proucavanih mikroemulzija. Naime,
ispostavilo se da je viskozitet vehikuluma sa surfaktantom nize molekulske mase (EV ima prose¢nu
Mr 301,34) niZi nego viskozitet mikroemulzije sa P80, ¢ija je Mr u proseku 524,6. Osim toga,
struktura P80 se karakteriSe ve¢im brojem hidrofilnih grupa zbog ¢ega vise stupa u interakcije sa
molekulima vode. Ovo zapazanje koincidira sa izmerenom niZom vrednoS¢u elektricne
provodljivosti uzorka ME-P80T. Paralelno sa ovakvim trendom, viskozitet formulacija koje sadrze
razliite kosurfaktante je rastao sa porastom molekulske mase koris¢enih kosurfaktanata (etanol <
izopropanol < Transcutol® P) (Tabela 4.6). Medutim, ME-EVPG se nije uklapao u ovu relaciju.
Ipak, treba da se istakne da je u pomenutoj mikroemulziji sadrzaj vode bio niZi (a ostalih sastojaka
visi) nego u ostalim uzorcima. Takode, kao §to je ve¢ pomenuto, veci broj hidroksilnih grupa u
molekuli propilenglikola je povecao stepen hidratacije i povecao na taj nacin viskozitet formulacije
ME-EVPG.

Rastvaranjem terapijske koncentracije SN u uzorcima je doSlo do povecanja njihovog
viskoziteta, ali bez promene tipa teCenja (Slika 4.14a). Povecanje viskoziteta moze da bude
indikator promenjene unutras$nje strukture sistema u smislu promene veliine kapi ili povecanja
hidratacije S-CoS. Medutim, s obzirom da promena nije bila statisticki zna¢ajna, moze se smatrati
da SN nije promenio mikrostrukturu nosa¢a u kojima je rastvoren.

Suprotno pH vrednostima mkroemulzija zasnovanih na polietoksilovanim surfaktantima
(Tabela 4.6), pH vrednosti APG serije uzoraka su bile visoke i kretale su se u rasponu 8,2-8,8
(rezultati nisu prikazani). U poredenju sa drugim formulacijama zasnovanim na ovoj vrsti
surfaktanata, dobijeni rezultati se uklapaju u slican opseg [46, 51]. Solubilizacija ADA u ovim
vehikulumima je dovela do neznatnog smanjenja vrednosti pH, uprkos kiselim osobinama ove
model lekovite supstance (pKa = 4,23). S obzirom da je pH zdrave koZe u podrucju 4-6, formulacije
koje imaju sli¢énu pH vrednost se generalno smatraju dobro podnosljivim [46]. 1z tog razloga je pH
vrednost sniZzena dodavanjem rastvora fosforne kiseline $to je vise moguce kako bi se priblizila
ovom opsegu, vode¢i pritom racuna da ne dode do precipitacije leka. Ovaj cilj je postignut
dodatkom 0,35% (m/m) kiseline (Tabela 4.7). Snizavanjem pH vrednosti dolazi do povecanja
odnosa nejonizovane i jonizovane frakcije leka, Sto se smatra prednoScu u penetraciji lekova.
Koncentracije fosforne kiseline vise od 0,35% (m/m) su dovele do pojave turbiditeta zbog
precipitacije ADA, §to je potvrdeno polarizacionom mikroskopijom (Slika 4.15b). lako su rezultati
ispitivanja rastvorljivosti ADA u konstituentima razvijenih mikroemulzija (Tabela 4.1) sugerisali da
je najverovatnije mesto njegove solubilizacije medupovrSinski film, na osnovu izmerenih nizih pH
vrednosti uzoraka sa lekom verovatno je da su neki molekuli leka prisutni u vodenoj fazi
mikroemulzija. Kako se pH vrednost snizava, broj nejonizovanih molekula leka raste, dolazi do
zasi¢enja medupovrsine i precipitacije leka. Takode, dodatak fosforne kiseline kao elektrolita je
mogao indukovati promene u organizaciji amfifilnog filma [63, 194, 211] i pospesiti penetraciju
ulja na medupovrsinu umesto lekovite supstance, $to je takode moglo doprineti precipitaciji ADA.
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Slika 4.14. Krive proticanja za: a) placebo nosace i mikroemulzije sa SN; b) placebo nosace i mikroemulzije sa ADA

93



Vrednost elektricne provodljivosti placebo uzoraka zasnovanih na APG je takode bila
visoka, Sto se objaSnjava prisustvom elektrolita koji poti¢u iz procesa njihove proizvodnje. S
obzirom da APG-4 uzorak sadrzi nesto vecu koncentraciju surfaktanta, prisutno je vise provodljivih
entiteta te je izmerena i viSa provodljivost. Ostala tri APG-uzorka koja se razlikuju samo po vrsti
ulja su ispoljila slicnu elektrokonduktivnost. Nasuprot mikroemulzija sa APG, za placebo i ME-
EVT sa ADA je izmerena znacajno niza elekri¢na provodljivost. Sli¢no uticaju ADA na pH,
rastvaranjem terapijske koncentracije leka u mikroemulzijama je doSlo do blagog smanjenja
elektri¢ne provodljivosti. Ovakav rezultat moze da ukaze da je lek verovatno solubilizovan na
medupovrsini, a deo molekula leka je rastvoren u vodenoj fazi nosaca. U prilog ovoj pretpostavci
govori ¢injenica da je pH vrednost uzoraka sa ADA niza u poredenju sa placebo mikroemulzijama.
Kao posledica ovakve raspodele leka, mobilnost vode je ograniena, §to za posledicu ima
snizavanje vrednosti elektri¢ne provodljivosti.

a) b)

Slika 4.15. Izgled uzorka APG-4 posmatranog polarizacionim mikroskopom sa dodatkom > 0,35%
(m/m) fosforne kiseline: a) placebo formulacija; b) formulacija sa ADA (0,1% m/m)

Tabela 4.7. Fizickohemijske karakteristike ispitivanih mikroemulzija sa i bez inkorporiranog ADA
48 h nakon izrade i godinu dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SD (n = 3)

48 h 1 godina

A Elektri¢na Dinamicki Elektri¢na

e G pH provodljivost viskozitet pH provodljivost
(nS/cm) (mPas) (HS/cm)

APG-1 placebo 7,88 + 0,04 902,0+ 12,0 27,86 + 0,30 6,64 + 0,03 1040,7 £ 3,5
) sa ADA 7,67 +0,03 836,0+ 7,0 27,90 + 0,32 6,76 + 0,19 1058,7 £ 0,6
APG-2 placebo 7,75+ 0,05 868,7 + 2,3 36,75+ 0,43 6,28 + 0,02 10353+ 1,5
sa ADA 7,73+0,06 8120+ 7,0 36,95 + 0,65 6,61 + 0,09 1005,7 £ 3,5
APG-3 placebo 7,54 + 0,06 909,3+ 11,3 41,33+1,18 6,49 + 0,01 1045,7+1,5
) sa ADA 7,35+ 0,02 836,0 + 6,0 42,18 £ 0,82 6,60 + 0,04 1090,0 £ 4,0
APG-4 placebo 6,85 + 0,03 987,0+ 7,0 25,31+ 1,10 6,73 + 0,02 1159,0 £ 2,6
sa ADA 6,72 + 0,02 934,0+ 8,0 26,81 + 1,20 6,63 + 0,02 1113,0+£ 2,0
ME-EVT placebo 7,47 +0,12 625+1,0 18,84 + 1,43 6,70 + 0,01 76,63 + 0,49
sa ADA 7,38 £ 0,01 61,6 +0,6 19,16 + 0,27 7,12+ 0,01 81,57 + 0,58

Nizak viskozitet svih ispitivanih nosata za ADA (Tabela 4.7), zajedno sa odsustvom
dvostrukog prelamanja svetlosti pod polarizacionim mikroskopom, povrduje odsustvo te¢nih
kristala u uzorcima. Posmatrajuéi razvijene vehikulume koriS¢ene kao nosace za ADA, APG-4 je
imao nesto nizi viskozitet nego APG-1, §to je sugerisalo da promena vrste APG surfaktanta nije
znatno uticala na vrednost viskoziteta. Sa druge strane, kada je C90 zamenjen monogliceridima,
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doslo je do znaCajnog povecanja viskoziteta. Zaista, viskozitet uzoraka koji sadrze P2000 kao
surfaktant je rasla zajedno sa porastom viskoziteta ulja (C90 < 1988 < 1742). Ponovo treba da se
naglasi da monogliceridi imaju dodatnu slobodnu hidroksilnu grupu u poredenju sa monoestrom
propilenglikola, zbog Cega se mogao ocekivati 1 visi stepen njihove hidratacije, samim tim i
viskoziteta.

Inkorporiranje ADA u mikroemulzije nije promenilo tip teenja (Slika 4.14b), ali je
zabelezeno povecanje njihovog viskoziteta, S§to se moze pripisati prisustvu leka na
medupovrsinskom filmu bikontinuiranih mikroemulzija. Ipak, uoceni efekat nije bio statisticki
znacajan.

Konac¢no, porede¢i uzorak sa polictoksilovanim surfaktantom sa APG-formulacijama, svi
parametri njegove fizickohemijske karakterizacije (pH, elektricna provodljivost i viskozitet) su bili
nizi, ali je uticaj dodatka ADA pratio isti trend kao kod uzoraka koji su stabilizovani APG
surfaktantima.

Uzimaju¢i u obzir da solubilizacija ADA u mikroemulzionim vehikulumima nije
prouzrokovala znacajne promene fizickohemijskih karakteristika placebo formulacija, moze se
zakljuciti da uvodenjem ove lekovite supstance u sisteme ne dolazi do znacajnih promena u
njihovoj mikrostrukturi.

4.2.1.1. Procena interakcija leka i nosata — infracrvena spektroskopija sa Furijeovom
transformacijom (FTIR spektroskopija)

Kako bi se upotpunile pretpostavke navedene u prethodnoj fazi ispitivanja da solubilizacija
lekovitih supstanci nije znacajno promenila mikrostrukturu nosaca i kako bi se stekao dodatni uvid
u moguce intermolekulske interakcije izmedu leka sa ostalim sastojcima mikroemulzija, sprovedeno
je ispitivanje odabranih uzoraka primenom FTIR spektorskopije. Analizirane su odabrane
mikroemulzije sa ADA, odnosno SN, paralelno sa njihovim odgovarajué¢im placebo parovima.

FTIR spektar ADA (Slika 4.16a) pokazuje karakteristi¢ne apsorPCione trake izmedu 3000 i
2800 cm™ (vibracije O—H rastezanja karboksilne grupe), na 1686 cm™ (vibracija rastezanja C=0
karboksilne grupe), dok se aromati¢ne grupe mogu uoéiti u regionu izmedu 900-650 cm™. Dobijeni
FTIR spektar sa karakteristiénim apsorpcionim trakama je u saglasnosti sa literaturnim podacima
[176]. Takode, karakteristi¢ne apsorpcione trake mogu da se uoce i na spektrima placebo uzoraka —
siroki pik u opsegu 3710 cm * do 3000 cm ™ usled O—H rastezanja, trake na 2927,99 cm* i 2857,76
cm, odnosno 2926,54 cm i 2873,89 cm ™, koje odgovaraju asimetriénom odnosno simetri¢nom
CHj rastezanju u uzorcima APG-2 i APG-4, kao i trake na 1720,82 cm ' i 1720,38 cm* usled C=0
rastezanja APG-2 i APG-4 uzoraka, redom. Najvaznije je da se trake koje se pojavljuju na FTIR
spektrima placebo uzoraka, pojavljuju i na spektrima formulacija sa ADA, bez prisutnih novih ili
pomerenih postojec¢ih pikova, $to potvrduje izostanak bilo kakvih hemijskih interakcija izmedu leka
1 sastojaka mikroemulzija uzrokovanih solubilizacijom ove lekovite supstance ili nagovestaja
eventualne pojave rekristalizacije rastvorenog ADA.

Slika 4.16b prikazuje FTIR spektre SN, odabranih placebo i uzoraka sa inkorporiranim SN.
Apsorpcione trake koje odgovaraju vibracijama rastezanja S—H i C—N veza u molekuli SN se mogu
detektovati na 2543 i 1380 cm™, respektivno. Prsten benzena je uo¢ljiv na 1530-1660 cm™, dok su
vibracije rastezanja C=C prisutne na 1459 cm™, C—H na 3144 cm™ i C-O na 1300-1000 cm™.
Dobijeni spektar je takode u saglasnosti sa podacima dostupnim u relevantnoj literaturi [151].
Apsorpcione trake karakteristi¢ne za placebo uzorke (siroki pik u opsegu 3750 cm™* do 3000 cm ™+
koje odgovaraju O—H rastezanju, trake na 2926,82 cm ™ i 2871,50 cm ™, odnosno 2927,94 cm* i
2872,29 cm *, usled asimetri¢nog odnosno simetri¢nog CH, rastezanija, te pikovi na 1733,80 cm " i
1733,81 cm* usled C=O rastezanja u ME-EVT i ME-EVI uzorcima, redom) odgovaraju
karakteristicnim funkcionalnim grupama sastojaka mikroemulzija. Na FTIR spektrima uzoraka sa
SN takode nema pojave novih ili pomeranja postojecih apsorpcionih traka, Sto ponovo ukazuje da
nije doslo do hemijskih interakcija lekovite supstance sa ostalim komponentama sistema, kao i da je
solubilizacija SN u mikroemulzijama bila potpuna i nije pracena rekristalizacijom.
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Slika 4.16. FTIR spektri: a) ADA, mikroemulzija sa i bez ADA za odabrane sisteme; b) SN, mikroemulzija sa i bez SN za odabrane sisteme
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4.2.2. Procena lokalizacije lekovitih supstanci u mikroemulzijama

Taéna lokalizacija solubilizovanog leka u mikroemulzionom sistemu zavisi 0d njegove
hidrofobnosti 1 strukture. Visok solubilzacioni kapacitet mikroemulzija poti¢e od prisustva
dodatnog domena u sistemu — medupovrsinskog amfifilnog filma. Sa druge strane, prisustvo leka na
medupovrsini moze zauzvrat da utiCe na oblik i veli¢inu kapi dispergovane faze. llustracije radi,
hidrofilna aminokiselina (glicin) je primarno bila rastvorena u vodenoj fazi mikroemulzija, dok je
rastvaranje hidrofobnih aminokiselina (L-histidin, L-fenilalanin, aspartam) u mikroemulzijama
dovelo do njihove asocijacije na medupovrSini gde one mogu da se ponaSaju kao kosurfaktanti,
smanjujuc¢i medupovrsinski napon [216, 217].

Ipak, primenom standardnih metoda karakterizacije jo§ uvek prakti¢no ne postoji moguénost
kvantifikovanja raspodele solubilizovanog leka izmedu uljane i vodene faze mikroemulzija u
prisustvu surfaktanta/kosurfaktanta na medupovrsini ovih dveju faza [204]. 1z tog razloga, procena
distribucije leka u mikroemulzijama se zasniva na indirektnim metodama poput odredivanja
rastvorljivosti leka u konstituentima sistema, razmatranja fiziCkohemijske strukture leka (npr. da li
je lek amfifilan) i ispitivanja uticaja solubilizacije leka na fazno ponasanje sistema i fizickohemijske
karakteristike nosac¢a. Smatra se da lek ima tendenciju da se locira u mikrosredini u kojoj ima
najvecu rastvorljivost, a njegova ta¢na pozicija zavisi od koliine sastojaka u tom delu sistema
[218]. Dakle tendencija leka da se rastvori na medupovrSinskom filmu i rastvorljivost leka u
pojedinim sastojcima submikronskih emulzija odreduju raspodelu odredenog leka izmedu uljane,
vodene faze i njihove medupovrsSine [219], pri ¢emu se ne moze potpuno iskljuciti da ¢e mala
koli¢ina leka biti uvek prisutna u svim domenima sistema. Naime, teSko rastvorljive lekovite
supstance se raspodeljuju izmedu razli¢itih domena mikroemulzija shodno njihovoj prirodi, dok se
dominantno rastvaranje u uljanoj fazi mikroemulzija moze ocekivati samo u slucaju visoko
lipofilnih lekova [204, 220].

Kako bi se ispitao uticaj model lekovitih supstanci na medupovrSinu mikroemulzionih
nosaca, koja se istice kao najverovatnije mesto solubilizacije slabo rastvorljivih lekova, koriS¢ene
su dve razliCite tehnike. Efekat prisustva ADA je ispitan merenjem medupovrSinskog napona u
odabranom sistemu ulje/voda, dok je uticaj SN na karakteristike amfifilnog filma ispitan pomocu
elektron-paramagnetne rezonantne spektorskopije (EPR).

4.2.2.1. Merenje dinami¢kog medupovrsinskog napona

Uzimajué¢i u obzir prethodno navedena razmatranja i rastvorljivost ADA u sastojcima
izabranih mikroemulzionih nosaca (Tabela 4.1), najverovatnije mesto solubilizacije ADA u
(invertnim) bikontinuiranim mikroemulzijama bi bio medupovrSinski amfifilni film. Posmatrajuci
strukturu leka (Tabela 1.7), moze se uociti veliki nepolarni deo molekule koji je odgovoran za
visoku lipofilnost leka, kao i karboksilna grupa koja ¢ini mali polarni deo molekule. U nedostatku
literaturnih podataka, kako bi se ispitala potencijalna amfifilna priroda ovog leka i njegova dodatna
uloga kao kosurfaktanta, izvreSena su merenja medupovrSinskog napona izmedu vode i C90 u
prisustvu i odsustvu ADA. Medutim, ponaSanje tipicno za mezogene supstance nije potvrdeno u
slucaju ovog leka pod uslovima koris¢enim u eksperimentalnoj postavci. Vrednosti dinamickog
medupovrsinskog napona izmedu vode 1 koriS¢enog ulja u prisustvu 1 odsustvu ADA su bile 5,49 +
0,06 i 4,63 = 0,33 mNm’l, respektivno. lako razlika izmedu dobijenih vrednosti nije visoka i
ukazuje na blag uticaj ADA, dobijeni trend ukazuje da lek nema mezogeni karakter, $to je donekle i
oc¢ekivano, uzimajuci u obzir visoku lipofilnost leka (logP = 8,04). Ipak, treba da se napomene da
na povrsinsku aktivnost lekova mogu da uti¢u promene uslova mikrosredine (npr. promena pH,
prisustvo PAM i lipida).

Dakle, iako nije potvrdena amfifilnost ADA, rezultati studije rastvorljivosti (Tabela 4.1)
ukazuju da je veca verovatnoca da dominantni lokus solubilizacije leka ostaje medupovrsinski film
saCinjen od smesSe surfaktanta i kosurfaktanta, u odnosu na inkorporiranje leka u uljanu ili vodenu
fazu sistema (u molekulskom, odnosno jonizovanom obliku) [15, 30, 63]. Takode, u prilog ovome
govori i korelacija izmedu rastvaranja leka i mikrostrukture sistema. U tom kontekstu,
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bikontinuirane mikroemulzije koje imaju veéu medupovrSinsku oblast mogu da solubilizuju veci
broj molekula leka. Medutim, imaju¢i na umu visoku dinami¢nost bikontinuiranih mikroemulzija,
neizbezno je da je jedan deo leka rastvoren u molekulskom obliku u uljanoj fazi mikroemulzija,
odnosno u vodenoj fazi kao jonizovana frakcija leka. Ova pretpostavka moze da se potkrepi
¢injenicom da je pH vrednost uzoraka sa lekom niza od pH placebo mikroemulzija (Tabela 4.7).

4.2.2.2. Elektron-paramagnetna rezonantna spektroskopija (EPR)

EPR analiza mikroemulzionih uzoraka sa solublizovanim SN je sprovedena sa ciljem
dobijanja informacija o moguc¢im efektima leka na medupovrsini izabranih formulacija. Rezultati
ovih eksperimenata su prikazani u Tabeli 4.5. Kao $to se moZe uociti, u tri od 5 ispitivanih sistema
(ME-EVT, ME-EVI i ME-EVE) parametar uredenosti S i rotaciono korelaciono vreme t nisu bili
znacajno promenjeni u prisustvu SN, §to znaci da je rigidnost medupovrSine ostala nepromenjena
nakon solubilizacije leka. Ovo je takode potkrepljeno Ccinjenicom da SN nije umanjio
mikropolarnost formulacija, §to se moglo ocekivati s obzirom na njegov izrazeni lipofilni karakter.
Treba da se naglasi da je deo medupovrsinskog filma koji je ispitan koris¢enjem 5-DSA deo blizu
polarne glave paramagnetnog prstena koriS¢ene spin probe. Stoga, iz ovih nalaza moze da se
zakljuci da je SN solubilizovan u uljanoj fazi sistema. Medutim, s obzirom na rastvorljivost leka
(Tabela 4.1), ne moze da se iskljuci da je SN bar delimi¢no raspodeljen izmedu hidrofobnih repova
S-CosS.

Za razliku od prethodno pomenute tri formulacije, rastvaranje SN u ME-P80T i ME-EVPG
vehikulumima je uzrokovalo znacajnu restrikciju mobilnosti spin probe. U oba slucaja, vrednosti S i
T su znacajno viSe u uzorcima sa solubilizovanim lekom, §to ukazuje na prisustvo SN u manje
polarnom delu medupovrsSine. Kako je sadrzaj S-CoS i ulja u ME-EVPG ve¢éi u odnosu na ostale
formulacije (Tabela 4.2), rastvaranje SN je olak3ano. Cini se da je prisustvo SN modifikovalo
strukturu medufaznog filma u pravcu vise uredene organizacije oko nitroksidne grupe, omogucéujuci
da se 5-DSA proba umetne duboko izmedu hidrofobnih lanaca surfaktanta, gde su njeni pokreti
manje ograni¢eni. Sa druge strane, izotropna hiperfina konstanta cepanja (alo) nije bila znacajno
promenjena ni u jednom sistemu nakon inkorporiranja leka, $to znaci da je polarnost paramagnetne
grupe 5-DSA ista u prisustvu i odsustvu leka.

Sumarno, EPR tehnikom nisu detektovane znacajne promene u polarnom delu
medupovrs$ine nakon dodatka SN u ispitivane formulacije. Na osnovu toga, lek je dominantno
rastvoren u uljanoj fazi sistema. Takode, neizbeZzno je da su neki molekuli SN locirani izmedu
hidrofobnih delova medupovrSinskog filma koji su orjentisani prema uljanoj fazi. lako bez
statisticke znacajnosti, solublizacija SN u formulacijama ME-EVPG i ME-P80T je uticala na
polarni deo medupovrSinskog filma na drugaciji nacin nego u ostalim mikroemulzionim nosa¢ima
(ME-EVT, ME-EVI i ME-EVE), ukazuju¢i na znacajnije prisustvo leka u ovom delu medupovrsine.
Ovakva razli¢ita mikrostruktura u kojoj je lek rastvoren, odnosno razlicita lokalizacija leka u
formulacijama, moze da bude uzrok razli¢itog biofarmaceutskog ponasanja [200].

Konac¢no, znac¢ajne razlike pH vrednosti placebo i uzoraka sa SN treba da se uzmu u obzir
prilikom tumacenja rezultata EPR analize, s obzirom da u kiseloj sredini (formulacije sa lekom)
paramagnetni prsten spin probe detektuje promene u oblasti hidrofobnih repova surfaktanta. Pod
ovim uslovima 5-DSA je dominantno prisutna u nejonizovanom obliku i moze da migrira ka
nepolarnom delu medupovrSinskog filma, utiCu¢i na izgled EPR spektara. Stoga, donoSenje
zakljucaka o efektu SN na medupovrsini je kompleksno i treba da se sprovodi oprezno, narocito u
sistemima koji sadrze EV kao surfaktant, u kojima je rastvaranjem SN pH vrednost znacajno
promenjena.

4.2.3. Ispitivanje stabilnosti mikroemulzija

Iako su mikroemulzije inherentno termodinamicki stabilni sistemi, procena stabilnosti
predstavlja veoma vazan parametar tokom razvoja formulacije jer su farmaceutski preparati
podlozni razli¢itim vrstama promena tokom stajanja — fizickim, hemijskim 1 mikrobioloskim.
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Uzorci mikroemulzija sa model lekovitim supstancama i njihovi placebo parovi su ¢uvani u
hermeticki zatvorenim staklenim bocicama sa aluminijumskom kapicom tokom godinu dana pod
ambijentalnim uslovima (20 °C * 3 °C). Kao indikatori promena u sistemima, pra¢ene su vrednosti
pH i elektri¢ne provodljivosti 48 h nakon izrade uzoraka, te nakon godine dana stajanja. Dodatno, u
istim vremenskim tackama je odreden sadrzaj lekovitih supstanci, kao mera njihove hemijske
stabilnosti u izabranim nosa¢ima.
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Slika 4.17. Sadrzaj SN (% m/m) u ispitivanim mikroemulzijama tokom ¢uvanja uzoraka u trajanju
od godinu dana (srednja vrednost = SD, n = 3)

Tokom godinu dana stajanja uzoraka, ni u jednom uzorku nisu primecene fizicke promene
poput pojave turbiditeta, separacije faza ili precipitacije lekovitih supstanci. Ipak, u uzorcima sa
ADA 1 njihovim odgovaraju¢im placebo parovima je doSlo do pada pH vrednosti 1 rasta vrednosti
elektricne provodljivosti (Tabela 4.7). Sli¢an trend promena merenih parametara, ali zanemarljiv, je
uocen i u slucaju uzoraka sa SN i njegovih placebo nosaca (Tabela 4.6). Ovakve promene mogu da
se objasne postepenom hidrolitickom degradacijom estara masnih kiselina, $to vodi nastanku
slobodnih masnih kiselina. Kao logi¢na posledica toga, povefava se broj vodoni¢nih jona S$to
uzrokuje povecanje elektri¢ne provodljivosti, paralelno sa padom pH vrednosti.

Sa druge strane, sadrzaj lekovite supstance nije znacajno promenjen nakon godinu dana
Cuvanja uzoraka na sobnoj temperaturi, ni u slu¢aju SN (Slika 4.17) ni ADA (Slika 4.18). Ovakvi
rezultati potvrduju da promene pH 1 elektricne provodljivosti poticu od degradacije estara masnih
kiselina i takode ukazuju na prihvatljivu preliminarnu stabilnost svih ispitivanih uzoraka.
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Slika 4.18. Sadrzaj ADA (% m/m) u ispitivanim mikroemulzijama tokom Cuvanja uzoraka u
trajanju od godinu dana (srednja vrednost = SD, n = 3)

4.2.4. In vivo procena bezbednosnog profila mikroemulzija

Lokalna primena farmaceutskih preparata je uobiCajeno povezana sa promenom barijerne
funkcije koZe, te je stoga od presudnog znacaja formulisati nosa¢ sa niskim rizikom ili bez ikakvog
rizika za potencijalnom iritacijom koze. Budu¢i da mikroemulzije obi¢no sadrze relativno visok
udeo surfaktanata, ovi sistemi se ocekivano smatraju za nosafe sa odredenim potencijalom za
senzibilizaciju koze. Takode, upotreba novijih surfaktanata koji se koriste za stabilizaciju
mikroemulzija je jo§ uvek nedovoljno istrazena u smislu njihovog delovanja na kozi, kada su
konstituenti razli¢itih koloidnih nosac¢a lekova poput mikroemulzija.

APG se, za razliku od polietoksilovanih surfaktanata, generalno smatraju blagim PAM, koje
su prijatelji koze. Takode, za topikalne formulacije koje sadrze polietoksilovani surfaktant
koriSecen u okviru ove doktorske disertacije — EV (do koncentracije 23,3%), se navode njihove
povoljne osobine zasnovane na rezultatima Zein testa i RBC testa. Kako bi se uporedio iritacioni
potencijal, odnosno bezbednosni profil odabranih nosaca zasnovanih na APG (APG-1 i APG-4), u
odnosu na odabrane mikroemulzije zasnovane na polietoksilovanim surfaktantima (ME-EVT i ME-
P80T), ali i potencijal razli¢itih surfaktanata iz ovih dveju grupa medusobno, sprovedena je in vivo
studija na deset zdravih dobrovoljaca. Selekcija uzoraka je sprovedena tako da su sve
mikroemulzije sadrzavale istu vrstu ulja u istoj ili sli¢noj koncentraciji, kako bi se $to vise umanjio
uticaj kvalitativnog/kvantitativnog sastava formulacija (Tabela 4.2 i Tabela 4.3) na rezultate.

Dodatna in vivo studija (na deset drugih ispitanika) je sprovedena kako bi se ispitao uticaj
vrste ulja u APG-uzorcima na merene biofizicke parametre. Rezultati dobijeni u ova dva odvojena
24-h eksperimenta pod okluzijom su prikazani na Slikama 4.19. i 4.20.
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Slika 4.19. In vivo procena bezbednosnog profila
ispitivanih izabranih mikroemulzija — apsolutna promena
vrednosti: a) eritema indeksa (EI), b) hidratacije stratum

corneum-a (SCH), i ¢) transepidermalnog gubitka vode
(TEGV); Prikazane su promene za svakog ispitanika
(dobijene kao razlika izmedu inicijalnih vrednosti 1
vrednosti izmerenih 3 h nakon uklanjanja okluzije) sa
oznacenim srednjim vrednostima (dugacka linija) za
ispitivane placebo mikroemulzije i netretirane kontrole bez

okluzije (NK) i sa okluzijom (NKO)
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Na slici 4.19 su prikazane apsolutne razlike merenih parametara (ElI, TEGV i SCH) za
svakog ispitanika, dobijene kao razlika vrednosti 3 h nakon skidanja 24-h okluzije i inicijalno
izmerenih vrednosti pre primene ispitivanih uzoraka (APG-1, APG-4, ME-EVT i ME-P80T). Isti
parametri su izmereni i na kontrolnim mestima pod okluzijom i bez primene okluzije (NKO i NK).
Iritacioni potencijal formulacija je procenjen na osnovu merenja El, dok je detaljniji uvid u efekte
mikroemulzija na koZu obezbeden merenjem SCH i TEGV vrednosti, kao indikatora stanja
barijerne funkcije koze [221]. Statisticki znacajne promene u odnosu na bazalne vrednosti nisu
dobijene ni za jedan ispitivani parametar za sve ispitivane formulacije i obe netretirane kontrole.
Samo blagi trend u porastu El vrednosti (Slika 4-19a) moze da bude primecen. Medutim, uzimajuci
u obzir velike interindividualne varijacije, kao i intaktnu barijernu funkciju koze na koju ukazuju
nepromenjene vrednosti TEGV (Slika 4.19c¢), trend porasta EI vrednosti se ne smatra znac¢ajnim.
Drugim recima, ispitivane placebo mikroemulzije nisu izazvale crvenilo ili oSte¢enje koze, niti su
imale ikakav uticaj na stepen hidratacije koze.

Vazno je da se naglasi da statisticki znacajne razlike nisu uocene ni izmedu ispitivanih
formulacija, bez obzira na tip surfaktanta (APG ili polietoksilovani surfaktanti; decil-glukozid ili
kaprilil/kapril-glukozid; EV ili P80). Ovakav nalaz na neki nacin nije bio ocekivan, budu¢i da
literaturni podaci navode da je P80 prilikom stajanja na sobnoj temperaturi, sli¢cno kao i ostali
polietoksilovani surfaktanti, podlozan oksidaciji pod delovanjem atmosferskog kiseonika. Proizvodi
nastali u ovoj reakciji (npr. peroksidi, formaldehid i serija etoksilovanih aldehida) mogu da deluju
kao senzibilizatori koZze koji mogu da uzrokuju iritaciju i kontaktni dermatitis, naroCito kod
preosetljivih osoba [33, 222]. Takode, relevantna literatura dokumentuje i prednosti surfaktanata
zasnovanih na Secerima u topikalnoj isporuci razli¢itih lekova [36, 215, 223], $to se moZe smatrati
prednoséu u odnosu na konvencionalno koriS¢ene etoksilovane PAM. Medutim, treba da se
napomene da je sprovedena studija ograni¢ena na mali broj ispitanika, i da je za donoSenje
generalnih zakljucaka o iritacionom potencijalu razli¢itih grupa surfaktanata neophodno daleko
sveobuhvatnije istrazivanje uz koriS¢enje kvantitativno istih mikroemulzija, koje bi se razlikovale
samo po tipu upotrebljenog surfaktanta (Sto u naSem slucaju nije bilo izvodljivo zbog prirode
komercijalno dostupnih APG i1 nemogucnosti obrazovanja mikroemulzija uz koriS¢enje istih ostalih
sastojaka kao kod sistema sa etoksilovanim surfaktantima).

Rezultati drugog eksperimenta, u kojem su na deset dobrovoljaca ispitane APG-
mikroemulzije (Tabela 4.3) prikazani su na Slici 4.20. 2 h nakon uklanjanja okluzije nije doslo do
znacajnih promena u vrednostima EI u slucaju APG-1, APG-3 i APG-4, potvrdujué¢i njihovu
prihvatljivu podnosljivost na kozi (Slika 4.19a). Takode, uoceni porast EI vrednosti nije bio
znacajan u odnosu na promene EI koje su se desile kod netretiranih kontrola (NKO i NK). Sa druge
strane, EI nakon skidanja okluzije je kod APG-2 uzorka bio znacajno visi u odnosu na njegovu
bazalnu vrednost, ali u odnosu na NK i NKO je rast ElI bio samo neznatno visi. Osim toga,
statistiCki znaCajne razlike nisu nadene izmedu ispitivanih mikroemulzija, ponovo sugeriSu¢i da
iritacioni profil mikroemulzija nije bio promenjen ni zamenom surfaktanta ni uljane faze u
formulacijama. Analizom SCH i TEGV vrednosti (Slika 4.20 b i c) ustanovljene su znacajne
promene vrednosti oba biofizicka parametra za sva tretirana mesta, i to i kada se porede sa njihovim
inicijalnim vrednostima, kao i u odnosu na NKO. TEGV je rastao, dok je SCH imao trend
snizavanja, ukazujuci na dehidrataciju koze.

Znacajna dehidratacija koZze moze da bude posledica visoke koncentracije propilenglikola u
ispitivanim uzorcima (28-30%, m/m). Ovaj efekat je verovatno potpomognut jakim interakcijama
(vodonic¢ne veze) hidroksil grupa u strukturi APG surfaktanata sa molekulima vode. Medutim, niska
hidratacija koze moze da dovede i do poboljsanja penetracije lekovitih supstanci kroz SC [215].
Budu¢i da okluzija koze sama po sebi dovodi do promena barijerne funkcije koze, rast TEGV
vrednosti koji je uocen nakon topikalne primene mikroemulzija je ocekivan [221]. Naime, dobro je
poznata Cinjenica da sastojci mikroemulzija (i to surfaktanti, kosurfaktanti i ulja) mogu da
interferiraju sa lipidima SC i na taj nacin poveéaju njihovu fluidnost [18], Sto je jedan od
mehanizama kojima promovisu penetraciju lekova u kozu putem mikroemulzija.

102



Apsolutna promena EI

Apsolutna promena TEGV

80

60

404

20+

=20

40 -

-60

hé °
’0’
s T
—‘—"—o—
0_:_:
.0
I
* ¢

b)

4

8

-12

1 I I
APG-1 APG-2 APG-3 APG-4 NK

By HH

L 2
’0
o ®
0#‘22
s ;=
I S T

L 4

T T T T T
APG-1 APG-2 APG-3 APG-4 NK

30 - #
# ®
o] # o ¥
2 $ ¥ *
Q ® $
* v 1017 _— + s ¢ .
s 5 L T T T T
* g  od .
S . © 9
8 & I
¢ £ -10-
¢ =
2
o o
< -20
T ] -30 T T T T T T 1
NKO APG-1 APG-2 APG-3 APG-4 NK NKO
Slika 4.20. In vivo procena bezbednosnog profila APG-mikroemulzija — apsolutna
promena vrednosti: a) eritema indeksa (EI), b) hidratacije stratum corneum-a (SCH), i ¢)
L4 transepidermalnog gubitka vode (TEGV); Prikazane su promene za svakog ispitanika
2 (dobijene kao razlika izmedu inicijalnih vrednosti i vrednosti izmerenih 2 h nakon
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Dodatno treba da se istakne da su razlike izmedu ispitivanih APG-mikroemulzija bile
neznate kada je re¢ o njihovom uticaju na posmatrane biofizicke parametre. Iz toga proizilazi da se
njihovom primenom ne moze ocekivati ni znacajno razli¢ita dermalna raspolozivost ADA.

Dakle, na osnovu promena vrednosti EI indukovanih mikroemulzijama, koje se nisu
razlikovale od promena na kontrolnim mestima (NKO i NK), sve APG-mikroemulzije su pokazale
zadovoljavajuce preliminarne bezbednosne profile. Simultani pad SCH, paralelno sa porastom
vrednosti TEGV, sugerise mogucéu fluidizaciju i solubilizaciju lipida SC, Sto sa druge strane
ukazuje da bi ispitivane mikroemulzije mogle da budu efikasni nosaci za poboljSanu isporuku ADA
u/kroz kozu.

Na kraju, kao poseban aspekt celokupne in vivo studije treba da se istakne izbor
eksperimentalnih uslova. Naime, kao $to moze da se uoci, uzorci APG-1 i APG-4 su bili predmet
istrazivanja u oba dela ove studije, koji su se neznatno razlikovali u postavci — koli¢ina nanesenog
uzorka (15 ili 25 pl/cm?), povriina test mesta (2 cm x 2 cm ili 3 cm x 3 cm), vreme merenja
parametara nakon uklanjanja okluzije (3 h ili 2 h). Osim toga, ove dve faze studije su sprovedene na
razli¢itim ispitanicima. Medutim, u obe faze in vivo studije je pokazano da ispitivane formulacije
(APG-1 i APG-4) nisu uzrokovale znacajne promene EI u odnosu na njihove bazalne vrednosti, $to
je u oba slucaja potvrdilo odsustvo iritacije koze izazvano njihovom primenom. Nasuprot tome,
iako je u obe studije zabelezen porast TEGV prac¢en padom SCH, ove promene su oc¢ekivano bile
znaGajne samo u eksperimentu u kojem su mikroemulzije primenjene u vecoj koli¢ini (25 pl/cm?), a
merenje vrSeno u kra¢em vremenu nakon uklanjanja okluzije (2 h). Na onovu toga moze da se
zakljuci da se funkcija koze tretirane mikroemulzijama zasnovanim na APG potpuno oporavlja ve¢
najduze nakon 2-3 h od ukljanjanja 24-h okluzije. Ovakav rezultat, iako dobijen na razli¢itim
ispitanicima, isti¢e u prvi plan vaznost eksperimentalne postavke u ovakvom tipu istrazivanja i
sugeriSe da se procena bezbednosti mikroemulzija treba vrsiti veoma pazljivo, pri ¢emu narocit
oprez treba da bude preduzet prilikom odabira eksperimentalnih uslova, posebno ukoliko je cilj
istrazivanja da se dobijeni rezultati porede sa literaturno dostupnim podacima.
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4.3. REZULTATI TRECE FAZE EKSPERIMENTALNOG RADA

Budu¢i da je u prethodne dve faze eksperimentalnog rada pokazano da su odabrane
mikroemulzije pogodne za primenu na kozu, stabilne, kao i da je preliminarno potvrden njihov
povoljan bezbednosni profil in vivo, kroz tre¢u fazu eksperimenata ove doktorske disertacije je pod
in vitro uslovima procenjen potencijal odabranih nosaca da poboljsaju isporuku model lekovitih
supstanci u/kroz kozu.

4.3.1. Biofarmaceutske karakteristike mikroemulzija sa SN

4.3.1.1. Procena in vitro oslobadanja SN iz mikroemulzija kroz vestatku membranu
primenom Franz-ovih difuzionih ¢elija i imerzionih (inhenser) celija

Buduc¢i da se testom in vitro oslobadanja lekovite supstance iz nosac¢a mogu obezbediti
korisne informacije o uticaju razli¢itih faktora ukljucenih u transport i isporuku leka u/kroz kozu, a
samim tim i indirektno njenu terapijsku efikasnost i biolos§ku raspoloZivost [224], u ovom delu
doktorske disertacije je ispitano da li se razlike u sastavu i sveukupnoj mikrostrukturi odrazavaju na
in vitro liberacione profile SN solubilizovanog u ispitivanim formulacijama. Procena potencijala
novijih koloidnih sistema (mikroemulzija) da poboljsaju isporuku SN u tkiva koze je sprovedena
primenom Franz-ovih difuzionih ¢elija, $to je bio slucaj i prilikom procene uzoraka sa ADA.
Konsultujuéi relevantnu nauénu literaturu, moze se uociti da se vertikalne difuzione celije
uobicajeno koriste u svrhe in vitro ispitivanja oslobadanja lekovitih supstanci iz mikroemulzija.
Takode, nacrt Vodica za kvalitet i ekvivalentnost preparata za primenu na kozi koji je 2018. godine
objavila EMA (engl. Euroepean Medicines Agency) — Draft guideline on quality and equivalence of
topical products [225], sugeriSe primenu difuzionih ¢éelija za ovu vrstu ispitivanja.

Ipak, iako je generalni stav da se za isti lekoviti preparat koriS¢enjem imerzionih (inhenser)
¢elija dobijaju slicni rezultati kao u slucaju ispitivanja na difuzionim c¢elijama, imerzione celije se
mnogo rede primenjuju u te svrhe [226]. Zapravo, prema dosadas$njim saznanjima, u literaturi nisu
zabelezeni primeri in vitro oslobadanja lekovite supstance iz mikroemulzija paralelnim kori§¢enjem
ove dve razlitiCite aparature kako bi se utvrdila njihova pogodnost za primenu kod ove vrste
naprednih koloidnih nosaca lekova. Stoga, jedan od ciljeva ovog eksperimenta je bio da se uporedi
potencijal obe metodologije ponaosob za detekciju varijacija u sastavu i karakteristikama ispitivanih
mikroemulzija.

Kao $to je prikazano na Slici 4.21 i Tabeli 4.8, kumulativna koli¢ina leka oslobodena po
jedinici povrsine dijalizne membrane (ug/cmz) je bila veca iz mikroemulzija nego iz referentnog
preparata sa trziSta, bez obzira na vrstu koriS¢ene aparature. Ovaj trend su pratile 1 vrednosti
transmembranskog fluksa dobijenog za razliCite formulacije. Medutim, dobijene razlike u
oslobadanju SN izmedu koloidnih nosaca i1 komercijalnog krema nisu pokazale statisticku
znacajnost samo u slucaju uzorka ME-EVT (p = 0,07) pri ispitivanjima vr§enim na Franz-ovim
¢elijama. Kinetika oslobadanja SN dobijena za isti uzorak primenom Franz-ovih i imerzionih ¢elija
je ostala ista za sve uzorke (Tabela 4.8). Oslobadanje SN iz mikroemulzija se odvijalo Kinetikom
nultog reda, koji se karakteriSe linearnom zavisno$¢u izmedu kumulativne koli¢ine oslobodenog
leka po jedinici povrSine membrane i vremena. S obzirom da model nultog reda ukazuje na
konstantno, koncentraciono nezavisno oslobadanje leka, mikroemulzije sluze kao rezervoari iz
kojih se lek postepeno oslobada, te se nakon primene mikroemulzija moze ocekivati zadrzavanje
leka u kozi u toku duZeg vremenskog perioda. Na taj nacin se moZe posti¢i produzeno
farmakolosko delovanje leka, Sto U slucaju SN mozZe da se smatra predno$c¢u [150]. Sa druge strane,
oslobadanje leka iz kontrolnog uzorka se razlikovalo i najbolje moze da se opise Higuchi
kinetickim modelom, primenljivim kod velikog broja poluc¢vrstih preparata za lokalnu primenu na
kozi [26]. Ovakva kinetika oslobadanja upucuje na to da se SN iz Mycosert® krema oslobadao
difuzijom koja je kontrolisana nosacem, kao i to da je lek bar delimi¢no suspendovan u nosacu.
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Slika 4.21. Profili oslobadanja SN iz mikroemulzija i referentnog preparata primenom: a)
vertikalnih difuzionih ¢elija; b) imerzionih ¢elija. Podaci prikazuju srednju vrednost + SD (n = 3)

Frakcija leka oslobodenog iz mikroemulzija nakon 8 h je generalno bila niska, dostizuéi
vrednosti od 12,24-18,53% i 16,24-34,53% od primenjene kolicine, kada su ispitivanja vrSena na
Franz-ovim i imerzionim ¢elijama, redom. Dakle, koncentracija leka u akceptorskom medijumu
nije bila visa od 30% od ukupne koli¢ine leka koja je aplikovana u donorsku komoru aparature.
Prema tome, izbegnuta je difuzija SN u donorski deo Franz-ovih ¢elija i ,,pravilo 30%" je
ispoStovano [226]. Nasuprot tome, liberacija SN na imerzionim celijama je bila nesto visa iz
uzoraka ME-EVE i ME-P80T (31,73% i 34,53%, sledstveno).



Tabela 4.8. Parametri oslobadanja SN kroz dijaliznu membranu primenom Franz-ovih i imerzionih ¢elija

Franz-ove celije

Imerzione Celije

Formulacija Oslobodeni SN u Oslobodeni SN u
2 / m2 odnosu na Kinetic¢ki 2 / m2 odnosu na Kinetic¢ki
Fluks (g/cm h) Q;, (Mgicm ) primenjenu model () Fluks (Hg/cm h) Qg (MO/cm ) primenjenu  model (r%)
koli¢inu ( % ) koli¢inu ( % )
ME-EVT 163,97 + 3,90° 1218,39 + 41,4° 12,24 +0,42*  nulti (0,9927) 253,40 + 6,69 2464,04 + 14857 24,64 +1,49°  nulti (0,9958)
ME-EVE 217,87 + 21,70° 1562,44 + 178,45° 15,70 +1,79°  nulti (0,9937) 407,20 + 12,38" 3172,70+16,329 31,73 +0,16°  nulti (0,9945)
ME-EVI 206,64 + 6,94° 1524,44 + 46,84° 15,32 £ 0,47°  nulti (0,9967) 333,7+37 2954,34 + 68,209 29,54 +0,68°  nulti (0,9993)
ME-EVPG 167,88 + 2,28¢ 1278,05 + 38,2¢ 12,84 +0,38°  nulti (0,9925) 315,70 + 6,36 2614,91+46,21° 26,15+ 0,46" nulti (0,9976)
ME-P80T 240,03 + 8,42° 1843,71 + 78,45° 18,53+0,79%  nulti (0,9967) 346,30 + 7,77 3453,40 + 78,649  3453+0,79°  nulti (0,997)
Mycosert® . ¢ ‘ Higuchi i f f Higuchi
\rem 127,58 + 4,75 1027,95 + 10,42 10,33 0,10 (0.9942) 188,80 + 11,27 1624,81 + 32,67 16,25 + 0,33 (0.9892)

Rezultati su izrazZeni kao srednja vrednost £ SD (n = 3).

& statisticki znadajna razlika (p < 0,05) u odnosu na ME-EVE, ME-EVI i ME-P80T; ® statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na Mycosert®
krem, ME-EVT i ME-EVPG; ° statisti¢ki znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na Mycosert® krem, ME-EVT, ME-EVPG i ME-P80T; d statisticki
znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na Mycosert® krem, ME-EVE, ME-EVI i ME-P80T; ° statisticki znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na
Mycosert® krem, ME-EVT, ME-EVI i ME-EVPG;  statisticki znac¢ajna razlika (p < 0,05) u odnosu na sve ispitivane mikroemulzije; ¢ statisticki
znacajna razlika (p < 0,05) u odnosu na Mycosert® krem i sve ostale ispitivane mikroemulzije; " statisticki znaGajna razlika (p < 0,05) u odnosu na
Mycosert® krem; ' statisticki zna¢ajna razlika (p < 0,05) u odnosu na ME-EVE.
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Porede¢i rezultate dobijene korisS¢enjem dve razliite aparaturne postavke (Slika 4.21,
Tabela 4.8), ocigledno je da su vrednosti transmembranskog fluksa i frakcije oslobodenog SN
znacajno vise iz svih ispitivanih formulacija kada su ispitivanja vrSena na imerzionim c¢elijama.
Ovaj nalaz je u saglasnosti sa zapazanjima dobijenim u slicnim studijama [227], gde je takode
uoceno da je oslobadanje NSAIL bilo daleko izrazenije na imerzionim u odnosu na vertikalne
difuzione ¢elije. Uprkos razli¢itoj koli¢ini primenjene formulacije na razli¢itim aparaturama, SN je
doziran na isti nagin u oba eksperimenta — ~0,5 g/cm? dijalizne membrane, te se dobijeni rezultati
ne mogu pripisati uticaju ovog faktora. Medutim, iako su i ostali eksperimentalni uslovi postavljeni
Franz-ove naspram 300 ml imerzione ¢elije), $to je obezbedilo bolje rastvaranje leka i olaksalo
odrzavanje sink uslova. Takode, na rezultate je moglo da utie i to $to je kod imerzionih c¢elija
moguca difuzija receptorskog medijuma u odeljak sa formulacijom, §to moze da promeni njenu
mikrostrukturu i/ili rastvorljivost leka u nosacu, §to menja i njegovu termodinamicku aktivnost
[226, 228]. Ipak, veoma vazna da se istakne jeste Cinjenica da je poredak parametara liberacije SN
(Qsn, transmembranski fluks i % oslobodenog leka u odnosu na ukupnu primenjenu koli¢inu leka)
isti bez obzira na koris¢enu aparaturu: ME-P80T > ME-EVE > ME-EVI > ME-EVPG > ME-EVT >
Mycosert® krem (Tabela 4.8). Razlike uoene izmedu efikasnosti formulacija da oslobode lek su
postale izrazenije kada su ispitivanja sprovedena na imerzionim celijama, pri ¢emu je odsustvo
znacajnih varijacija zadrzano samo izmedu koli¢ine SN oslobodene nakon 8 h iz uzoraka ME-EVT
i ME-EVPG. Drugim re¢ima, pokazano je da su i rede koriS¢ene imerzione Celije takode pogodne
za in vitro ispitivanje oslobadanja lekovite supstance iz mikroemulzionih sistema, kao i to da se
njihovom primenom mogu detektovati varijacije u liberaciji leka prouzrokovane razlikama u
formulacijama (npr. sastav formulacije, viskozitet, unutrasnja struktura i1 polarnost sistema,
rastvorljivost leka u nosacu).

Nadalje, kao $to se moze videti iz Tabele 4.8, kumulativna koli¢ina oslobodenog SN na
kraju eksperimenta, kao i brzina oslobadanja, bile su u direktnoj vezi sa sastavom formulacija. Kada
se uporedi sa ostalim mikroemulzionim uzorcima, oslobadanje SN iz ME-EVT se odvijalo manjom
brzinom. Analiziraju¢i kvantitativo iste uzorke stabilizovane EV koji sadrZe razli¢ite kosurfaktante,
moze da se ustanovi pospesSujuci efekat kratkolan€anih alkohola na liberaciju SN. Medutim, ne
postoje znacajne razlike izmedu uticaja etanola i1 izopropanola. Dovode¢i u vezu dobijene rezultate
sa fizickohemijskim karakteristikama ispitivanih uzoraka (Tabela 4.6), moze se zakljuciti da su na
oslobadanje SN uticale reoloske osobine. Kumulativna koli¢ina oslobodenog leka je bila znacajno
viSa iz uzoraka koji su imali nizi viskozitet, Sto je olakSalo difuziju leka. Ovaj podatak je
interesantan, imaju¢i u vidu da je suprotan efekat uofen u sluCaju oslobadanja ADA iz
mikroemuzija, sugeriSu¢i da dobijeni trendovi oslobadanja model lekovitih supstanci zavise od
vrste upotrebljenih sastojaka, i da generalne zakljucke o uticaju reoloskih osobina na oslobadanje
lekova treba donositi pojedinacno za svaki slucaj. Dodatno, prema rezultatima EPR studije (Slika
4.13, Tabela 4.5), mikrookruzenje medufaznog filma ME-EVE i ME-EVI uzoraka se odlikovalo
ve¢om polarnoséu i manjom uredeno$¢u u odnosu na ME-EVT. Kao rezultat toga, migracija SN
kroz fleksibilniju medufazu je bila poboljsana [200]. Takode, monosloj S-CoS u ovim sistemima, a
narocito njegov polarni deo, ima nizi solubilizacioni kapacitet za visoko lipofilni lek $to vodi ka
njegovoj vecoj termodinamickoj aktivnosti i boljem oslobadanju. Zaista, ovakvi stavovi su u
potpunoj saglasnosti sa kapacitetom uzoraka za solubilizaciju leka (Tabela 4.6). Dakle, S§to je
rastvorljivost SN u mikroemulzijama zasnovanim na EV bila veca, oslobadanje leka je bilo slabije,
najverovatnije zbog nize termodinamicke aktivnosti leka. Slicno ponaSanje u oslobadanju
celekoksiba iz mikroemulzija su ranije primetili Zvonar i sar. [211]. Zaista, oslobadanje leka je
pratilo redosled ME-EVE > ME-EVI > ME-EVPG > ME-EVT, dok je vrednost saturacione
rastvorljivosti imala obrnut trend. Dakle, u ovom sluc¢aju se mozZe ustanoviti inverzna zavisnost
izmedu oslobadanja SN 1 solubilzacionog kapaciteta njegovih nosaca.

Medutim, rezultati dobijeni sa mikroemulzijom ME-EVPG ne mogu da se objasne niti
rezultatima reologije, niti mikropolarnos¢u 1 mobilno$¢u njenog medufaznog filma. Zbog nizeg
sadrzaja vode u ovom sistemu, niZe vrednosti a;, uredenije mikrostrukture i viSeg viskoziteta ovog
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uzorka, ocekivano je slabije oslobadanje leka u odnosu na ME-EVT. Iznenadujuce, liberacija SN je
bila visa iz ME-EVPG formulacije, Sto moZze da se pripiSe drugacijoj lokalizaciji leka unutar nosaca
(na koju su ukazali EPR rezultati), nizem solubilizacionom kapacitetu nosac¢a za lek i viSoj
termodinamickoj aktivnosti.

Konacno, vrsta surfaktanta je takode odigrala veoma vaznu ulogu jer je oslobadanje SN iz
ME-P80T, koja se od ME-EVT razlikovala samo po tipu upotrebljenog surfaktanta, bilo zna¢ajno
vise (Slika 4.21, Tabela 4.8) ne samo u odnosu na ME-EVT, nego i na ostale ispitivane
mikroemulzije. Neocekivano, ME-P80T koji je imao najveci viskozitet je obezbedio najbolje
oslobadanje leka, impliciraju¢i da uticaj reoloskih osobina sa zamenom polietoksilovanog
surfaktanta nije pratio isti trend promena kao kada je u sistemu menjan kosurfaktant. Objasnjenje za
ovakvo ponasanje se moze na¢i u nizoj rastvorljivosti SN u ME-P80T formulaciji, kao i njenim
sastojcima (Tabela 4.1 i 4.6). Osim toga, solubilizacija leka u sistemu ME-P80T je dovela do
povecanja mikroviskoziteta i stepena uredenosti njegovog medupovrsinskog filma, nagovestavajuci
da je SN u odredenom stepenu interagovao sa polarnim delom S-CoS monosloja i pojacao
interakcije sastojaka u ovom delu sistema u pravcu obrazovanja guséeg pakovanja. Moguce je da je
ovaj proces indukovao nastanak kapljicne U/V strukture, §to se pozitivno odrazilo na oslobadanje
leka. Naime, pokazano je da je mobilnost leka veca kad je lek lokalizovan na medupovrsini U/V
mikroemulzija [55].

Kada se sveobuhvatno sagledaju rezultati in vitro oslobadanja SN, karakteristike ispitivanih
uzoraka (Tabela 4.6) i rezultati dobijeni EPR merenjima (Slika 4.13, Tabela 4.5), kao logi¢an se
namece zakljucak da je oslobadanje SN iz mikroemulzija bilo dominantno zavisno od rastvorljivosti
leka i njegove lokalizacije unutar mikroemulzija. Viskozitet uzoraka i koli¢ina vode u njima su
takode mogli da doprinesu procesu oslobadanja leka, pri ¢emu su suprotne tendencije u koli¢ini
oslobodenog SN uocene pri zameni surfaktanta, odnosno kosurfaktanta u sistemu.

Dodatno, rezultati dobijeni u ovom delu doktorske disertacije su ukazali da selekcija
sastojaka za formulaciju mikroemulzionih nosaca lekova treba da se vr$i obazrivo. Naime, odabir
sastojaka je uobiCajeno primarno zasnovan na rastvorljivosti model lekovite supstance u razli¢itim
uljima 1 amfifilima, pri ¢emu se ekscipijensi sa najve¢im solubilizacionim kapacitetom za lek
smatraju najpogodnijima. Medutim, prema rezultatima ove doktorske disertacije, ne samo da su
obrazovane $ire mikroemulzione oblasti, nego je postignuto i znac¢ajnije oslobadanje leka kada su u
formulaciji mikroemulzija koriS¢eni ekcipijensi sa niZim potencijalom za rastvaranje lekovite
supstance.

4.3.1.2. In vitro studija penetracije/permeacije SN

Zbog znacajno veceg oslobadanja SN, formulacije ME-EVE, ME-EVI i ME-P80T su
odabrane za in vitro procenu dermalne i transdermalne isporuke leka. Test penetracije/permeacije je
sproveden na kozi uha svinje pune debljine zbog njene sli¢nosti sa humanom kozom u pogledu
strukture, grade i permeabilnosti, a time pogodnosti ovog modela za simuliranje in vivo ponasanja
na humanoj kozi [4, 229]. Rezultati ove faze istrazivanja su prikazani na Slici 4.22 i Tabeli 4.9.
Dermalna isporuka SN je odredena na osnovu sadrzaja leka koji je penetrirao po jedinici povrsine
koZe (ug/cm?) po zavrietku eksperimenta, te uporedena sa istim parametrom dobijenim nakon
primene referentnog preparata sa trzista. Na taj nacin je omogucena procena efikasnosti (ERp —
dermal enhancement ratio) mikroemulzija kao naprednih nosaca za isporuku lekova. MozZe se
primetiti da je inkorporiranje SN u mikroemulzije dovelo do zna¢ajnog povecanja akumulacije leka
u kozi, pri ¢emu je parametar ERp dostigao vrednosti u rasponu od 2,66-4,25 gabela 4.9). Kao §to
je ranije pomenuto, bolje performanse mikroemulzija u odnosu na Mycosert™ krem su verovatno
posledica visokog solubilizacionog kapaciteta mikroemulzija za SN i prisustva sastojaka koji deluju
kao pojacivaci penetracije [55, 61, 79].

Posmatraju¢i ispitivane mikroemulzione uzorke, najveca koli¢ina leka zadrzanog u kozi je
obezbedena primenom ME-EVE formulacije, iako razlike u rezultatima dobijenim sa razli¢itim
mikroemulzijama nisu imale statisticku znaCajnost. Sa druge strane, ME-EVE je pokazao
superiornu dermalnu isporuku leka u odnosu na kontrolni preparat (p = 0,0013). Mikroemulzija
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zasnovana na P80 se neocekivano pokazala kao najmanje efikasna u pogledu usmeravanja i
akumulacije leka u kozi, uprkos tome Sto je najveca koli¢ina leka oslobodena upravo iz ovog
uzorka. Budu¢i da je koncentracija leka bila ista u svim mikroemulzijama, koncentracioni gradijent
nije mogao da utice na dobijene rezultate. Medutim, paZzljivom analizom bezbednosnih aspekata
ME-EVT i ME-P80T mikroemulzija (Slika 4.19) se moze primetiti da je poveéanje EI kod
ispitanika bilo nesto izrazenije nakon primene uzorka zasnovanog na EV kao glavnom surfaktantu.
Prema tome mogu se pretpostaviti i nesto snaznije interakcije EV naspram P80 sa lipidima koze i
promene u barijernim svojstvima SC koje vode ka pospesivanju difuzije lekova u kozu. Takode, ne
treba da se zanemari prisustvo etanola u ME-EVE, kao dobro poznatog inhensera penetracije [230,
231], koji je najverovatnije znacajno doprineo dobijenom povecanju dermalne isporuke SN. U
saglasnosti sa dostignutim slicnim oslobadanjem SN iz uzoraka stabilizovanih kratkolan¢anim
alkoholima, koli¢ina leka ekstrahovanog iz koze tretirane uzorkom ME-EVI je bila neznatno niza u
poredenju sa ME-EVE.
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Slika 4.22. Rezultati studije penetracije posle primene mikroemulzija i kontrolne formulacije —
ukupna koli¢ina SN koja je penetrirala u kozu po jedinici povrSine koze uha svinje nakon 24 h.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD (n = 3). * statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolni uzorak (p < 0,05)

Sliéne studije su takode ukazale na izraZenije povecanje transporta lokalno primenjenih
lekova iz mikroemulzija koje su sadrzavale etanol umesto izopropanola [29, 61]. Takode treba da se
napomene, uprkos istom kvantitativnom sastavu ove dve formulacije, zbog prisustva rezidualne
vode u etanolu (96% V/V), ME-EVE je verovatno sadrzavala nesto veéi udeo vodene faze. Shodno
tome, primenom ovog sistema moze da se o¢ekuje pojac¢ana hidratacija koze i izraZenije otvaranje
kanala za transport leka u kozu [29, 55]. U svakom slucaju, predlozeni mehanizmi povecanja
isporuke leka treba da se provere i potvrde odgovarajué¢im in vivo ispitivanjima.
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Tabela 4.9. Rezultati in vitro studije penetracije i in vitro antifungalne aktivnosti ispitivanih
formulacija koje sadrze 2 % (m/m) SN

Precnik zone
SN deponovan u

Formulacija koZi (ug/cm?) ERp |z|r}|il\:)/:((::geé nrqa:;t)a
ME-EVE 61,14 + 15,17 4,25 40,0+ 3,6
ME-EVI 43,22 + 11,53 3,00 44,00 £ 0,87
ME-P80T 38,28 + 7,01 2,66 48,00 £ 2,65

Mycosert® krem 14,39 + 0,39 1,00 30,0+0,5

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD (n = 3)

Porede¢i penetraciju leka sa njegovim oslobadanjem (Slika 4.21, Tabela 4.8), zanimljivo je
da ispitivane formulacije nisu pratile iste trendove. Zaista, kada je re¢ o penetraciji SN, poredak
uzoraka je bio slede¢i: ME-EVE > ME-EVI > ME-P80T > Mycosert®, dok je liberacija leka
odgovarala ME-P8OT > ME-EVE > ME-EVI > Mycosert® redosledu. Dakle, dermalna isporuka
leka nije zavisila od njegovog oslobadanja. Zapravo, $to je oslobadanje SN iz mikroemulzija bilo
sporije, zadrzavanje leka u kozi je bilo izrazenije, potvrduju¢i da se solubilizacijom SN u
mikroemulzijama moze posti¢i produzeno delovanje leka. Dodatno, penetracija leka u kozu iz
mikroemulzija (ME-EVE > ME-EVI > ME-P80T) je bila obrnuto proporcionalna solubilizacionom
kapacitetu nosaca za SN (ME-EVE < ME-EVI < ME-P80T). Prema tome, niza akumulacija leka u
kozi tretiranoj uzorkom ME-P80T moze da se pripiSe razli¢itoj distribuciji SN, njegovoj boljoj
rastvorljivosti, a time i ve¢im afinitetom za nosa¢ nego za tkiva koze [62]. Takode, prisustvo
sastojaka koji deluju kao pojacivaci penetracije je doprinelo pobolj$anju transporta leka u kozu.
Cini se da su etanol i izopropanol u kombinaciji sa EV imali izraZeniji uticaj u odnosu na P80 i
Transcutol® P. lako je opsteprihvaéeno da Transcutol® P ispoljava efekte penetracionog inhensera
per se [232], pokazano je da je njegovo delovanje bilo slabije u odnosu na efekte kratkolan¢anih
alkohola [230], za koje je poznato da povecavaju fluks lekova delovanjem razli¢itih mehanizama
[233]. Osim toga s$to menjaju hidrofilne/lipofilne karakteristike mikroemulzionih sistema i na taj
nacin uti¢u na difuzivnost solubilizovanog leka, zbog penetracije u monosloj koji obrazuje primarni
surfaktant na medufazi mikroemulzija, dolazi do povecanja fluidnosti medupovrSinskog filma.
Sliéno tome, prisustvo alkohola uti¢e na rotacionu slobodu acil lanaca lipida koze dovodeé¢i do
fluidizacije intercelularnog lipidnog matriksa [231]. Dakle, osim uticaja na rastvorljivost leka u
nosacu, etanol takode ekstrakcijom lipida i njihovom fluidizacijom menja strukturu bioloskih
membrana §to za posledicu ima povecanu propustljivost koze za lekovitu supstancu [196]. Zaista,
EPR studija je ukazala na fluidniju 1 viSe fluktuiSuéu medupovrSinu vehikuluma koji sadrze
kratkolan¢ane alkohole, §to je moglo da pospesi njihove interakcije sa koZom. Dodatno objasnjenje
za dobijene rezultate penetracije SN u kozu mogla bi da bude supersaturacija nosaca i povecanje
termodinamicke aktivnosti leka Sto je uobic¢ajeno kod formulacija koje sadrze isparljive sastojke
(ME-EVE i ME-EVI). Medutim, ova moguénost moze da se iskljuci jer su tokom celog ispitivanja
odrzavani okluzivni uslovi.

Kada je re¢ o prolasku leka kroz kozu u receptorski medijum, potrebno je da se naglasi da
SN nije detektovan u analiziranim uzorcima uzimanim u definisanim vremenskim intervalima.
Prema tome, prolazak leka u sistemsku cirkulaciju nije ocekivan, takode ni pojava sistemskih
nezeljenih reakcija na lek, §to znaci da bi se primenom ispitivanih mikroemulzija mogla posti¢i
ciljna dermalna isporuka leka [141].

Konaéno, uprkos tome Sto sadrze razlicite kosurfaktante (Sto otezava medusobno poredenje
formulacija), uzorci koji sadrze EV su pokazali vec¢i potencijal za isporuku SN u kozu u odnosu na
uzorak sa P80. Poredeci uticaj vrste kosurfaktanta, visa efikasnost se moze pripisati uzorku sa
etanolom, potvrdujuéi ranije zabeleZene rezultate [29, 61, 234]. Takode, rezultati ove faze
eksperimentalnog rada su istakli nemogucnost sintetskih membrana da predvide kompleksne
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interakcije koje se odvijaju izmedu formulacija i koze i potrebu za obaveznim izvodenjem testova
penetracije/permeacije prilikom procene performasi preparata za lokalnu primenu.

4.3.1.3. In vitro ispitivanje antifungalne aktivnosti mikroemulzija sa SN

Antifungalna aktivnost ME-EVE, ME-EVI i ME-P80T je procenjena i uporedena sa
efikasno$éu komercijalno dostupnog preparata (Mycosert™ krem) kao pozitivne kontrole, kao i u
odnosu na negativnu kontrolu (fosfatni pufer pH vrednosti 7,4). Slika 4.23 jasno ilustruje rast
gljivica i sposobnost testiranih formulacija da ga inhibiraju. Ispitivanjem je ustanovljeno da su sve
odabrane mikroemulzije znacajno efikasnije spreavale razmnoZzavanje gljivica u odnosu na
pozitivnu kontrolu (Slika 4.23). Prose¢ne vrednosti precnika zone inhibicije, koja je bila parametar
na osnovu kojeg je procenjena antifungalna aktivnost uzoraka, su predstavljene u Tabeli 4.9.
Rezultati mikrobioloskih ispitivanja nisu bili sinhronizovani u potpunosti sa studijom penetracije.
Preciznije, kao najefikasnija se pokazala ME-P80T, ¢ija je prosecna zona inhibicije rasta Candida
albicans imala prec¢nik 48,00 £ 2,65 mm. Snaznija antifungalna aktivnost mikroemulzije sa P80
potencijalno moze da kompenzuje nizu penetraciju leka postignutu njenom primenom. Prema tome,
sve tri mikroemulzije ispitane u ovom i prethodnom potpoglavlju ove doktorske disertacije, mogu
dalje da se proucavaju kao obecavaju¢i nosaci za poboljSanu dermalnu isporuku SN, bez gubitka
antimikotickog delovanja leka, odnosno kompromitovanja terapijske efikasnosti.

Slika 4.23. In vitro antifungalna aktivnost formulacija: a) ME-EVE, b) ME-EVI i ¢) ME-P80T u
odnosu na Mycosert® krem, odredena na soju Candida albicans

4.3.2. Biofarmaceutske karakteristike mikroemulzija sa ADA

4.3.2.1. Procena in vitro oslobadanja ADA kroz ve$tatku membranu primenom Franz-ovih
difuzionih ¢elija

Procena brzine oslobadanja ADA iz mikroemulzija kao novijih koloidnih nosaca lekova je
sprovedena in vitro primenom vertikalnih difuzionih celija (Franz-ovih celija) opremljenih
sintetskim dijaliznim membranama.

Kumulativna koli¢ina (ug/cmz) leka oslobodenog tokom 8 h iz svih ispitivanih
mikroemulzija je bila niska i oslobadanje je bilo usporeno, $to je prikazano na Slici 4.24. Kao $to se
moze uoditi, in vitro profili oslobadanja ADA su ispoljili karakteristiéno i kompleksno ponasanje,
sa malom brzinom oslobadanja tokom prvih 1-2 h i poslednjih 4 h. Korelacija oslobadanja leka sa
matematickim modelima iz APG-mikroemulzija je bila relativno niska (r* < 0,97) (Tabela 4.10), §to
se moze pripisati kompleksnim i dinami¢nim strukturnim transformacijama koje se odigravaju u
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uzorcima tokom ispitivanja. Ipak, oslobadanje leka iz uzoraka APG-1 i APG-3 se najbolje moze
opisati modelom prvog reda, ukazujué¢i na oslobadanje ADA kontrolisano kapacitetom nosaca za
lekovitu supstancu. Sa druge strane, oslobadanje ADA iz mikroemulzija APG-2 i APG-4 je bilo
kontrolisano nosafem, $to se najbolje moze opisati Higuchi modelom. Interesantno, statisticki
znacajne razlike u ukupnoj koli¢ini leka oslobodenog na kraju eksperimenta postoje izmedu svih
ispitivanih uzoraka, osim u slu¢aju APG-3 i APG-4 mikroemulzija. Takode je zanimljivo i $to je
nosa¢ sa polietoksilovanim surfaktantom obezbedio bolje oslobadanje ADA u odnosu na APG-
mikroemulzije i linearni difuzioni trend, koji se najbolje uklapao u nulti model (Tabela 4.10),
ukazujuéi na konstantno, koncentraciono nezavisno osobadnje leka. PoboljSano oslobadanje ADA
iz ME-EVT uzorka, delimi¢no nije ocekivano jer ostali uzorci sadrze vecu koli¢inu vode, $to je
uobicajeno povoljniji scenario za oslobadanje leka iz ove vrste koloidnih nosaca lekova. Medutim,
pretpostavke o uzrocima ovakvog ponaSanja je teSko postaviti, s obzirom na razli¢it i kvalitativni i
kvantitativni sastav ME-EVT u odnosu na ostale mikroemulzije. Posmatrajuci fizickohemijske
karakteristike ispitivanih uzoraka (Tabela 4.7), moze se uociti da ME-EVT formulacija ima nizi
viskozitet, $to je verovatno omogucilo bolju difuzivnost leka.

80
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70 1 —e— APG-2
—aA— APG-3
604 | —v— APG-4
— —&— ME-EVT
e 504 %
g —<4— Sona krem
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Slika 4.24. Profili oslobadanja ADA iz mikroemulzija zasnovanih na APG, odnosno EV i iz
referentnog preparata. Podaci prikazuju srednju vrednost £ SD (n = 3)

Medu ispitivanim uzorcima, najnizi stepen oslobadanja leka je uocen kod APG-1 sistema
(Qsn = 16,30 pg/cm?). Cini se da je vrsta APG surfaktanta imala znaajnu ulogu na ovaj
biofarmaceutski parametar, s obzirom da je oslobadanje leka iz APG-4 uzorka zasnovanog na P810
bilo znacajno bolje — 36,97 pg/cm?®. Dodatnom analizom sistema sa P2000 koji sadrze razliitu
vrstu ulja, a imaju isti kvantitativni sastav, moZe se ustanoviti povoljan uticaj monoglicerida na
oslobadanje ADA. Ovaj efekat se moze pripisati ve¢oj hidrofilnosti APG-2 i APG-3 nosaca, koja je
pretpostavljena na osnovu rezultata DSC. Dakle, medufazni film ova dva uzorka je verovatno
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ovom delu sistema [200]. Naime, lek ¢e imati vec¢u mobilnost ukoliko je lociran na medufazi
hidrofilnijih mikroemulzija [55]. Ipak, uticaj glicerol-monokaprilata (1742), koji ima neznatno kraci
alkil lanac u odnosu na glicerol-monokaprilat/kaprat (I988) je bio neocekivano viSe izrazen i
statisti¢ki znaCajan. Koreliraju¢i dobijene rezultate sa fizickohemijskim karakteristikama ispitivanih
mikroemulzija (Tabela 4.7), ¢ini se da je oslobadanje leka povezano sa razlikama u reoloskim
karakteristikama nosaca zasnovanih na P2000. Zaista, oslobadanje ADA je pratilo poredak APG-3
> APG-2 > APG-1, dok su vrednosti njihovog prividnog viskoziteta poredane na suprotan nacin.
Kumulativna koli¢ina leka oslobodenog u receptorski medijum je bila visa iz uzoraka koji imaju
vecdi viskozitet, sto nije ocekivano buduci da je u literaturi ranije zabelezeno poboljsano oslobadanje
solubilizovanog leka iz bikontinuiranih mikroemulzionih vehikuluma nizeg viskoziteta [215]. U
svakom slucaju, kada je re¢ o retinoidima, usporeno oslobadanje leka se moze smatrati i prednoscu,
s obzirom da moze da vodi ka poboljsanom zadrzavanju leka u kozi tokom duzeg perioda. Na taj
nacin se smanjuje mogucnost za pojavu “retinoidne reakcije” koja je koncentraciono zavisna [144].

Tabela 4.10. Vrednosti koeficijenta determinacije (r?) za razli¢ite modele kojima se opisuju profili
brzine oslobadanja ADA iz mikroemulzija

Model

AT Model nultog reda  Higuchi model  Model prvog reda ;(orsemeyer-

eppas model
APG-1 0,8292 0,8940 0,8841 0,7930
APG-2 0,8696 0,9519 0,9633 0,7553
APG-3 0,9368 0,9660 0,9142 0,9108
APG-4 0,9169 0,9745 0,9599 0,4596
ME-EVT 0,9862 0,9214 0,7855 0,9801
Sona® krem 0,9844 0,9879 0,9054 0,9834

Interesantno, oslobadanje ADA iz referentnog krema se razlikovalo od oslobadanja
postignutog primenom mikroemulzija i bilo je znaajno vise, Sto je delimi¢no bilo neocekivano.
Podaci dobijeni u studiji za Sona® krem su se najbolje uklapali u Higuchi kineti¢ki model, to znaci
da je oslobadanje leka difuzijom bilo kontrolisano nosa¢em. Takode, kao $to je ranije objasnjeno,
ovakav nacin oslobadanja ukazuje i1 da je lek u referentom preparatu prisutan u suspendovanoj
formi bar delimi¢no, $to je povecalo njegovu termodinamicku aktivnost. Stoga su slobodni kristali
leka u direktnom kontaktu sa receptorskim medijumom, ubrzavajuci njegovo rastvaranje. Dobijena
manja koli¢ina oslobodenog ADA iz koloidnih nosaca lekova naspram komercijalno dostupnog
konvencionalnog farmaceutskog oblika je u saglasnosti sa ranijim rezultatima dobijenim sa drugim
nano-nosa¢ima ove lekovite supstance [171]. Ovaj fenomen moze da se objasni visokom
lipofilnos¢u ADA (logP = 8,04), zbog Cega lek, umesto da se oslobodi u vodeni medijum, postaje
manje mobilan i radije ostaje u nosacu [171, 184], verovatno zbog interakcija molekula ADA sa S-
CoS i uljanom fazom u mikroemulzionim sistemima.

Shodno rezultatima ove faze istrazivanja, zbog znacajno nizeg oslobadanja ADA iz
mikroemulzija APG-1 i APG-2, za dalja in vitro biofarmaceutska ispitivanja su odabrane tri
formulacije — APG-3, APG-4 i ME-EVT, kao i referentni preparat sa trzista.

4.3.2.2. Invitro studija penetracije/permeacije ADA

Kako bi se procenila isporuka ADA u koZu, odnosno potencijal uzoraka odabranih u
prethodnoj fazi ove doktorske disertacije da poboljSaju dermalnu raspolozivost ove lekovite
supstance, studija penetracije/permeacije je sprovedena na Franz-ovim difuzionim c¢elijama
koriste¢i svinjsku kozu pune debljine. Premda nacrt vodi€a za uspostavljanje permeacionih profila
topikalnih preparata [225] koji je predlozila EMA preporucuje da se za ovakvu vrstu ispitivanja
koristi koza humanog porekla zbog zakonskih okolnosti i ograni¢enih izvora dobijanja humane
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koze, u ovom eksperimentu je koriS¢ena koza uha svinje kao prihvatljiva i odgovaraju¢a zamena za
ljudsku kozu [4, 229].

Rezultati dobijeni u ovoj studiji su predstavljeni na Slici 4.25 kao ukupna koli¢ina ADA
koja je zadrzana u kozi na kraju 24-h eksperimenta. Dermalna isporuka ADA je procenjena na
osnovu sadrzaja leka ekstrahovanog iz koze tretirane mikroemulzionim formulacijama i ovaj
parametar je poreden sa kolicinom leka koja je zadrzana u kozi nakon primene Sona® krema. Ovaj
odnos (ERp) je predstavljao meru efikasnosti mikroemulzija u dermalnoj isporuci ADA. Za razliku
od rezultata in vitro brzine oslobadanja lekovite supstance, opisanih u prethodnom poglavlju,
inkorporiranje ADA u odabrane mikroemulzije je povecalo zadrzavanje leka u kozi u odnosu na
primenu referentnog preparata sa trzista, pri cemu je dermalna raspolozivost ADA bila 1,6-5,9 puta
visa kada su kori§¢ene mikroemulzije. Dakle, moze se zakljuciti da zadrzavanje leka u kozi nije bilo
u saglasnosti sa njegovim oslobadanjem iz nosaca. Zaista, najveca koli¢ina ADA je oslobodena iz
preparata sa trzista, ali je i najmanje leka zadrzano u kozi upravo nakon primene ovog uzorka, sto je
ponovo direktan pokazatelj nemoguénosti sintetskih membrana da predvide kompleksne interakcije
koje se odigravaju izmedu koze i formulacija koje se na nju aplikuju.
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Slika 4.25. Rezultati penetracije ADA posle primene mikroemulzija i kontrolne formulacije —
koli¢ina ADA deponovana u kozi uha svinje nakon 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + SD (n = 3-6). * statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolni uzorak (p < 0,05)

PoboljSano zadrzavanje leka u kozi primenom mikroemulzija je rezultat viSe razlicitih
mehanizama: visokog solubilizacionog kapaciteta, blagog narusavanja integriteta kozne barijere
(koje je potvrdeno u in vivo studiji opisanoj u potpoglavlju 4.2.4. ove doktorske disertacije)
delovanjem sastojaka vehikuluma koji se ponasaju kao inhenseri penetracije [55, 79]. Formulacija
APG-3 je bila superiorna u odnosu na Sona® krem, kada je re¢ o penetraciji ADA u koZu.
Interesantno, iako je oslobadanje ADA bilo viSe iz ME-EVT nosaca naspram mikroemulzija
zasnovanih na APG, ova formulacija je dovela do manjeg poboljsanja isporuke ADA u kozu, $to je
donekle i bilo o¢ekivano, uzimajuéi u obzir da ovaj uzorak ima nizi sadrzaj vode. S obzirom na
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razlike u kvantitativnom i kvalitativnom sastavu APG-uzoraka i ME-EVT, poboljsanje penetracije
ADA iz APG-mikroemulzija ne moze s¢ sa sigurno$¢u pripisati vrsti/koli¢ini upotrebljenih
sastojaka ispitivanih sistema. Takode, iako razlika nije imala statisti¢ku znacajnost (p = 0,73) (zbog
visoke devijacije dobijenih rezultata), ¢ini se da je kombinacija decil-glukozida (P2000) sa gliceril-
monokaprilatom/karatom (1742) imala izrazeniji uticaj na preuzimanje leka u koZzu nego
kombinacija kaprilil/kapril-glukozida (P810) i propilenglikol-monokaprilata (C90). Uporiste za
ovakvu pretpostavku moze da bude ve¢ demonstrirana sposobnost parcijalnih glicerida kaprilne i
kaprinske kiseline da povec¢aju dermalnu isporuku lipofilnih jedinjenja [46, 48, 74]. Takode treba da
se uo¢i da APG-4 formulacija ima neznatno nizi sadrzaj vode, $to je moglo da doprinese ovakvom
efektu [55]. Ipak, dobijeni rezultati ukazuju da je izbor uljane faze imao nesto izrazeniji uticaj na
potencijal sistema da naruse funkciju kozne barijere i isporuce lek u kozu nego vrsta i koncentracija
surfaktanta. Osim toga, joS jedno objaSnjenje za vecu penetraciju ostvarenu primenom APG-3
mikroemulzije u odnosu na ostale uzorke moze da bude i njihova razli¢ita mikrostruktura na
molekularnom nivou, poput razli¢itog oblika dispergovane faze, §to se moze detaljnije ispitati
primenom difrakcije X-zraka pod malim uglom (engl. Small-angle X-ray Scattering — SAXS).
Naime, ranije je dokumentovano da mikroemulzije koje imaju izduZene kapi unutra$nje faze
dovode do poveéanja permeacije flufenaminske kiseline [235], $to nije bilo oc¢ekivano jer su ostale
ispitivane mikroemulzije sadrzavale vise vodene faze (koja obi¢no obezbeduje veéi transport leka
u/kroz kozu), ali su imale i sferi¢ne kapi dispergovane uljane faze.

Kako bi se ispitala sistemska isporuka ADA 1 iskljucili potencijalni teratogeni neZeljeni
efekti razvijenih mikroemulzija, kao i komercijalnog preparata, sprovedena je studija permeacije.
Kumulativna koli¢ina ADA koja je prosla u akceptorski medijum nakon 24-h kontakta formulacija
sa kozom uha svinje, kao indikator prisustva leka u sistemskoj cirkulaciji, je prikazana na Slici
4.26. Pod koris¢enim eksperimentalnim uslovima, lek je kvantifikovan u akceptorskoj komori samo
u uzorcima uzetim na kraju eksperimenta (24 h), dok u uzorcima koji su uzeti u prethodnim
vremenskim tackama (2 h, 4 h, 6 h, 8 h) ADA nije detektovan. Imjuéi u vidu da se ADA obicno
primenjuje jednom dnevno (uvece, pre spavanja), a frekventnost primene moze da bude i manja (u
zavisnosti od klinicke slike i ispoljavanja neZeljenih efekata), kontakt leka sa koZom ne bi trebalo
da bude duzi od 8 h zbog uobicajenog jutarnjeg CiS¢enja koze 1 higijenskih navika pacijenata, te se
pretpostavlja da u ovom vremenskom intervalu ne bi doslo do perkutane resorpcije ADA. Ovo je
dodatno potkrepljeno Cinjenicom da, zbog kontakta koze sa ode¢om ili drugim povr§inama, kao i
delovanja znoja, topikalni preparati ne ostaju na kozi duze od 6 h [143].

Dobijeni rezultati permeacije su bili u saglasnosti sa studijom penetracije — kada se
mikroemulzione formulacije porede sa konvencionalnim farmaceutskim oblikom (Sona® krem),
mikroemulzije su povecale ukupnu koli¢inu leka koja je permeirala kroz svinjsku kozu pune
debljine. Ovaj efekat je bio znacajan za dva uzorka — APG-3 i ME-EVT (p = 0,0034 i p < 0,0001,
sledstveno). Sli¢no rezultatima dobijenim u studiji penetracije, APG-3 je doveo do nesSto vece
permeacije ADA u odnosu na drugi APG-nosac, $to se takode moze objasniti uticajem ulja i
organizacijom unutraSnje strukture sistema na molekularnom nivou. Medutim, permeacija leka iz
ME-EVT formulacije je bila neocekivano znacajno visa u odnosu na sve ostale ispitivane uzorke,
iako je upravo ovaj nosa¢ obezbedio najnize zadrzavanje leka u kozi. Pazljivom analizom nalaza
dobijenih u prethodnim fazama biofarmaceutske karakterizacije (in vitro brzina oslobadanja leka i
in vitro studija penetracije), ¢ini se ipak da je znacajno veca koli¢ina oslobodenog leka uticala na
rezultate permeacije i da je takode veca koli¢ina ADA oslobodena i u kontaktu sa kozom, ali je veci
deo ove frakcije difundovao kroz sve slojeve koze u akceptorsku fazu zbog veceg koncentracionog
gradijenta na granici izmedu koze i akceptorske faze. Drugim reCima, namece se zakljucak da je
transport ADA primenjenog putem ME-EVT uzorka bio previse naglasen za dermalnu isporuku
ovog leka i da je u ovom slucaju favorizovana transdermalna isporuka retinoidnog leka. Ipak, treba
da se napomene da ovakvi rezultati nisu ocekivani ako se ima u vidu visoka lipofilnost ADA.
Dodatno, dobijeni rezultati dobro koreliraju sa ranijim zapazanjima Jain i sar. [161, 174] i Najafi-
Taker i sar. [171] koji su takode uo¢ili prisustvo ADA u akceptorskom delu Franz-ovih ¢elija nakon
tretmana koze drugim nanonosa¢ima ADA. Medutiom, uprkos zabelezenoj permeaciji leka pod in
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vitro uslovima, u sprovedenoj in vivo studiji nije doslo do apsorpcije leka u sistemsku cirkulaciju
[171].
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Slika 4.26. Rezultati studije penetracije/permeacije ADA posle primene mikroemulzija i kontrolne
formulacije — koli¢ina ADA koja je permeirala u akceptorski medijum po jedinici povrSine koze
uha svinje nakon 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD (n = 3-6). * statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na kontrolni uzorak (p < 0,05); ** statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na
ostale mikroemulzije i kontrolni uzorak (p < 0,05)

Gledaju¢i sveukupne rezultate dobijene u ovoj fazi istrazivanja, primenom odabranih
ispitivanih mikroemulzija se moze ustanoviti generalni trend povecanja penetracije, ali i permeacije
ADA. Ovo bi potencijalno moglo da znaci da bi komparabilno deponovanje ADA u koZi moglo da
se dostigne primenom komercijalnog preparata (koji sadrzi 0,1% m/m ADA) i nizih koncentracija
leka inkorporiranog u mikroemulzione nosace. Na ovaj nacin bi se mogli umanjiti dozno zavisni
nezeljeni efekti retionoidnog leka. Medutim, ove pretpostavke bi trebalo potvrditi sprovodenjem
adekvatne in vivo studije. Nadalje, ukoliko bi se posmatrala ukupna koli¢ina leka koja je penetrirala
i permeirala iz mikroemulzija (Slika 4.27), povecanje transporta ADA iz mikroemulzija
primenjenih topikalno kretalo bi se u opsegu od 6,5 (APG-4) do ~ 24,5 (ME-EVT) puta vise u
odnosu na referentni preparat sa trzista. lako transdermalna isporuka ADA nije pozeljna zbog
potencijalnih teratogenih efekata, koncept mikroemulzija se pokazao i na ovom primeru kao
uspesan nacin prevazilazenja kozne barijere, koji bi verovatno viSe pogodovao isporuci retionoida
koji mogu da se primenuju sistemski (izotretinoin).
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Slika 4.27. Rezultati studije penetracije/permeacije ADA posle primene mikroemulzija i kontrolne
formulacije — ukupna koli¢ina ADA koja je penetrirala i permeirala u kozu i akceptorski medijum
po jedinici povrSine koZe uha svinje nakon 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD

(n = 3-6). * statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolni uzorak i ostale mikroemulzije (p <
0,05)

4.3.2.3. Procena penetracije ADA primenom metode diferencijalnog stripping-a

Kako bi se dobile detaljnije informacije o uticaju ispitivanih formulacija na isporuku leka u
kozu i ustanovila njihova ekvivalencija sa postoje¢im preparatom sa trzista ili njeno odsustvo [225],
kao i da bi se obezbedio uvid u udeo transfolikularnog puta transporta ADA u kozu koji u sluc¢aju
ADA moze da bude veoma znacajan, sprovedena je diferencijalna metoda sa adhezivnim trakama
(engl. differential stripping). Za ovo ispitivanje su odabrane formulacije APG-3 i APG-4 zbog vece
kolic¢ine ADA ekstrahovanog iz koZe u studiji penetracije u odnosu na ME-EVT, a niZe permeacije.
Imajué¢i u vidu da brzina i stepen u kojem se lekovite supstance deponuju u SC korelira sa
koli¢inom leka koja dospeva u ciljna tkiva u dubljim slojevima koZe, najpre je primenjena
konvencionalna metoda sa adhezivnim trakama (engl. tape stripping) koja omogucuje dublje
sagledavanje dermalne raspolozivosti leka iz ispitivanih formulacija [236]. Nakon toga, primenjena
je cijanoakrilatna biopsija koze (koja sa tape stripping-om ¢ini diferencijalni stripping) sa ciljem da
se kvantifikuje koli¢ina ADA koja je deponovana u folikule dlaka, kao vazne lokuse u patogenezi
akni. Osim toga, transfolikularnim putem se zaobilazi intaktan SC i obezbeduje rezervoar za
topikalno primenjene lekove sa ogromnim potencijalom za isporuku lekova u vijabilne slojeve koze
[184]. Bitno je napomenuti da je preliminarna studija pokazala da je primena 15 adhezivnih traka
dovoljna za uklanjanje leka iz SC (lek nije mogao da se kvantifikuje u trakama primenjenim nakon
prvih 15 traka), i prema tome, ADA ekstrahovan cijanoakrilathom biopsijom moze da se definise
kao lek deponovan u folikulima dlaka.

Uprkos odredenim ogranicenjima, koza uha svinje je koriS¢ena za procenu preuzimanja
ADA u SC i folikule dlaka kao pogodan model za humanu kozu [184]. Budu¢i da ADA ima
potencijal za indukovanje sistemskih teratogenih i nezeljenih efekata na kozi [145, 161, 166], kao i
da cijanoakrilatna biopsija dovodi do znacajnog narusavanja kozne barijere, sprovodenje in vivo
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metode sa trakama na humanim dobrovoljcima, koju regulatorna tela preporucuju za ispitivanje
ckvivalencije topikalnih preparata, moze biti komplikovano. 1z tog razloga, metoda sa adhezivnim
trakama je sprovedena in vitro na kozi uha svinje pod finite uslovima doziranja, oponasajuci
uobicajen nacin njihove primene u praksi od strane pacijenata.
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Slika 4.28. Dermalna raspolozivost ADA procenjena in vitro na kozi uha svinje primenom metode
sa adhezivnim trakama, predstavljena kao zavisnost kumulativne koli¢ine penetriranog leka
(ng/cm?) i standardizovane debljine SC. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD, n = 5

Na Slici 4.28. je prikazana kumulativna koli¢ina penetriranog ADA (ng/cm?) nakon 1-h
aplikacije ispitivanih formulacija u zavisnosti od normalizovane (standardizovane) debljine
uklonjenog sloja SC (x/L). Kao $to se moze primetiti, ispitivane mikroemulzije nisu dovele do
povecanja nivoa penetracije ADA u SC u odnosu na referentni preparat. Naprotiv, nesto vece
koli¢ine leka su ekstrahovane iz SC tretiranog Sona® kremom (Slika 4.28). Porede¢i ove rezultate
sa 24-h in vitro studijom penetracije/permeacije (pogledati deo 4.3.2.2), ovakav ishod nije o¢ekivan.
Medutim, ne treba zaboraviti da delovanje topikalnih preparata zavisi od mnogih faktora,
ukljucujuci i eksperimentalne uslove. U tom smislu, neophodno je da se naglasi da je ranija studija
penetracije/permeacije sprovedena pod infinite uslovima doziranja formulacija, dok je aktuelna
metoda sa adhezivnim trakama podrazumevala finite nac¢in primene uzoraka, koji je reprezentativan
za uobicajenu in vivo situaciju koris¢enja topikalnih preparata u praksi [237]. Druga vazna razlika je
ta Sto je procedura tape stripping-a sprovedena bez primene okluzivnih uslova, za razliku od studije
penetracije/permeacije, u kojoj su difuzione Celije tokom celog eksperimenta bile pod okluzijom.
Dobro je poznato da stepen okluzije moze da se odrazi na transport leka tako §to dolazi do promena
u hidrataciji koze ili u sastavu aplikovanih formulacija zbog isparavanja sastojaka [61, 237]. Prema
tome, profili penetracije ADA su se mogli promeniti zbog isparavanja vode iz mikroemulzija i stoga
I promene njihove mikrostrukture [18, 55]. Sli¢no, isparavanje sastojaka iz komercijalnog preparata
je moglo dovesti do supersaturacije i povecanja termodinamicke aktivnosti leka, kao pokretacke
snage za njegov transport u kozu. Osim toga, primena krema koji u svom sastavu sadrzi
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ciklometikon i skvalen je mogla da dovede do okluzije roznatog sloja Sto je pospeSilo prelazak
ADA u kozu. Takode treba da se napomene da je procedura sa adhezivnim trakama kratkotrajni
eksperiment (1 h), za razliku od ispitivanja penetracije/permeacije (24 h), $to je dodatno moglo da
se odrazi na dobijene rezultate, narocito imajuci u vidu sporije oslobadanje ADA iz mikroemulzija
u toku prvih nekoliko casova (Slika 4.24). Kada se dobijeni rezultati uporede sa nalazima
zabeleZzenim u sli¢nim studijama, komparabilne koli¢ine penetriranog ADA u SC su dostignute
primenom mikroemulzija zasnovanih na polisorbatu 20 i kontrolne formulacije [69], Sto
potkrepljuje delimi¢no rezultate dobijene u aktuelnoj studiji. Slican trend su takode uocili
Lauterbach i Mdller-Goymann [184] nakon kratkotrajne (30-min) primene disperzije Cvrstih
lipidnih mikroCestica sa inkorporiranim ADA koriste¢i finite uslove njihovog doziranja.
Analizirajuéi posebno penetraciju ADA u SC iz mikroemulzija koje imaju razli¢it kvalitativni i
kvantitativni sastav (Tabela 4.3), razlika u koli¢ini leka ekstrahovanog iz SC nije znacajna, kao §to
je moglo i da se nagovesti iz in vivo studije bezbednosnog profila mikroemulzija, kao i procene
penetracije pod infinite uslovima doziranja.
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Slika 4.29. Rezultati diferencijalnog stripping-a — ukupna koli¢ina ADA koji je iz mikroemulzija i
kontrolnog uzorka penetrirao u SC i folikule dlaka koZze uha svinje. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SD (n =5)

Za razliku od sadrzaja ADA deponovanog u SC, kvantifikovanje dveju cijanoakrilatnih
traka je otkrilo poboljSanu penetraciju leka u folikule dlaka iz mikroemulzija u odnosu na Sona®
krem (Slika 4.29). Folikularna akumulacija ADA tokom 1-h izlaganja koze uzorcima je bila u
opsegu od 157,00 + 114,91 ng/cm? do 183,30 + 156,32 ng/cm? na mestima tretiranim Sona®
kremom i APG-3, sledstveno. Dakle, uzimaju¢i u obzir da su mikroemulzije u odnosu na
komercijalno dostupan preparat obezbedile bolju penetraciju leka u kozu i komparabilnu isporuku u
folikule dlaka, njihova primena u tretmanu akni deluje obeéavajuce. Medutim, uprkos znacajnom
povecanju dermalne isporuke leka putem APG-3 formulacije, njena primena bi mogla biti
ograni¢ena zbog prolaska leka u akceptorsku fazu, $to bi moglo da vodi ka nepozeljnoj perkutanoj
resorpciji ADA. 1z tog razloga, APG-4 sistem, koji sadrzi P810 kao surfaktant i C90 kao uljanu
fazu (Tabela 4.3), moze da bude u prednosti. Medutim, ovakve navode je potrebno potkrepiti
odgovarajuc¢im in vivo ispitivanjima.
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4.4. REZULTATI I DISKUSIJA CETVRTE FAZE EKSPERIMENTALNOG
RADA

Kako je u prethodnoj fazi eksperimentalnog rada ove doktorske disertacije potvrden koncept
mikroemulzija kao pojacivaca selektivne dermalne isporuke model lekovite supstance (SN), cilj
poslednje faze eksperimentalnog rada je bio da se utvrdi da li transport leka u kozu moze dodatno
da se unapredi kombinovanom primenom fizickog i hemijskog inhensera penetracije. Preciznije,
poslednja faza rada je imala za cilj da se mikroemulzije, kao opcija hemijskog pojacivaca
penetracije, prevedu u rastvorljive mikroigle, koje pobolj$avaju penetraciju lekova u kozu fizickim
narusavanjem barijere SC. Paralelno su rastvorljive mikroigle takode formulisane i iz rastvora Ciste
lekovite supstance. Dodatno je u ovoj fazi rada ispitana mogucnost poboljSanja dermalne isporuke
SN kombinovanom primenom mikroemulzija 1 ¢vrstih silikonskih mikroigala, sa ciljem poredenja
efikasnosti razlicitih pristupa u dermalnoj isporuci leka.

4.4.1. lzrada rastvorljivih mikroigala

Kao $to je pomenuto u eksperimentalnom delu ove doktorske disertacije, rastvorljive
mikroigle se izraduju punjenjem Supljina kalupa (uglavnom izradenih od PDMS) odgovaraju¢om
tecnom formulacijom uz primenu vakuuma 1/ili centrifugiranja [104], kako bi se osiguralo potpuno
ispunjavanje Supljina kalupa i uklanjanje vazduha. Kao polazna formulacija za izradu rastvorljivih
mikroigala, odabrane su mikroemulzije ME-EVE i ME-P80T, koje su se pokazale kao najefikasnije
kada je re¢ o penetraciji SN u koZu. Medutim, imaju¢i u vidu da je u formulaciji rastvorljivih
mikroigala neophodna primena polimera ili ugljenih hidrata koji odreduju mehanicke osobine i
¢vrstinu mikroigala [92, 102], sama mikroemulziona formulacija nije pogodna za fabrikovanje ove
vrste fiziCkog inhensera penetracije. 1z tog razloga, u placebo uzorke ispitivanih mikroemulzija su
dodavani razli¢iti biokompatibilni polimeri, koji se ¢esto koriste u izradi rastvorljivih mikroigala:
PVA, PVP, HPMC i CMC ultra niskog viskoziteta, svi u koncentraciji od 5% m/V izuzev CMC
(3% m/V). CMC nije mogla da se disperguje i hidratise u ME-EVE i ME-P80T, tj. doslo je do njene
precipitacije u uzorcima. Sa druge strane, dodatak PVA, PVP i HPMC je rezultovao u rastvaranju
polimera u mikroemulzijama te su ove formulacije sluzile za punjenje PDMS kalupa pomocéu
kapilare, a kontrola procesa punjenja je vrsena pod svetlosnim mikroskopom (Olympus SZ61, PA,
SAD). Odmah nakon punjenja, kalupi su ostavljani da se suSe u eksikatoru tokom 2 h, odnosno
preko no¢i, kako bi se utvdilo optimalno vreme susenja. Medutim, niti jedan od navedenih uslova
nije obezbedio formiranje rastvorljivih mikroigala jer nije doSlo do suSenja primenjenih
formulacija. Razlog za neuspeh u izradi rastvorljivih mikroigala iz mikroemulzija najverovatnije
potiCe od sastava formulacija, pre svega od prisustva relativno velikih koli¢ina ulja i surfaktanata
(koji su takode na sobnoj temperaturi u tecnom agregatnom stanju). Vrlo je moguce da je ovakvom
ishodu doprinela i unutrasnja struktura sistema, koja se odlikuje odsustvom potpuno razvijenih U/V
kapi. Naime, iako na uspe$nost izrade rastvorljivih mikroigala uti¢e veliki broj formulacionih i
eksperimentalnih faktora, medu kojima su izbor odgovarajuceg polimera i njegova koncentracija
medu najznacajnijim [109, 110, 238], treba da se napomene da se ova vrsta mikroigala uglavnom
fabrikuje iz vodenih rastvora/hidrogela lekovitih supstanci [94, 109, 110, 113] ili hidro-alkoholnih
rastvora [239]. Takode, iako se u formulaciji rastvorljivih mikroigala koriste surfaktanti kao
solubilizatori ili plastifikatori [110, 113, 240], njihova koncentracija je znacajno niza nego u
mikroemulzijama razvijenim u okviru ove doktorske disertacije. Daljim uvidom u literaturu moze
se primetiti da je, sa ciljem poboljsane i kontrolisane isporuke lekova, rastvorljive mikroigle
moguce izraditi iz svega nekoliko razli¢itih naprednih nosaca lekova, kao §to su polimerne
nanocestice [85, 128-130], nanosuspenzije [132, 133] ili mikrocestice [134]. Treba da se uoci da su
svi navedeni koloidni nosaci zapravo kori$¢eni kao osuSeni praskovi ili ¢vrste Cestice/vezikule, koje
su neposredno pre izrade dispergovane u vodenoj fazi, koja je ¢inila osnovu formulacija namenjenih
za prevodenje u rastvorljive mikroigle. Dodatkom polimera u vodenu sredinu dolazilo je do
rastvaranja polimera, a isparavanjem vode nakon punjenja kalupa u sistemima je zaostajao
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o¢vrsnuli polimerni matriks koji je sadrzavao pocetnu formulaciju sa aktivnom supstancom. U
okviru pomenutih studija je takode primeceno da je neophodno uloziti dodatne napore u smislu
izbora ekscipijenasa i optimizovanja eksperimentalnih uslova za izradu. Shodno tome, ¢ini se da
mikroemulzije nisu pogodan vehikulum za prevodenje u rastvorljive mikroigle, bar ne one koje
sadrze veliki udeo teSko isparljivih teCnih ekscipijenasa. Medutim, mogucnost obrazovanja
rastvorljivih mikroigala iz mikroemulzija ne moze u potpunosti da se iskljuci na osnovu rezultata
dobijenih na ovako malom broju uzoraka. U tom kontekstu, trebalo bi da se razmotre kaplji¢ni U/V
sistemi sa nizim sadrzajem ulja i PAM, stabilizovani surfaktantima dostupnim u ¢vrstom
agregatnom stanju i isparljivim kosurfaktantima poput alkohola.

Naredni cilj ove faze istraZzivanja je bio da se rastvorljive mikroigle formuliSu iz rastvora
leka, kako bi se omogucila komparativna evaluacija potencijala fizickog i hemijskog pojacivaca
penetracije SN u koZzu. S obzirom na rastvorljivost SN (Tabela 1.6), kao lako isparljiv rastvarac je
odabran metanol jer moze da obezbedi inkapsulaciju najvece koli¢ine SN u rastvorljive mikroigle.
Koris¢enje organskih rastvara¢a u fabrikaciji rastvorljivih mikroigala je nacin na koji se moze
prevaziéi slaba rastvorljivost lipofilnih lekova u vodi [239]. Naredni korak je bila selekcija
odgovaraju¢eg biokompatibilnog polimera, S$to je od izuzetnog znacaja, kako za obrazovanje
odgovarajuce strukture, tako i za biolosku prihvatljivost nosaca leka. Nakon pazljive analize
fizickohemijskih karakteristika polimera koji se koriste u fabrikaciji mikroigala, narocito njihove
rastvorljivosti, za dalja ispitivanja je odabran niskomolekularni povidon (PVP) (Kollidon 17PF,
BASF, Nemacka).

PVP je biokompatibilni polimer koji je odobrila FDA i koji se koristi kao plazma-ekspander,
sredstvo za vezivanje u formulaciji tableta, ali i fabrikaciji rastvorljivih mikroigala [238, 241]. Kao
polazna formulaciju za izradu rastvorljivih mikroigala, PVP obrazuje hidrogele u vodenoj sredini
pri koncentracijama koje se krecu do 60% m/V, u zavisnosti od molekulske mase koris¢enog PVP
[238]. S obzirom na nedostatak literaturnih podataka o formulaciji rastvorljivih mikroigala iz
rastvora PVP u drugim rastvaraima, najpre je ispitana moguénost njihove izrade iz metanola bez
rastvorene lekovite supstance, pri ¢emu je varirana koncentracija povidona — 10, 20 i 30% m/V.
Pokazano je da se nizovi mikroigala mogu uspeSno fabrikovati pri svim ispitivanim
koncentracijama upotrebljenog polimera. Mikroskopskim pregledom dobijenih nizova (Slika 4.30)
je uoceno da su mikroigle imale pravilan piramidalan oblik i da su u potpunosti odgovarale master
kalupima u kojima su izradivane. Medutim, vrhovi igala izradenih iz 10% rastvora PVP su bili
blago savijeni, §to moze da ukaze na loSe mehani¢ke osobine i neupeh prilikom njihove insercije u
kozu. Iz tog razloga, za dalju pripremu rastvorljivih mikroigala sa lekovitom supstancom, odabrani
su 20% i 30% m/V rastvori PVP u metanolu. U okviru ovog dela eksperimentalnog rada je utvrdeno
da su optimalni uslovi punjenja kalupa postignuti pri protoku formulacije kroz kapilaru od 7,5
pl/min. Osim toga, u ovoj preliminarnoj fazi razvoja fizickog pojacivaca penetracije leka, nacin
suSenja je prepoznat kao kritican korak u izradi, §to je bilo ocekivano, imaju¢i u vidu laku
isparljivost metanola. Stoga su u daljoj pripremi uzoraka sa lekom kalupi stavljani u eksikator
nakon punjenja svaka tri kalupa i ostavljani preko no¢i kako bi se osusili.

U narednoj fazi je SN kao model lekovita supstanca rastvoren u osnovnim placebo
formulacijama u tri razli¢ite koncentracije: 5, 25 i 66,7 mg/ml, pri ¢emu je koncentracija 66,7
mg/ml predstavljala saturacionu koncentraciju leka u metanolnim rastvorima PVP. Punjenje kalupa
tako dobijenim polaznim formulacijama, njithovim suSenjem i evaluacijom je ustanovljeno da
upotreba SN u maksimalnoj koncentraciji vodi ka obrazovanju mikroigala koje nisu imale
odgovarajuce morfoloSke karakteristike jer je nakon isparavanja metanola dolazilo do kristalizacije
leka i njegovog izdvajanja iz sistema. Sa druge strane, ista pojava nije mogla da se zapazi pri
sadrzaju leka od 5 mg/ml, odnosno 25 mg/ml. Kako je cilj bio da se §to veca koli¢ina leka isporuci
selektivno u kozu, za dalju evaluaciju su izabrane formulacije sa 25 mg/ml SN (Slika 4.31). Takode,
treba da se naglasi da, iako je upotreba PVP u obe koncentracije (20% i 30% m/V) rezultovala u
nastanku mikroigala pravilnog oblika, prinos dobijanja nizova mikroigala zadovoljavajucih
karakteristika (vrednovanih sa 90 ili viSe poena) je bio nizi (30%) pri koriS¢enju uzoraka izradenih
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iz rastvora sa 20% PVP, s$to je procenjivano mikroskopski, koriste¢i interne kriterijume za njihovu
evaluaciju (Tabela 3.4, Slika 4.32).

Slika 4.30. Mikrografije izradenih placebo rastvorljivih mikroigala (polazna formulacija — konc.
PVP 30% m/V)
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Slika 4.31. Mikrografije izradenih rastvorljivih mikroigala sa SN (polazna formulacija — konc.
PVP 30% m/V, sadrzaj leka 25 mg/ml)

Na izradenim nizovima mikroigala (Slika 4.32) se mogao primetiti izostanak formiranja
(ocena 1) i po nekoliko mikroigala, kao i nepotpune (ocena 2), mikroigle nepravilnih oblika ili sa
iskrivljenim vrhovima (ocena 3), §to je uoc¢eno ne samo kod uzoraka sa 20% m/V PVP, nego i pri
koncentraciji polimera od 30% m/V, ali u manjoj meri (prinos procesa izrade u ovom sluc¢aju je bio
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65,4%). Dakle, na kraju ove faze, za dalju pripremu rastvorljivih mikroigala su izabrani sledeéi
procesni parametri: PVP u koncentraciji od 30% m/V i sadrzaj leka od 25 mg/ml. Nizovi
rastvorljivih mikroigala dobijenih rastvaranjem SN u PVP polimernom matriksu, koji su imali vise
od 90% mikroigala vrednovanih ocenom 4 (Tabela 3.4, Slika 4.31), odnosno uzorci Kkoji su
vrednovani sa vise od 90 bodova (od maksimalnih 100, §to je odgovaralo nizu sa svih 25 potpuno
obrazovanih mikroigala o$trih vrhova i pravilnog piramidalnog oblika) podvrgnuti su daljoj
karakterizaciji.

Slika 4.32. Kriterijumi kori§c¢eni za procenu morfoloskih osobina rastvorljivih mikroigala

4.4.2. Ispitivanje karakteristika rastvorljivih mikroigala

4.4.2.1. Procena morfoloskih i mehanickih osobina rastvorljivih mikroigala

Kako su dobijene mikroigle (Slika 4.30, Slika 4.31) bile identi¢na replika originalnih
silikonskih nizova mikroigala koris¢enih za izradu PDMS kalupa, moze se smatrati da su vrednosti
vaznih parametara koji odreduju mehani¢ku otpornost mikroigala sa jedne strane, i uspeSnost
njihove insercije u kozu, a time i uspes$nost isporuke leka, sa druge strane [85, 97], bili sledeci:
visina 500 pm i preénik baze priblizno 333 pum, odnosno njihov odnos priblizno 1,5. S obzirom da
je odnos visine 1 Sirine bio ve¢i od 1,3, oc¢ekuje se da primena mikroigala duzine od 500 um moze
da obezbedi penetraciju SN u dublje slojeve koze [10, 85], §to ¢e biti utvrdeno u poslednjoj fazi ove
doktorske disertacije.

Mehanicke osobine mikroigala su definisane njihovom mehani¢kom c¢vrstinom, odnosno
sposobnos¢u da se odupru delovanju sile pritiska, Sto uglavnom zavisi od vrste materijala i uslova
koris¢enih u njihovoj izradi [92]. Kako bi se procenile ove karakteristike dobijenih mikrogala,
merena je sila koja je dovela do lomljenja mikroigala. Pokazano je da je do loma mikroigala doslo
pri primeni sile od 4,68 + 0,32 N (n = 3) (Slika 4.33), ukazujué¢i na sposobnost mikroigala da se
odupru kompresiji i lomljenju prilikom primene. Budu¢i da je za penetraciju niza mikroigala
(povriine 1 cm?) dovoljna sila 0,1-3 N [10, 242], moZe se pretpostaviti da ée insercija formulisanih
rastvorljivih mikroigala u kozu biti uspesna.
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Sila (N)
16 -
14 -
12

10 1

Placebo uzorci
Uzorci sa lekom

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Udaljenost (mm)

Slika 4.33. Mehani¢ka otpornost izradenih rastvorljivih mikroigala — placebo uzorci i uzorci sa
lekovitom supstancom

4.4.2.2. Odredivanje sadrzaja SN u rastvorljivim mikroiglama

U narednom koraku su uzorci rastvorljivih mikroigala (jedan niz mikroigala je predstavljao
jedan uzorak) analizirani u pogledu sadrzaja inkapsuliranog SN. Sadrzaj lekovite supstance se
nalazio u rasponu od 74,48-79,67 g po nizu, sa prose¢nom vrednoséu od 77,89 + 2,35 (n = 10). Iz
ovoga se moze zakljuciti da su se izradene rastvorljive mikroigle odlikovale dobrom ujednacenoscu
sadrzaja lekovite supstance. Sadrzaj leka u mikroiglama je takode bitan parametar koji omogucava
procenu efikasnosti sistema u isporuci leka, u smislu odredivanja koli¢ine leka koja je trasportovana
u i kroz kozu, u odnosu na ukupnu primenjenu koli¢inu leka.

4.4.2.3. In vitro procena brzine rastvaranja rastvorljivih mikroigala

Tabela 4.11. Rezultati in vitro brzine rastvaranja SN iz rastvorljivih mikroigala

% rastvorenog SN u odnosu na

Vreme (min) . . o)
primenjenu koli¢inu
5 112,28 + 12,06
15 92,87 + 13,55
30 91,84 + 3,99

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD (n = 3)

Kako bi se utvdilo da ¢e se mikroigle nakon primene rastvoriti, odnosno da ¢e doc¢i do
oslobadanja i rastvaranja SN, sprovedeno je in vitro ispitivanje brzine rastvaranja leka. Dobijeni
rezultati su prikazani u Tabeli 4.11. Kao $to se moZe zapaziti, celokupna koli¢ina leka se rastvorila
ve¢ nakon prvih 5 minuta ispitivanja, a potpuno rastvaranje je potvrdeno i u uzorcima koji su bili u
kontaktu sa medijumom u toku 15, odnosno 30 min. Ovi nalazi su potvrdeni i mikroskopskom
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inspekcijom (Slika 4.34) jer se na ostacima 3M potporne trake moze uociti odsustvo kristala leka i
nerastvorenih delova sistema, §to je siguran znak rastvaranja ispitivanih mikroigala.

Slika 4.34. Rezultati in vitro brzine rastvaranja SN iz rastvorljivih mikroigala — mikrografija 3M
potporne trake nakon: a) 5 min; b) 15 min i ¢) 30 min ispitivanja
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4.4.3. In vitro procena penetracije/permeacije SN primenom razli¢itih vrsta
mikroigala

4.4.3.1. In vitro procena penetracije/permeacije SN kombinovanom primenom mikroemulzija
i évrstih silikonskih mikroigala (,,poke and patch* pristup)

Kako je u prethodnim fazama istrazivanja pokazano (poglavlje 4.3.1) da primenom
mikroemulzija moze znacajno da se unapredi transport SN u kozu, u ovoj fazi istrazivanja je
testirana hipoteza da predtretman koze mikroigalama rezultuje u dodatnom poboljsanju isporuke
leka. Iako je u znaCajnom broju istrazivanja zapazeno da perforacija koze ¢vrstim mikroiglama
rezultuje u pospesivanju penetracije/permeacije lekovitih supstanci iz konvencionalnih i naprednih
nosaca [111, 112, 124, 135], kombinovana primena mikroigala i mikroemulzija je jo§ uvek slabo
dokumentovana u literaturi [125-127]. Zu i sar. [127] su dokazali i u in vitro i in vivo uslovima da
kombinacija mikroemulzija i ¢vrstih silikonskih mikroigala vodi ka poboljSanju perkutane isporuke
hidrofilnog leka. Sli¢no je potvrdeno i u sluéaju lipofilnih lekova [125, 126].

Slika 4.35. Mikrografija koze uha svinje pune debljine obojene rastvorom metilenskog plavog
neposredno nakon primene ¢vrstih silikonskih mikroigala

Eksperiment je obuhvatao aplikaciju kvantitativno istih mikroemulzija ME-EVE i ME-
P80T, koje su se razlikovale po vrsti upotrebljenih stabilizatora (Tabela 4.2), pod infinite uslovima
doziranja, na kozu prethodno tretiranu ImmuPatch mikroiglama duzine 200 um. Dobijeni rezultati
su potvrdili ranija zapazanja 0 naruSavanju integriteta kozne barijere i povec¢anju permeabilnosti
koze nakon aplikacije mikroigala (Slika 4.35 i Slika 4.36). Studija bojenja koze metilenskim plavim
neposredno nakon primene ¢vrstih silikonskih mikroigala je pokazala da je doslo do naruSavanja
strukture SC i obrazovanja mikrokanala u kozi. Bojenje koze metilenskim plavim je moguce jer se
ova boja vezuje za proteine koze. Tipi¢no, zbog svoje hidrofobne prirode, SC ne moze da apsorbuje
hidrosolubilnu boju, medutim jednom kada je SC prevaziden primenom mikroigala, boja difunduje
kroz kozu u njene hidrofilne delove [187]. Drugim re¢ima, pokazano je da je aplikacija mikroigala
obezbedila formiranje pora u kozi koje povecavaju njenu propustljivost.

Predtretman koze mikroiglama je poboljSao isporuku SN u kozu iz obe ispitivane
mikroemulzione formulacije. 24 h nakon primene mikroemulzionih uzoraka ME-P80T i ME-EVE,
kolic¢ina leka koja je deponovana po lem? koZe tretirane mikroiglama je bila 77,42 + 29,64 pg i
116,32 + 38,89 pg, respektivno, sto predstavlja povecanje od 1,90-2,02 puta u odnosu na efekte
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mikroemulzija na intaktnu kozu. Medutim, zbog visoke varijabilnosti dobijenih vrednosti,
ispostavilo se da ovo povecanje nije statisti¢ki znacajno. Dobijeni nalazi su u dobroj korelaciji sa
ranijim zapazanjima Mojeiko i sar. [126] koji su takode iz tretirane koze ekstrahovali ~ 2 puta vise
ispitivane lekovite supstance, za razliku od Kelchena i Brogdena [125] koji su dostigli 20 puta bolju
penetraciju propranolola u kozu nakon aplikacije mikroigala. Medutim, kod poredenja rezultata
dobijenih u razliCitim istrazivanjima ne treba da budu zanemarene razlike u fizickim i mehani¢kim
osobinama mikroigala, nacinu njihove aplikacije, vrsti i nafinu pripreme koze koris¢ene za
ispitivanje, trajanju eksperimenta, koli¢ini primenjene formulacije itd. Tako na primer, imajuéi u
vidu da je penetracija propranolola ispitivana 24 h bez primene okluzije [125], znacajno poveéanje
njegove penetracije nije iznenadujuce i moze da se objasni znaCajnim isparavanjem etanola i vode iz
formulacija, Sto je poveéalo termodinamicku aktivnost leka. Poredeéi razlic¢ite mikroemulzione
formulacije, treba takode da se istakne da je neSto viSe leka ekstrahovano iz uzoraka koze na koje je
nakon aplikacije mikroigala nanesena ME-EVE u poredenju sa ME-P80T, Sto je u saglasnosti sa
rezultatima dobijenim pri aplikaciji samih mikroemulzija. Ovim je jo$ jednom potvrdeno da
mikroemulzija zasnovana na EV surfaktantu ispoljava neSto vecu efikasnost u dermalnoj
akumulaciji model lekovite supstance. Konacno, kada se uporede koli¢ine leka deponovane
kombinovanjem dva raziCita pristupa za poboljSanje njegove isporuke (mikroemulzije i Cvrste
silikonske mikroigle), odnosno primenom konvencionalnog farmaceutskog oblika (Mycosert®
krem), ERp dostize vrednosti 5,4-8,1, Sto predstavlja znacajno pojaCavanje dermalne isporuke
SN (p=0,0212 i p = 0,0105).
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Slika 4.36. Ukupna koli¢ina SN penetrirala iz mikroemulzija u kozu uha svinje pune debljine
tretirane mikroiglama u toku 24 h (izrazeno kao srednja vrednost = SD, n = 5)

Dodatnu potvrdu da su mikroigle dovele do obrazovanja mikropora u kozi je obezbedila
kvantifikacija SN u receptorskom medijumu (Slika 4.37). Preciznije, kumulativna koli¢ina leka koja
je permeirala nakon 24 h iz mikroemulzija ME-EVE | ME-P80T kroz kozu tretiranu mikroiglama je
bila 26,96 + 7,88 pug/ml i 12,66 + 2,07 pug/ml, redom, dok SN u istom vremenskom periodu nije
detektovan u akceptorskoj fazi nakon primene samih mikroemulzija (poglavlje 4.3.1.2). Tokom

129



prvih 8 h ispitivanja, SN nije detektovan u akceptorskoj fazi ni u jednom od ispitivanih uzoraka.
Sli¢no penetraciji leka, jo§ jednom je transport SN kroz kozu bio manje naglasen primenom ME-
P80T u odnosu na ME-EVE. Cinjenica da lek nakon kombinovane aplikacije mikroemulzija i
mikroigala dospeva u receptorski medijum upuéuje na zakljuéak da je na ovaj na¢in moguce
isporuciti antifungalni lek u dublje slojeve koze ili nokte, a potencijalno i u sistemsku cirkulaciju,
$to moze da bude prednost u leenju dubljih gljiviénih infekcija ili onihomikoza. lako SN zasad nije
dostupan niti u jednom farmaceutskom obliku namenjenom njegovoj sistemskoj isporuci, koncept
paralelne upotrebe mikroemulzija i mikroigala bi mogao da bude korisna sprega za povecanje
isporuke razli¢itih antimikotika (npr. flukonazol, ketokonazol, terbinafin) u sistemsku cirkulaciju
kod ozbiljnijih dermatomikoza.

10 H

Sadrzaj SN (ug/cm’)

ME-EVE ME-PROT

Slika 4.37. Ukupna koli¢ina SN permeirala u akceptorsku fazu 24 h nakon aplikacije
mikroemulzionih uzoraka na kozu tretiranu ¢vrstim silikonskim mikroiglama (izrazeno kao srednja
vrednost + SD, n = 5); * statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na ME-P80T (p < 0,05)

4.4.3.2. In vitro procena penetracije/permeacije SN primenom rastvorljivih mikroigala (,,poke
and release* pristup)

Kako su dobijeni rezultati prikazani u prethodnim potpoglavljima (4.4.2.2. i 4.4.2.3)
potvrdili da su izradene rastvorljive mikroigle imale prihvatljive karakteristike u pogledu ¢vrstine i
brzine rastvaranja leka, u poslednjoj fazi esperimenata su pod in vitro uslovima sprovedene studije
penetracije/permeacije ispitivane model lekovite supstance iz rastvorljivih mikroigala u/kroz kozu
uha svinje pune debljine. Jedan od glavnih ciljeva ove doktorske disertacije je bio da se ispita i
uporedi doprinos razliCitih pristupa poboljSanju isporuke leka u kozu: hemijski (mikroemulzije) ili
fizicki inhenser penetracije (rastvorljive mikroigle) ili njihove kombinacije, §to je takode
obezbedeno eksperimentima izvedenim u ovoj poslednjoj fazi istrazivanja. Dakle, izvrSena je
komparativna evaluacija efikanosti kombinacije hemijskog (mikroemulzije) i fizi€¢kog (Cvrste
silikonske mikroigle) pojacivaca penetracije u odnosu na primenu samih mikroemulzija, odnosno
samih rastvorljivih mikroigala.

Budu¢i da je sadrzaj lekovite supstance po jednom nizu mikroigala povrsine 1 cm? bio 77,89
+ 2,35 pg, kao i da je dostupna povrsina za primenu rastvorljivih mikroigala bila 2,01 cm?, ovo
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ispitivanje je vrSeno pod finite uslovima doziranja. Kako bi se omogucila adekvatna komparacija
potencijala razli¢itih mehanizama za povecanje isporuke leka u/kroz kozu, mikroemulzije su
aplikovane na netretiranu, odnosno kozu tretiranu ¢vrstim silikonskim mikroiglama (3 niza sa po 16
mikroigala) u koli¢ini u kojoj je sadrzaj SN odgovarao sadrzaju u dva niza rastvorljivih mikroigala.

Kako bi doslo do penetracije lekovite supstance iz rastvorljivih mikroigala, neophodno je da
one imaju odgovaraju¢e morfoloske 1 mehanicke osobine, o ¢emu je diskutovano u okviru ove
doktorske disertacije. Potvrda da su izradene rastvorljive mikroigle uspesno penetrirale u kozu je
data na Slici 4.38, koja prikazuje izgled koze uha svinje pune debljine tretirane rastvorljivim
mikroiglama po okoncanju studije penetracije/permeacije. Jasno moze da se primeti Sablon
mikropora na kozi (dva niza od 5x5 mikroigala). Osim toga, na istoj slici je prikazana mikrografija
3M potporne trake nakon zavrSenog ekperimenta, koja se odlikuje odsustvom ostatka mikroigala i
ukazuje na njihovo potpuno rastvaranje. U prilog ovim zapazanjima govori i analiza sadrzaja SN
deponovanog u kozi, $to je takode pokazatelj uspesne penetracije rastvorljivih mikroigala i isporuke
lekovite supstance u kozu (Slika 4.39).

Na Slici 4.39a je prikazana ukupna koli¢ina lekovite supstance koja je deponovana u kozi
svinje tokom celokupnog eksperimenta penetracije/permecije. Ukupna koli¢ina slobodnog SN koja
je oslobodena iz rastvorljivih mikroigala u toku 24 h i zadrzana u kozi je bila 3,45 + 0,62 pg/cm?.
Istovremeno, pod istim uslovima doziranja, koli¢ina leka ekstrahovanog iz koze tretirane
mikroemuzionom formulacijom je bila neznatno niza (3,25 + 1,00 pg/cm?) (p = 0,996).

Slika 4.38. a) Vizuelni pregled uzorka koze svinje pune debljine tretirane rastvorljivim
mikroiglama po okoncanju studije penetracije/permeacije (nakon 24 h); b) mikrografija 3M
potporne trake po okoncanju studije penetracije/permeacije; c) i d) mikrografije uzoraka koze svinje
pune debljine tretirane rastvorljivim mikroiglama po okoncanju studije penetracije/permeacije
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lako se aplikacijom rastvorljivih mikroigala (koje se uspesno insertuju u kozu) lekovita
supstanca uvodi direktno u kozu gde dolazi do njenog brzog rastvaranja, difuzijom leka u kozu iz
mikroemulzione formulacije je nakon 24 h ostvareno podjednako deponovanje SN. Ovaj rezultat je
veoma znacajan, imajuci u vidu da, kada je rec¢ o proceni dermalne isporuke lekovitih supstanci,
paralelna analiza efikasnosti rastvorljivin mikroigala u odnosu na submikronske emulzije do sada
nije sprovodena. Takode, poredenje kapaciteta rastvorljivih mikroigala izradenih iz slobodnog leka
u odnosu na druge napredne savremene nosace lekova, prema dosadasnjim saznanjima nije
zabelezeno. Ipak, buduéi da je u relevantnim nau¢nim publikcijama [132, 133] dokumentovano da
primena rastvorljivih mikroigala rezultuje u vecoj penetraciji/permeaciji lekovite supstance u
odnosu na polaznu formulaciju korisé¢enu za fabrikaciju mikroigala, ovakav rezultat delimi¢no nije
oCekivan. Prema dobijenim rezultatima, ¢ini se da se primenom fizickog inhensera penetracije
obezbeduje sli¢an transport model lekovite supstance u kozu kao kada se na kozu aplikuje opcija
hemijskog inhensera penetracije. Dakle, pokazano je da su razli¢iti mehanizmi pomocu kojih
mikroemulzije povecavaju permeabilnost koze i isporuku lekova u/kroz kozu, o kojima je bilo
diskutovano u okviru ove doktorske disertacije, ekvivalentni fizickom narusavanju integriteta kozne
barijere do kojeg dolazi primenom rastvorljivih mikroigala.

Sa druge strane, vrednosti perkutane akumulacije SN dobijene primenom rastvorljivih
mikroigala, odnosno mikroemulzije, su se znacajno razlikovale od dermalnog deponovanja leka
postignutog kombinovanom primenom mikroemulzije i ¢vrstih silikonskih mikroigala (Slika 4.39a).
Imajuéi u vidu rezultate eksperimenta sprovedenog pod infinite uslovima doziranja, ovakav rezultat
je bio ocekivan i dodatno je potvrdio da je predtretman koze ¢vrstim silikonskim mikroiglama
pogodan pristup za povecanje perkutane penetracije leka primenjenog u formi mikroemulzija.
Znacajno veca kolicina SN je ekstrahovana iz koZe na kojoj je testirana paralelna primena dva
razli¢ita mehanizma povecanja permeabilnosti koze — 15,19 + 6,16 pg/cm?, ukazujuéi jo§ jednom
na njihovo sinergisticko delovanje. Medutim, za razliku od ispitivanja penetracije pod infinite dose
uslovima, gdje je postignuto povecanje isporucenog SN u kozu od 2,02 puta (Sto je bilo bez
statisticke znacajnosti), u slucaju studije koja odgovara realnoj situaciji primene leka u praksi
vrednost ERp je bila 4,67. Dakle, nakon uspes$nog obrazovanja mikropora u kozi primenom
ImmuPatch silikonskih mikroigala, difuzija leka iz mikroemulzija je ocekivano bila pospesena.
Imajué¢i u vidu otvaranje pora na kozi indukovano aplikacijom mikroigala, bikontinuirana
mikroemulzija formulacija je verovatno olaksano difundovala kroz rozati sloj koZze i isporucivala
lek u tkiva koze.

Takode treba primetiti da su rastvorljive mikroigle obezbedile 4,37 puta nizu dermalnu
raspolozivost model lekovite supstance u odnosu na primenu mikroemulzije na kozu prethodno
tretiranu mikroiglama. Treba naglasiti da je broj mikroigala kojim je tretirana svinjska koZa bio
slican kod primene obeju vrsta mikroigala (50 rastvorljivih mikroigala vs. 48 ¢vrstih silikonskih
mikroigala). Medutim, koriS¢ene ImmuPatch mikroigle su imale duzinu od 200 pm, dok su
rastvorljive mikroigle bile duze (500 um), te ovakav nalaz nije bio pretpostavljen. Naime, ranije je
pokazano je da se sa poveanjem duzine mikroigala povecava transport primenjenih supstanci
u/kroz kozu [243-245]. Sa druge strane, u studiji u kojoj su ispitivane mikroigle razli¢ite duzine
(225-600 um) oblozene ovalbuminom imuni odgovor je Dbi0 nezavisan od duZzine insertovanih
mikroigala [246]. Dodatno, zbog brzog in vitro rastvaranja SN iz rastvorljivih mikroigala u hidro-
alkoholnom medijum intuitivno je ocekivano da ¢e do¢i do brzog i kompletnog rastvaranja leka i u
svinjskoj kozi. Medutim, ovaj efekat je izostao. Moguce objasnjenje za dobijene razlike u ova dva
odvojena eksperimenta moze da bude ogranicena koli¢ina teCnosti i niska difuzivnost leka
isporu¢enog putem rastvorljivih mikroigala u uzorcima koze u poredenju sa ve¢om koli¢inom
smes$e vode i etanola koja je koriS¢ena pri in vitro proceni brzine rastvaranja SN iz rastvorljivih
mikroigala. Osim toga, ranije studije su ukazale na znaCaj mehanickih osobina rastvorljivih
mikroigala (determinisanih njihovim sastavom) u pogledu kapaciteta penetracije u kozu [94, 129].
Monkare i sar. [129] su uocili snazniji imuni odgovor kada je antigen primenjen u obliku suspenzije
nanocestica (teCna formulacija) pomocu Supljih mikroigala u odnosu na rastvorljive mikroigle
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izradene iz nanocestica u suvom obliku, §to delimi¢no potkrepljuje rezultate dobijene u ovom radu.
Pored toga, efikasnost penetracije mikroigala je uslovljena i silom koja se primenjuje prilikom
aplikacije mikroigala, kao i duzinom njenog trajanja [247]. Sve ovo skupa je moglo da dovede do
toga da je primenom rastvorljivih mikroigala doSlo do kompresije koZe, nepotpune insercije
rastvorljivih mikroigala u kozu i zaostajanja slobodnog leka na povrsini koze umesto insercije
mikroigala u kozu. Medutim, da bi se ove pretpostavke proverile, neophodna je sveobuhvatnija
optimizacija metode ispitivanja mehanicke jacine izradenih mikroigala na uzorcima koze.
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Slika 4.39. Rezultati studije penetracije/permeacije pod finite uslovima doziranja: a) Ukupna
koli¢ina SN primenjenog u formi rastvorljivin mikroigala (DMN), mikroemulzije (ME-EVE) i
¢vrstih silikonskih mikroigala u kombinaciji sa mikroemulzijom (SMN + ME-EVE) deponovanog u
uzorcima koze svinje u toku 24 h; b) Permeacioni profili SN primenjenog na kozu uha svinje u toku
24 hu formi DMN, ME-EVE i SMN + ME-EVE. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD,
n = 3-5. * statisticki znaCajna razlika u odnosu na ME-EVE i DMN (p < 0,05); ** statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na ME-EVE i ME-EVE + SMN (p < 0,05)
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Sli¢no je moglo da se desi i nakon primene same mikroemulzione formulacije, gde je zbog
male koli¢ine uzorka doslo do brzog isparavanja sastojaka formulacije, ostavljajuci slobodan lek na
povrsini koze, koji je imao nisku termodinamicku aktivnost.

Kada je re¢ o permeaciji SN primenjenog u razli¢itim formulacijama, u skladu sa ranijim
rezultatima studija permeacije, lek nije detektovan u akceptorskom medijumu nakon aplikacije
mikroemulzije ME-EVE, potvrdujuéi njenu pogodnost za selektivnu i ciljnu dermalnu isporuku SN.
Sa druge strane, iako je prolazak leka kroz kozu tretiranu mikroiglama bio o¢ekivan, detekcija SN u
uzorcima uzetim u vremenskim intervalima manjim od 24 h je neoc¢ekivana (Slika 4.39b). Medutim,
za razliku od eksperimenata koji su sprovedeni pod infinite uslovima primene, u kojima je za
analizu sadrzaja leka primenjena HPLC metoda, u studiji izvedenoj u ovoj fazi istrazivanja SN je
kvantifikovan pomocu osetljivije LC-MS/MS metode.

Ipak, kolicine leka koje su detektovane u uzorcima uzetim nakon 4 h, 6 h i 8 h su generalno
bile niske (vrednosti su bile ispod 55 ng/cm?), dostizu¢i vrednost od 1646,12 + 199,80 ng/cm? i
1259,84 + 136,18 ng/cm® nakon primene rastvorljivih mikroigala, odnosno kombinacije
mikroemulzije i ImmuPatch silikonskih mikroigala. Permeacija SN se najbolje mogla opisati
kinetikom nultog reda, sugeriSuci postepeni, koncentraciono nezavisan transport leka kroz kozu.
Transdermalni fluks je bio nesto visi u sludaju primene rastvorljvih mikroigala (87,91 ng/cm%h
naspram 66,99 ng/cm?/h). Veéa koli¢ina SN koja je u akceptorsku fazu difundovala iz rastvorljivih
mikroigala je verovatno posledica njihove vece duzine i direktnog transporta leka u dublje,
hidrofilne slojeve koze [243-245], odakle je lek difundovao u hidro-alkoholni medijum za koji je
imao vedi afinitet.

Prema tome, permeacija SN je bila znatno veca iz rastvorljivih mikroigala nego kada je SN
primenjen na kozu prethodno tretiranu ¢vrstim mikroiglama u formi mikroemulzije (p = 0,027).
Dakle, dokazana je i potvrdena ranija tvrdnja da su rastvorljive mikroigle uspesno penetrirale u
kozu, odakle je SN difundovao u akceptorski medijum, $to je u saglasnosti Sa ranije uocenim
prolaskom leka u akceptorsku fazu, odnosno u sistemsku cirkulaciju, u slucaju aplikacije
rastvorljivih mikroigala vecih duzina (od 500 pum i vise) [109, 110, 113]. Prema tome, rezultatima
in vitro studije penetracije/permeacije je potvrden koncept primene rastvorljivin mikroigala, ne
samo u dermalnoj, nego i u transdermalnoj isporuci lekovitih supstanci. Dodatno, sposobnost ,,poke
and patch* pristupa da omoguci perkutanu resorpciju model lekovitih supstanci iz mikroemulzija je
ranije demonstrirana in vitro i/ili in vivo u sluéaju koris¢enja mikroigala razli¢itih duzina (200, 250 i
750 pum) [125-127]. Stoga, rezultati dobijeni u ovom radu predstavljaju jos jedan primer uspesnog
koris¢enja pomenutog pristupa za dermalnu i transdermalnu isporuku antifungalnog leka. Medutim,
kada se uporedi odnos sadrzaja SN u kozi i akceptorskom medijumu, znacajno veée vrednosti se
dobijaju u korist ,,poke and patch* (12,05) naspram ,,poke and release“ pristupa (2,10), Sto je
pozeljno u sluéaju ciljne terapije dermatomikoza ispitivanim lekom.

Na kraju, sagledavaju¢i sveobuhvatno rezutate dobijene u in vitro studijama
penetracije/permeacije SN kao model lekovite supstance, moze se zakljuciti da je jedino primena
mikroemulzija pod koris¢enim uslovima ispitivanja dovela do ciljne dermalne isporuke leka, bez
njegovog prolaska u akceptorski medijum, koji bi bio indikativan za preuzimanje leka u sistemsku
cirkulaciju. Nasuprot tome, mikroigle, kao fizicki inhenseri penetracije, su dovele do prolaska leka
kroz sve slojeve koze. Medutim, efekat je bio vise naglasen nakon primene rastvorljivih mikroigala.
Za razliku od rastvorljivih mikroigala, koje su obezbedile komparabilno deponovanje SN u kozi kao
1 mikroemulzije, udruZena primena mikroemulzija i ¢vrstih silikonskih mikroigala je predstavljala
superioran pristup u poboljSanju transporta leka u kozu, pri ¢emu je penetracija SN u kozu bila
12,05 puta veca nego njegova permeacija. Uzimajuéi u obzir druge prednosti i ograniCenja
ispitivanih pristupa u poboljsanju isporuke leka (0 kojima je diskutovano u uvodnom delu ove
doktorske disertacije), ¢ini se da bi aplikacija mikroemulzija, kao tecnih formulacija, bila
odgovaraju¢i nacin za leCenje dermatomikoza na kosmatim delovima tela, dok bi se rastvorljive
mikroigle potencijalno mogle koristiti u terapiji onihomikoza ili tretiranju delova tela sa debljom
kozom. Takode, imaju¢i u vidu =znatno vecu dermalnu akumulaciju leka obezbedenu
kombinovanjem fizickog i hemijskog pojacivaca penetracije u odnosu na njihovu pojedinac¢nu
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aplikaciju, ,,poke and patch* pristup bi bio veoma koristan u lecenju dubljih, ozbiljnijih gljiviénih
infekcija koze. Osim toga, pomenuti kombinovani pristup bi trebalo da se ispita i kao nacin za
povecanje isporuke antifunglalnih lekova u nokatne strukture, jer je pokazano da primena ¢vrstih
mikroigala na nokte dovodi do povecanja penetracije indikatorske boje u ove dodatke koze [248].

Medutim, svi rezultati dobijeni in vitro u okviru ove doktorske disertacije treba da se
provere in vivo kako bi se stekao potpuniji uvid u potencijal razli¢itih nosaca ovog leka za lokalnu
terapiju dermatomikoza.
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5. ZAKLJUCCI






5.1

Prva faza eksperimentalnog rada

Na osnovu rezultata dobijenih u prvoj fazi eksperimentalnog rada mogu se izvesti sledeci

zakljucci o potencijalu alkil poliglukozidnih (APG) emulgatora razli¢ite strukture, odnosno
polietoksilovanog emulgatora  gliceret-7-kaprilat/kaprata (Emanon® EV-E) da obrazuju
mikroemulzione sisteme, te 0 mogucnosti formiranja mikroemulzija razli¢ite nanostrukture, kao i
potencijalu odabranih formulacija za rastvaranje terapijskih koncentracija model lekovitih supstanci

(ADA i

SN):
U slu¢aju APG surfaktanata, koji su dostupni na trzistu u obliku vodenih rastvora, pokazano
je da mogu da obrazuju mikroemulzione sisteme uz eksperimentalne uslove koris¢ene u
okviru ove doktorske disertacije (estri masnih kiselina srednje duzine lanca kao uljana faza,
propilenglikol kao kosurfaktant (maseni odnos S-CosS je bio 1-1)).
Diskretne razlike u strukturi koriS¢enih parcijalnih estara masnih kiselina, kao $to je duzina
alkil lanca kiseline ili tip esterifikovanog alkanola, su se odrazile na veli¢inu
mikroemulzionih oblasti u sistemu ulje/Plantacare® 2000 UP (decil-glukozid)-
propilenglikol/voda. Ulja sa ve¢im brojem slobodnih hidroksilnih grupa u svojoj strukturi,
odnosno estri sa kra¢im ugljovodonicnim lancem masne kiseline, su pokazali vecu
efikasnost.
Veli¢ina mikroemulzione oblasti na pseudoternarnim dijagramima dobijenim kori§¢enjem
razlicitih APG surfaktanata — Plantacare® 2000 UP (decil-glukozid) i Plantacare® 810 UP
(kaprilil/kapril-glukozid) je bila zavisna od njihovih karakteristika. Zbog razli¢itog udela
vode, odnosno udela ciste PAM u sastavu koriS¢enih komercijalno dostupnih APG
proizvoda, procena uticaja strukturnih karakteristika APG na mikroemulzionu oblast moze
da bude nepouzdana. Ipak, dobijeni rezultati ukazuju na trend da APG surfaktant sa viSom
vrednos¢u HLB i kra¢im alkil lancem (kaprilil/kapril-glukozid) obrazuje mikroemulzije u
Sirem opsegu koncentracija koriS¢enih sastojaka.
Rezultati su pokazali da polietoksilovani surfaktant koji je do sada nedovoljno koris¢en u
formulaciji farmaceutskih preparata — Emanon® EV-E (gliceret-7-kaprilat/kaprat) moze
uspesno da se koristi u formulaciji mikroemulzija kao koloidnih nosaca lekova za dermalnu
isporuku.
Medutim, ¢ini se da je efikasnost Emanon®-a EV-E u poredenju sa polisorbatom 80, kao
siroko primenjivanim surfaktantom u stabilizaciji mikroemulzija, nesto niza. Na osnovu
pseudoternarnih dijagrama dobijenih za sisteme Capryol™ 90/polietoksilovani surfaktant-
Transcutol® P/voda, ustanovljena je suprotna tendencija u odnosu na APG surfaktante.
Dakle, surfaktant koji je imao nizu HLB vrednost i veci lipofilni deo molekula je obrazovao
Siru mikroemulzionu oblast. Medutim, ovaj zakljucak je potrebno potvrditi na ve¢em broju
uzoraka, gde bi trebalo da se variraju kosurfaktanti i/ili uljana faza sistema.
Emanon® EV-E je pokazao sposobnost da formira mikroemulzije, osim u sprezi sa
Transcutol®-om P, i sa ostalim kosurfaktantima — etanol, izopropanol, propilenglikol.
Moguc¢nost kosurfaktanta da penetrira na medupovrSinu izmedu uljane 1 vodene faze, a time
i veli¢ina mikroemulzionih oblasti u sistemima u kojima je jedina promenjiva bila vrsta
kosurfaktanta, je bila obrnuto proporcionalna polarnosti kosurfaktanta.
Upotrebom razli¢itih indirektnih fizickohemijskih metoda karakterizacije unutrasnje
strukture sistema odabranih duz linije razblazenja S-CoS:uljana faza = 8:2, pokazano je da
sistemi zasnovani na APG emulgatorima prevashodno obrazuju mikroemulzije
bikontinuiranog ili invertnog bikontinuiranog tipa, bez kompletno razvijene kaplji¢ne U/V
strukture. Osim toga, formiranje mikroemulzija tipa V/U je moguée jedino u slucaju
koris¢enja Plantacare® 810 UP, zbog nizeg sadrzaja vode prisutne u komercijalnom
proizvodu.
Prelaz iz kaplji¢ne V/U unutrasnje strukture u mikroemulzije sa bikontinuiranom strukturom
je detektovan u sistemima Capryol™ 90/Emanon® EV-E/kosurfaktant/voda duz linije
razblaZzenja S-CoS:uljana faza = 8:2, a frakcija vodene faze pri kojoj je do promene doslo
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5.2.

(perkolacioni prag) je bila povezana sa polarnos¢u kosurfaktanta u smislu lakSeg dostizanja
perkolacionog praga u slucaju polarnijih kosurfaktanata.

Na osnovu solubilizacionog kapaciteta formulacija odabranih duz linije razblaZenja S-
CoS:uljana faza = 8:2 za model lekovite supstance razli€itih fiziCkohemijskih osobina i
terapijskih koncentracija — ADA i SN, odabrani su optimalni vehikulumi za njihovu
topikalnu primenu. Kao pogodni nosac¢i za ADA su se pokazale kako APG-mikroemulzije,
tako i formulacija zasnovana na Emanon®-u EV-E. Sa druge strane, zbog niZe rastvorljivosti
SN u APG, njihovih visokih pH vrednosti i viSe terapijske koncentracije SN, APG-uzorci su
se pokazali neefikasni za solubilizaciju ovog leka. Nasuprot tome, mikroemulzije sa
polietoksilovanim surfaktantima koje su sadrzavale razli¢it surfaktant, odnosno razlicite
kosurfaktante, i udeo vode od 30% (m/m) su uspesno rastvorile 2% (m/m) SN.

Detaljnija karakterizacija unutrasnje strukture odabranih mikroemulzija kao nosaca za
dermalnu isporuku ADA i SN je potvrdila njihovu invertnu bikontinuiranu strukturu.

Kod ispitivanog seta uzoraka je uocena teSkoca u primeni AFM, kao direktne tehnike za
karakterizaciju strukture mikroemulzija.

EPR tehnika se pokazala kao pogodna za rasvetljavanje interakcija sastojaka sistema koje se
direktno odrazavaju na karakteristike medufaznog filma mikroemulzija (polarnost i
pokretljivost medupovrsine) i veli¢éinu mikroemulzionih oblasti formiranih primenom
razli¢itih surfaktanata ili kosurfaktanata.

Tokom karakterizacije strukture je uocCeno da primena indirektnih tehnika (poput DSC) u
nekim sluc¢ajevima moze da generiSe rezultate koji mogu otezano da se tumace ili navedu na
pogresne zakljucke, ¢ime je neophodnost simultane primene vise razli¢itih metoda u ove
svrhe istaknuta u prvi plan. Takode, tumacenje rezultata treba da se vr$i veoma pazljivo, od
sluc¢aja do slucaja, jer se za razli¢ite sisteme moze ustanoviti razli¢ito ponasanje, kao Sto je
to slucaj u reoloSkom ponasanju APG-uzoraka naspram sistema zasnovanih na
polietoksilovanim surfaktantima.

Druga faza eksperimentalnog rada

Na osnovu rezultata dobijenih u drugoj fazi eksperimentalnog rada, tokom koje su ispitivane

karakteristike mikroemulzija sa solubilizovanim model lekovitim supstancama, lokalizacija lekova
u vehikulumima, stabilnost uzoraka sa i bez lekovitih supstanci, kao i in vivo bezbednosni profil
placebo formulacija, moze se zakljuciti sledece:

Inkorporiranje 0,1% (m/m) ADA u odabrane nosafe nije promenilo znacajno njihove
fizickohemijske karakteristike (elektricnu provodljivost, prividni viskozitet i pH). Premda je
solubilizovani ADA snizio pH vrednost svih vehikuluma, pH vrednosti uzoraka sa APG su
bile nesto vise i nepogodne za aplikaciju na koZu, te su dodatkom rastvora kiseline podesene
na prihvatljiv nivo.

Solubilizacijom SN (2%, m/m) je zbog rastvaranja nitratnin anjona u vodenoj fazi
mikroemulzionih nosaca doslo do ocekivano znacajnog porasta elektricne provodljivosti,
odnosno pada pH. Medutim, uzorci su ostali prikladni za dermalnu primenu. Nasuprot tome,
kao rezultat rastvaranja ove model lekovite supstance u mikroemulzijama njihov viskozitet
je neznatno porastao.

Indirektnim  metodama  (rastvorljivost u sastojcima  mikroemulzija, merenja
medupovrsinskog napona i EPR) je uljana faza mikroemulzija odredena kao glavno mesto
solubilizacije SN u odabranim nosacima, pri ¢emu Se nije moglo iskljuciti da je delom bio
rastvoren na domenu medupovrsine blize uljanoj fazi. Sa druge strane, u slu¢aju ADA se
nije moglo iskljuciti njegovo delimi¢no prisustvo u vodenoj fazi, sa medufaznim filmom
amfifila kao dominantim mestom solubilizacije ADA.

Studijama stabilnosti je potvrdena inherentna termodinamicka stabilnost svih uzoraka sa
inkorporiranim model lekovitim supstancama, uprkos odredenim promenama pH vrednosti i
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elektricne provodljivosti, §to je u slucaju uzoraka sa ADA bilo izrazenije. Hemijske
interakcije model lekova sa ostalim sastojcima mikroemulzionih nosaca su takode iskljuc¢ene
FTIR spektroskopskom analizom.

In vivo procena bezbednosnog profila ispitivanih placebo mikroemulzija zasnovanih na
APG i polietoksilovanim surfaktantima je otkrila njihovu dobru podnosljivost, bez obzira na
vrstu surfaktanta. Znacajne razlike u merenim biofizickim parametrima (EI, SCH i TEGV)
nisu uocene izmedu formulacija stabilizovanih surfaktantima koji pripadaju razlicitim
grupama (APG i polietoksilovani surfaktanti), niti izmedu uzoraka zasnovanim na
surfaktantima u okviru iste grupe. Takode, vrsta ulja nije znacajno uticala na iritacioni
potencijal uzoraka sa decil-glukozidom (Plantacare® 2000 UP), premda su monogliceridi
ispoljili ve¢u tendenciju ka narusavanju barijerne funkcije koze u odnosu na monoestar

propilenglikola.
Treca faza eksperimentalnog rada

Rezultati dobijeni u trecoj fazi ecksperimentalnog rada, tokom koje su procenjene

biofarmaceutske karakteristike mikroemulzija sa solubilizovanim model lekovitim supstancama, su
doveli do sledecih zakljucaka:

Koli¢ina SN ekstrahovanog iz svinjske koze pune debljine po zavrSetku in vitro ispitivanja
permeacije/penetracije leka je bila do 4,25 puta visa iz uzoraka koze tretiranih
mikroemulzijama nego preparatom sa trziSta, $to je bilo u korelaciji sa rezultatima
dobijenim pri in vitro ispitivanju oslobadanja ovog leka, a koji su bili obrnuto
proporcionalni saturacionoj rastvorljivosti SN u mikroemulzijama.
Ciljna dermalna isporuka leka je postignuta aplikacijom mikroemulzija, jer pod koris¢enim
eksperimentalnim uslovima nije doslo do permacije SN.
Mikroemulzioni uzorci ¢ijom je primenom ostvarena nesto niza dermalna isporuka SN (ME-
P80T) u odnosu na druge mikroemulzione formulacije su ovaj efekat kompenzovali nesto
jacom antifungalnom aktivnosc¢u, koja je u svim slu¢ajevima bila znacajno viSa u odnosu na
kontrolni komercijalni preparat.
Primenom mikroemulzija postignuto je poboljsanje u in vitro dermalnoj isporuci ADA u
odnosu na komercijalni preparat, pri ¢emu su koli¢ine leka ekstrahovane iz svinjske koZze
pune debljine bile vise do 5,9 puta.
Ipak, tokom biofarmaceutske karakterizacije uzoraka sa ADA zapazene Su teSkoce u
uspostavljanju veza izmedu rezutata dobijenih u odvojenim eksperimentima, Sto je bilo
uslovljeno razli¢itim eksperimentalnim uslovima (sintetske membrane ili svinjska koZza,
infinite i finite doziranje leka, primena ili odsustvo okluzije, duzina trajanja eksperimenta).
Naime, unato¢ tome $to je kumulativna koli¢ina ADA oslobodenog u akceptorski medijum
kroz dijalizne membrane bila niZza iz mikroemulzija nego iz kontrolnog uzorka sa trzista,
zadrZavanje leka u kozi svinje pune debljine je bilo vece. U tom kontekstu, kao najefikasniji
se pokazao APG-3 uzorak, zasnovan na Plantacare® 2000 UP i Imwitor®-u 742. Prema
tome, sintetske membrane nisu bile potpuno sposobne da predvide kompleksne interakcije
koje se odvijaju izmedu koze 1 sastojaka mikroemulzionih sistema.
U studiji sprovedenoj pod finite dose uslovima, deponovanje ADA u SC i folikule dlaka
primenom mikroemulzija bilo je komparabilno akumulaciji leka u ovim odeljcima koze
postignutoj aplikacijom komercijalnog preparata.
Permeacija ADA u receptorski medijum, kori§¢en u in vitro proceni penetracije/permacije
leka na kozi uha svinje, koja je zabelezena nakon 24 h ispitivanja, moze da bude
ogranicavajuci faktor za klini¢ku primenu mikroemulzija.
lako je na primeru ADA, a jednim delom i na primeru SN, pokazano odsustvo sposobnosti
sintetskih membrana za donoSenje zaklju¢aka o efektima mikroemulzionih uzoraka na kozi,
njihovom primenom mogu da se detektuju varijacije u sastavu mikroemulzionih nosaca, $to
je potvrdeno i u slucaju in vitro ispitivanja (primenom vertikalnih difuzionih ¢elija) sistema
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sa obe model lekovite supstance. Osim toga, podjednaku sposobnost su pokazale i imerzione
(inhenser) ¢elije, ¢ijom upotrebom je dobijen identi¢an poredak stepena oslobadanja SN iz
mikroemulzija stabilizovanih razli¢itim surfaktantima, odnosno razli¢itim kosurfaktantima.

5.4. Cetvrta faza eksperimentalnog rada

Na osnovu rezultata dobijenih u poslednjoj, Cetvrtoj fazi, eksperimentalnog rada mogu se
izvesti slede¢i zakljucci 0 mogucnostima razvoja rastvorljivih mikroigala kao fizickih pojacivaca
dermalne isporuke slabo rastvorljivog leka — SN, kao i proceni njihove efikasnosti u odnosu na
prethodno razvijene mikroemulzije kao opciju hemijskog pojaivaca penetracije ispitivane model
lekovite supstance, kada se primene same ili u kombinaciji sa predtretmanom koZe ¢vrstim
silikonskim mikroiglama:

. Rastvorljive mikroigle kao nosaci za SN nisu mogle da budu formulisane iz mikroemulzija
ME-EVE i ME-P80T pri koris¢enim eksperimentalnim uslovima, nagovestavajuéi
nepogodnost mikroemulzija za ovakvu vrstu manipulacija.

. Izrada nizova rastvorljivih mikroigala zadovoljavaju¢ih geometrijskih i mehanickih

karakteristika je bila uspeSna kada je kao polazna formulacija kori$¢en rastvor SN (25
mg/ml) u metanolnom rastvoru PVP (30%, m/V).

. In vitro rastvaranje dobijenih nizova rastvorljivih mikroigala i SN je bilo potpuno i veoma
brzo (5 min).
. Zbog nizeg sadrzaja leka u rastvorljivim mikroiglama i1 ograni¢ene povrSine dostupne za

izvodenje in vitro studije penetracije/permeacije, sprovodenje uporednih ispitivanja
efikasnosti hemijskih i fizickih pojacivaca penetracije SN (mikroemulzije i mikrogle) u
dermalnoj isporuci ovog leka je pod infinite uslovima doziranja bilo moguce samo u slucaju
jedne vrste mikroigala — ¢vrstih silikonskih mikroigala koje su na kozu aplikovane kao
predtretman, pre aplikacije mikroemulzija.

. Fizicko naruSavanje barijerne funkcije koZe ostvareno aplikacijom Cvrstih silikonskih
mikroigala neposredno pred primenu mikroemulzionih vehikuluma je dovelo do povecanja
transporta leka u kozu, koje je bilo 1,90-2,02 puta vise nego nakon lokalne primene istih
mikroemulzija na intaktnu kozu. U slucaju primene kombinovanog pristupa je doSlo do
permeacije leka nakon 24-h kontakta formulacija sa kozom.

. Doprinos rastvorljivih mikroigala u poboljSanju isporuke SN u koZu u odnosu na ostale
ispitivane pristupe, procenjen pod finite dose uslovima, je bio sli¢an efektu lokalno
primenjene najperspektivnije mikroemulzione formulacije ME-EVE.

. Zbog nepotpune usaglaSenosti rezultata dobijenih pri in vitro ispitivanju brzine rastvaranja
SN iz rastvorljivih mikroigala u hidro-alkoholnom medijumu i in vitro proceni
penetracije/permeacije SN iz rastvorljivih mikroigala na kozi uha svinje, neophodna je
optimizacija metode ispitivanja njihovih mehanickih osobina na uzorcima svinjske koze.

. Zadrzavanje SN u kozi koris¢enjem mikroemulzije, odnosno rastvorljivih mikroigala, je bilo
znacajno nize nego kada su udruzeni mehanizmi delovanja fizickog i hemijskog inhensera
penetracije (sinergistic¢ki efekat cvrstih silikonskih mikroigala i mikroemulzije).

. U slucaju koriséenja fizickih premoscivaca kozne barijere uocen je prolazak leka kroz
svinjsku kozu u akceptorsku fazu kod obe vrste mikroigala.

5.5. Konacan osvrt i buduci koraci

Shodno dobijenim rezultatima eksperimenata izvr§enim u okviru ove doktorske disertacije,
kao generalni zaklju¢ak moze se izvesti da se noviji i nedovoljno korisé¢eni nejonski surfaktanti
dobijeni iz sirovina biljnog porekla (decil-glukozid, kaprilil/kapril-glukozid koji pripadaju grupi
APG i polietoksilovani gliceret-7-kaprilat/kaprat) mogu uspe$no primeniti u formulaciji
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mikroemulzija kao naprednih koloidnih nosaca razlicitih lekova, pri ¢emu u datoj eksperimentalnoj
postavci prevashodno obrazuju bikontinuirane mikroemulzione sisteme.

Razvijene mikroemulzione formulacije sa solubilizovanim ispitivanim model lekovitim
supstancama — ADA i SN, su pokazale veliki potencijal i zasigurno predstavljaju obecavajuce
nosace za njihovu poboljsanu dermalnu isporuku. Ipak, u slu¢aju nekih uzoraka (pre svega sa ADA)
prolazak leka u sistemsku cirkulaciju koji moze da se pretpostavi na osnovu in vitro studija
permeacije bi mogao da predstavlja faktor koji ogranicava njihovu klinicku primenu. 1z tog razloga,
dobijeni rezultati naglaSavaju znacaj pronalazenja i razvoja optimalnih formulacija koje omogucuju
selektivnu isporuku leka u kozu bez prolaska u sistemsku cirkulaciju kako bi se terapijski efekat u
lokalnom lecenju akni ili gljivi¢nih infekcija koze maksimizovao.

U okviru ove doktorske disertacije je pokazano da rastvorljive mikroigle mogu da se
formuliSu kao nosaci za dermalnu isporuku nisko rastvorljive lekovite supstance. S obzirom da je
sinergisticko delovanje mikroigala i mikroemulzija bilo superiorno u odnosu na primenu samog
fizickog odnosno samog hemijskog premoséivaca barijere SC, dodatni napori treba da se uloze u
razvoj rastvorljivih mikroigala iz mikroemulzija kao prekursora za njihovu izradu, ¢ime bi se u
jednom nosacu iskoristile prednosti svakog od ovih razli¢itih nacina za pobolj$anje dermalne i
transdermalne isporuke lekova. Takode se nametnula potreba za detaljnijom procenom mehanickih
osobina mikroigala, u smislu optimizacije nacina provere njihove sposobnosti insercije u kozu.

Konacno, uzimaju¢i u obzir da su razliite biofarmaceutske metode karakterizacije
ispitivanih uzoraka obezbedile donekle razli¢ite rezultate, njihova provera bi trebalo da bude
sprovedena u okviru odgovarajuéih in vivo ispitivanja.
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9. IZJAVE






9.1. lzjava o autorstvu
N3jaBa 0 ayTopcTBY

Nwme u npesume ayropa Harama byowh [1ajuh

bpoj ungexkca 1/10

NsjaBibyjem

J1a je TOKTOpCKa ArcepTallyja moj HacJIOBOM

,ﬁXCMI/IiCKI/I M (DHU3MYKH I0jaUYMBaAYH JIEPMAJIHE HCIIOPYKE ¢J1a00 PACTBOP/bUBHX JTEKOBHTHX

CVIICTAHIIM: VIIOPEIHA HCIUTHBAKA MUKDPOEMYJI3Hja, YBPCTHX M PACTBOP./bHBHX

MHUKpouraja

" pe3yaTaT COINCTBEHOI UCTPAXKUBAUKOL paja;

" Ja Juceprandja y LUEIMHM HU y JeJIoBUMa HHje Ouia Mpeasio’keHa 3a CTULAmE JIpyre
JTUTUIOME TIpeMa CTYAM]CKUM IporpaMuMa JIpyruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;

® J1a Cy pe3yaTaTu KOPEKTHO HaBEJEHU U

* J]a HMCaM KpIIMO/Ja ayTOpCcKa MpaBa U KOPUCTUO UHTEIEKTYaIHy CBOJUHY APYTUX JIMIA.

VY Beorpany, 17.03.2020.

ITorniuc ayropa
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9.2. Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

N3jaBa 0 MCTOBETHOCTH HITAMIIAHE M €JICKTPOHCKE Bep3Hje
JOKTOPCKOI paja

Nwme n mpesume aytopa  Hatama by6uh [1ajuh

bpoj unnekca 1/10
CTyaujcKu mporpam dapmareyTcKa TEXHOIOTHja
Hacnos pana LXeMHjCKH ¥ _(U3MYKHM _0jauyuBaAYM_JIEPMAJHE MCIOPYKE ¢Ia60

PACTBOP/bUBHUX JICKOBUTHX CVIICTAHIM: VIIOpEJHA MHCIIUTHBAIHA

MHKPOEMYVJI3H|a, YBPCTUX H PACTBOP/LUBUX MUKpPOHUTraJjga“

MenTop mpod. np Cuexxana CaBuh
Ip cu. Cowa Byuen

UzjaBpyjeM ma je mTammaHa Bep3Wja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA ENEKTPOHCKO] BEP3MjH KOjy cam

Mpenao/na pajay noxpamuBama y JJurutaanom penosuropujymy Y HuBep3urtera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Jia ce 00jaBe MOjH JIMYHU OJallM Be3aHH 3a JT00HUjambe akaJeMCKOT Ha3KBa JIOKTOpa HayKa, Kao

LITO Cy UME U IIpe3uMe, TOIUHA U MeCTO polera 1 JaTyM og0paHe paja.

OBM JTHYHH TOAALM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHHIIaMa JUTHTaTHE OUOIHOTEKe, Y eJICKTPOHCKOM

Katayuory u y nyonukanvjama YHuBep3urera y beorpany.

VY Beorpany, 17.03.2020.
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9.3. Izjava o koriSéenju

N3jaBa o0 kopuihemy

Ognamhyjem YHuBep3utercky Oubmmoreky ,,CBero3ap MapkoBuh™ na y JMIHTanHH pEmo3UTOPHjyM
Vuusepsutera y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY AUCEPTALH]y O] HACIOBOM:

,,XeMI/IiCKH H Q)I/ISH‘IKI/I M0jauyMBaAYH JIePMAJIHE HCIIOPYVKE ¢J1a00 PACTBOP/bUBHX JJEKOBHTHX

CVIICTAHIIM: VIIOPEIHA HCIUTHBAKA MUKDPOEMYJI3H|ja, YBPCTHX M PACTBOP./bHBHX

MHUKpouraja“
KOja je Moje ayTOpPCKO JEI0.
Jucepranujy ca CBUM MpWIO3MMa Npenao/ja caM y eJICKTPOHCKOM ¢GopMaTy IOTrOAHOM 3a TpPajHO
apXUBHUpambE.
Mojy AOKTOPCKY IUCEpTalHjy moxpameHy y JururaiHom peno3utopujymy YHuBepsutera y beorpany u
JIOCTYIIHY Y OTBOPEHOM MPUTYITY MOTY Jia KOPHCTE CBH KOjH IOIITY]y OJpeade caapkaHe y o1adpaHOM THITY
munenne Kpeatupne 3ajeqnuie (Creative Commons) 3a KOjy caM ce OfTy4dno/Ja.
1. Ayropcteo (CC BY)
2. AyropctBo — Hekomepimjaiaao (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekoMepirjaaHo — 6e3 npepana (CC BY-NC-ND)
4. AytopcTBO — HEKOMepIHjalHo — aenauTty moj uctum ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 mpepana (CC BY-ND)
6. AyropctBo — nenutu o uctum yciaosuma (CC BY-SA)
(Monumo J1a 3a0KpY»KHTE CaMo jJeAHY OJ1 IIeCT MoHyheHuX juneHIr. KpaTak omnvc JIMIEHIU je CAaCTaBHU JIC0

OBE H3jaBe).

VY Beorpany, 17.03.2020.
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1. AyropcerBo. [lo3BoJbaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYIIM]Y M jaBHO CAOMINTaBae JeNa, U Mpepaje,
aKo ce HaBelle UME ayTopa Ha HauMH ojpeheH oj cTpaHe ayTopa WIIM JaBaolla JHIICHIE, YaK U Y
koMmepuujaHe cBpxe. OBO je HajcI000IHU]ja O CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTtopcTBO — HekoMepuujaaHo. Jlo3BoJbaBaTe YMHOXKaBaWme, IUCTPHOYIM)Y U jaBHO
caomIlTaBame JieNia, ¥ Mpepaje, ako ce HaBelle MMe ayropa Ha HayuH ojapeheH ox ctpaHe ayTopa
WK AaBaolia juieHie. OBa JUIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIIHjaIHy YIOTpeOy aena.

3. AyTOpCcTBO — HEKOMepIHjajiHo — 0e3 mpepaaa. /[o3BojbaBaTe YMHOXaBawbe, TUCTPUOYIIH]Y U
JaBHO caomINTaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, IpeoOIMKOBamka UK yIIoTpeOe J1eia y CBOM JIeTTy, aKo Cce
HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on ctpaHe ayropa wiu AaBaolia jmieHie. OBa JIMIeHIa He
JI03BOJbaBa KOMEPLIMjaIHy yrnoTpedy fena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaJie JHMIICHIIE, OBOM JIMICHIIOM Ce
orpanuyasa Hajsehu o6uM npaBa Kopuinhema aena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaJTHO — AeJIUTH MO UCTHUM YycJIoBUMA. J[03BOJbaBaTE YMHOKABAE,
TUCTPUOYIMjY W jaBHO CaOIIITaBame Jeia, W Ipepaze, ako Cce HaBele MME ayTopa Ha HAYuH
onpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMIEHIE U aKo ce Mpepada AUCTPUOyHpa Mo UCTOM WIH
cnuyHOM JuieHioM. OBa JUIEHIa He J03BOJbaBa KOMEPIMjalHy YIoTpeOy Jena u npepaja.

5. AyTopcTBO — 0€3 mpepajaa. [[o3BosbaBaTe YMHOXKaBamke, JUCTPUOYIN]Y U JaBHO CAOIIIITABAKHE
nena, 6e3 MpoMeHa, MPEoOJIMKOBamba WIK YIOTpeOe Jiefia y CBOM JIelly, aKo Ce HaBelle MMe ayTopa
Ha HauumH onpeheH ox crpaHe ayropa WM faBaona JuneHrne. OBa IJMIEHIA 03BOJbaBa
KOMEpIHjaiHy yroTpely nena.

6. AyTOpCcTBO — JAeJIUTH MOJ MCTHM YycjJoBuUMa. J[03BoJbaBaTe yMHOXKaBame, MUCTPHOYLHU]Yy H
JaBHO caoNllTaBame Jeja, U Ipepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on cTpaHe
ayTopa WM JlaBaolia JUIEHIIE U aKo ce Impepaja AUCTprOyrpa 1Mol UCTOM UJIU CIIMYHOM JIMIIEHIIOM.
OBa mnMIEeHLIA 103BOJbABA KOMEpLMjadHy ynoTpeOy aena u mpepaga. CiauuHa je codTBepcKUM
JUIEHIIAMa, OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.
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