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Spontanoemulgujué¢e nanoemulzije za primenu kurkumina na kozi:
istrazivanje uticaja medufaznih fenomena u koloidnom sistemu
na efikasnost isporuke i biolosku aktivnost

SAZETAK

U kontekstu biomedicinske primene, u poslednjih nekoliko decenija svedo¢imo Svojevrsnoj
renesansi koloidne nauke, $to je verovatno posledica ekspanzije nanotehnologije i njene primene u
domenu isporuke lekove, sa visoko postavljenim ocekivanjima.

Oslanjajuci se na aktuelni trend istrazivanja razli¢itih nanonosaca za isporuku aktivnih supstanci,
cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bio je razvoj niskoenergetskih nanoemulzija za
unapredenu dermalnu isporuku kurkumina (model aktivne supstance), uz razumevanje slozenih
interakcija koje su u osnovi nastanka ovih koloidnih sistema. Razmatrani su i odredeni aspekati
fizickih 1 hemijskih modaliteta za poboljSanje isporuke aktivnih supstanci u/kroz kozu, sa idejom da
se dizajnira prototip inovativnog adhezivnog flastera za dermalnu primenu koji ¢e biti baziran na
kombinaciji primene elektricne energije (kao fizicke metode za poboljSanje dermalne
raspolozivosti), i nanoemulzija (naprednih nosaca sa nanostrukturom).

Kao rezultat eksperimentalnog rada, razvijene su visokobezbedne niskoenergetske nanoemulzije
stabilisane kombinacijom polisorbata 80 i lecitina soje, sa trigliceridima srednje duZine lanca kao
masnom fazom, odnosno njihovom kombinacijom sa eukaliptolom ili pinenom (kao hemijskim
pojaciva¢ima penetracije). Primenom niza komplementarnih tehnika, detaljno su okarakterisane u
domenu mikrostrukture, oblika, veliCine 1 morfologije dispergovane faze, fizicke stabilnosti,
bezbednosti primene 1 pogodnosti za o¢uvanje hemijske stabilnosti model aktivne supstance, $to je
bilo praceno relevantnim bioloSkim i biofarmaceutskim ispitivanjima. Na samom kraju, pokazana je
superiornonst primene adhezivnog sistema za jontoforezu u kombinaciji sa nanoemulzijom kao
inovativnog nac¢ina za dermalnu isporuku aktivnih supstanci.

Kao najve¢i fundamentalni nau¢ni doprinos ove doktorske disertacije moze se smatrati analiza
fenomena na granici faza, otkrivanje doprinosa razlicitih ekscipijenasa koloidnoj stabilnosti, i
proSirenje savremene teorije o stabilizaciji nanoemulzija.

Kljuéne re€i: nanoemulzije, niskoenergetska nanoemulzifikacija, spontanoemulgujuéi postupak,
fenomeni na granici faza, kurkumin, antioksidans, dermalna primena lekova, jontoforeza,
penetracioni inhenseri, nanotehnologija

Naucna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Farmaceutska tehnologija



Nanoemulsions prepared via spontaneous emulsification for dermal application of
curcumin: investigation of the interfacial phenomena in the colloidal system and their
impact on delivery efficiency and biological activity

ABSTRACT

In the context of biomedical application, in the last few decades there has been a kind of
renaissance of colloidal science, which is probably a consequence of the expansion of
nanotechnology and its application in the field of drug delivery, with highly posted expectations.

Relying on the current research trend focused on different nanocarriers for the delivery of active
pharmaceutical ingredients, the aim of this doctoral dissertation was to develop low-energy
nanoemulsions for improved dermal delivery of curcumin (a model active ingredient), with an
understanding of the complex interactions that underlie the formation of these colloidal systems.
Certain aspects of physical and chemical modalities for improvement of dermal drug delivery
into/through the skin were considered, with the idea of designing a prototype of an innovative
adhesive patch for dermal application that will be based on a combination of electricity (as a
physical methods to improve dermal delivery), and nanoemulsions (advanced nanostructured
carriers).

The research resulted in the formation of highly safe low-energy nanoemulsions stabilized by a
combination of polysorbate 80 and soybean lecithin, with medium-chain triglycerides as the oil
phase, or their combination with eucalyptol or pinene (as chemical penetration enhancers). Using a
number of complementary techniques, they were thoroughly characterized in the context of
microstructure, shape, size and morphology of the dispersed phase, physical stability, safety and
suitability for maintaining chemical stability of the active ingredient, which was followed by
relevant biological and biopharmaceutical studies. Finally, the superiority of the application of the
adhesive system for iontophoresis in combination with nanoemulsion as an innovative way for
dermal delivery of active molecules has been shown.

Extending the modern theory of nanoemulsion stabilization through the analysis of the interfacial
phenomena, as well as the discovery of the contribution of various excipients to colloidal stability,
could be considered as the most important scientific contributions of this doctoral dissertation.

Key words: nanoemulsions, low-energy nanoemulsification techniques, spontaneus emulsification,
interfacial phenomena, curcumin, antioxidant, dermal application, iontophoresis, penetration
enhancers, nanotechnology

Scientific field: Pharmacy

Specific scientific field: Pharmaceutical Technology
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1. UvOD
1.1. Koloidni sistemi u kontekstu nanotehnologije

Nanonosaci/nanosistemi, kao koloidni sistemi u svojim razli¢itim pojavnim oblicima, nude brojne
mogucnosti U domenu isporuke lekova (Mishra i sar, 2010). lako ne odmah pod tim imenom,
nanotehnologija, “nauka o malom”, kao savremena istrazivacka disciplina svoje pocetke ima u
bazi¢nim postulatima koloidne hemije.

Jos od pocetka 20. veka, kada je uspostavljena kao nezavisna naucna disciplina, koloidna hemija se
kontinuirano razvijala, proSiruju¢i oblast izu¢avanja. Zavisno od nau¢ne perspektive, predlozene su
razli¢ite definicije koloidne hemije. Zanimljivo je da ju je Volfgang Ostvald (Wolfgang Ostwald)
definisao 1914. godine kao svet zanemarenih dimenzija (,,the world of neglected dimensions®).
Danas mozemo re¢i da je koloidna hemija fizicka hemija makromolekula, povrSinski aktivnih
molekula, te disperznih i drugih sistema sacinjenih od elemenata ¢ija je barem jedna dimenzija u
opsegu od 1 nm do 100 nm. Iz tog razloga, koloidnu hemiju, barem jednim delom, mozemo
smatrati naukom o nanosistemima, a mnoge savremene tehnike fiziCkohemijske karakterizacije
potpomazu njen razvoj (Pakovi¢, 2012; Myers, 1999). Sam termin ,,nanotehnologija“ skovao je
1974. godine profesor Norio Tanigu¢i (Norio Taniguchi), ali ideje o nanotehnologiji i koncepte
vazne za njeno uspostavljanje kao savremene nauke opisao je fizicar Ricard Fajnman (Richard
Feynman) u svom govoru 1959. godine — There’s Plenty Room at the Bottom: An Invitation to
Enter a New Field of Physics (Feynman, 1960).

Koloidi predstavljaju multikomponentne sisteme, kod kojih su cestice jedne faze raspodeljene
(dispergovane) u drugoj fazi: disperzna (unutras$nja) faza i disperzno sredstvo (spoljasnja faza)
dobro su definisani (Slika 1.1).

Disperzna faza
(unutrasnja faza)

Disperzno sredstvo
(spoljasnja faza)

Slika 1.1 Shematski prikaz disperzne faze i disperznog sredstva

lako su dimenzije dispergovanih Cestica jedan od najéesc¢ih kriterijuma za klasifikovanje koloida,
znacajne podele su i one koje se zasnivaju na obliku dispergovanih Cestica i solvataciji (Tabela 1.1),
te podele na osnovu agregatnog stanja disperzne faze i disperznog sredstva (Tabela 1.2) (Pakovic,
2012).



Prikazane podele koloidnih sistema svakako ne predstavljaju konacan spisak kriterijuma po kojima
ih mozemo klasifikovati 1 objasniti. Kada je potrebno objasniti fenomene koji stoje u osnovi svih
koloidnih sistema, mozda je najpogodnija upravo ona Klasifikacija koju je dao Staudinger
(Hermann Staudinger) — podela na osnovu unutrasnje grade koloidnih Cestica, tj. na osnovu vrste
veze izmedu atoma/molekula koji izgraduju koloidnu cesticu. U tom kontekstu razlikuju se
disperzoide, micelarne koloide, makromolekularne koloide i makromolekularne asocijate
(bakovic, 2012):

o Disperzoidi predstavljaju polidisperzne liofobne koloidne sisteme — onakve koloidne
sisteme kako ih je tumacio Ostvald. Ne nastaju spontano, ve¢ se dobijaju posebnim
tehnikama (mlevenje u koloidnom mlinu, ultrazvuéne vibracije, kristalizacija...). U
zavisnosti od agregatnog stanja disperznog sredstva, disperzoidi mogu biti suspenzoidi
(disperzna faza je u ¢vrstom agregatnom stanju) ili emulzoidi (disperzna faza je u teCnom
agregatnom stanju).

o Micelarni koloidi predstavljaju rastvore (naj¢eS¢e vodene) organskih materija koje imaju
amfifilnu strukturu (povrsinski aktivne materije), zbog ¢ega obrazuju molekularne agregate
koloidnih dimenzija — micele. Pojedinaéni molekuli unutar micela povezani su Van der
Valsovim (Van der Waals) vezama. Micelarni (asocijacioni) koloidi su, u stvari, liofilni
koloidni sistemi.

o Makromolekularni koloidi sadrze makromolekule koji, zbog svoje velike molekulske mase,
predstavljaju koloidne cestice po sebi. Dobijaju se rastvaranjem makromolekula u
rastvaracu — dakle, to su liofilni koloidi.

o Makromolekularni asocijati formiraju se povezivanjem vise makromolekula sporednim
valencama.

Tabela 1.1. Podele disperznih sistema prema velicini, obliku i solvataciji
Podela prema precniku dispergovanih Cestica (podela po Ostvaldu) - primenjivo prvenstveno
na Cestice sfernog oblika

Grubo disperzni sistemi: Koloidno disperzni sistemi: | Visokodisperzni sistemi
Cestice pre¢nika iznad 100 nm | ¢estice pre¢nika od 1 nm do | (molekularno disperzni
100 nm sistemi): Cestice pre¢nika

manjeg od 1 nm
| Podela prema obliku \

Globularni sistemi (Cestice Lamelarni disperzni sistemi | Fibrilarno disperzni sistemi
priblizno kuglastog oblika) (Cestice u obliku listica i (Cestice u obliku Stapica,
lamela) vlakana, fibrila...)

| Podela prema solvataciji
Liofilni koloidi: veliki afinitet disperzne faze | Liofobni koloidi: veoma mali afinitet
prema disperznom sredsvu disperzne faze prema disperznom sredstvu




Tabela 1.2. Podela disperznih sistema prema agregatnom stanju faza

Vrsta disperznog sistema
Disperzno sredstvo | Disperzna faza Grubo disperzni sistem Koloidno disperzni sistem
5 1. Gasovita 1. (?stte pene 1. @VI‘S‘[C pene
Cvrsto 2. Tecna 2. Cvrste pene 2. Cvrste pene
3. Cvrsta 3. Cvrste suspenzije 3. Cuvrsti sol
1. Pene
Teéno 1. Gasovita 1. Pene 2. Mikroemulzije,
2. Tecna 2. Emulzije nanoemulzije
3. Cvrsta 3. Suspenzije 3. Sol
(nanosuspenzija)
Gasvito 1. TecCna 1. Kisa, magla 1. Aerosol
2. Cvrsta 2. PraSina 2. Aerosol

Specificne osobine i ponasanje disperznih sistema zavise od podrucja veli¢ina u kojima se nalaze
dispergovane cCestice. U kontekstu farmaceutske primene, svoje mesto nalaze i grube disperzije
(klasi¢ne farmaceutske emulzije i suspenzije), ali sve viSe i nanosistemi kao nosaci sa unapredenim
svojstvima (fizickohemijskim 1 biofarmaceutskim) za aktivne supstance, koji po svojim
karakteristikama pripadaju koloidno disperznim sistemima (Mishra i sar, 2010).

Svakako, na osnovu razlika izmedu grubih i koloidnih disperzija, moguce je izdvojiti odredene
zajednicke osobine pravih koloida (Pakovi¢, 2012):

visefazni i heterogeni sistemi,

liofobni su i najéesce polidisperzni,

mala veli¢ina dispergovanih Cestica ¢ini ih nevidljivim pod svetlosnim mikroskopom,
pokazuju Braunovo kretanje,

sporo difunduju,

dijalizuju samo najmanje Cestice, 1 t0 veoma sporo,

bistri su ili blago zamuceni.

O O O O o0 o0 O

1.2. Primena koloidnih sistema u nanomedicini

U poslednjih nekoliko decenija doslo je do svojevrsne renesanse koloidne nauke, $to je verovatno
posledica sve veée ekspanzije nanotehnologije i njene primene u razlic¢itim sferama, ukljucujuéi i
primenu u farmaciji — pre svega u formulaciji nosaca za isporuku aktivnih supstanci, ali i u
dijagnostici (Saraf, 2016).

lako ne postoji jedinstvena medunarodno prihvacena definicija nanomaterijala/nanosistema,
trenutno vazeca definicija koju je 2011. godine predlozila i usvojila Evropska komisija, glasi (EU
Comission, 2011):

Nanomaterijal je prirodno prisutan, siucajno nastali ili proizveden materijal kog cine slobodne
Cestice ili Cestice u formi agregata ili aglomerata, i gde u ukupnoj distribuciji velic¢ina Cestica 50%
ili vise njih ima jednu ili vise spoljasnjih dimenzija u opsegu od 1 nm do 100 nm.

Pod pojmom ,.Cestica® smatra se komad materije sa definisanim fizickim granicama.



LAgregat se odnosi na skup slabo vezanih Cestica gde je rezultujuca spoljna povrsina priblizna
zbiru povrsina pojedina¢nih komponenti, dok se ,,aglomerat* sastoji iz snazno vezanih ili spojenih
Cestica.

U specifi¢énim sluc¢ajevima, kada to opravdava zabrinutost za zivotnu sredinu, zdravlje i sigurnost,
prag od 50% i vise u ukupnoj distribuciji veliina Cestica moze se zameniti pragom od 1% do 50%.

Dodatno, prema definiciji, fulerene, grafen i karbonske nanocevi sa jednom ili vise spoljasnjih
dimenzija koje su ispod 1 nm takode treba smatrati nanomaterijalima.

IstiCe se i da nanomaterijali sami po sebi ne predstavljaju opasnost, ali da postoji potreba da se u
toku procene rizika uzmu u obzir posebna razmatranja kada je o njima re¢. Svrha definicije upravo
jeste da se pruze jasni i nedvosmisleni kriterijumi za identifikaciju materijala na koje se takva
razmatranja primenjuju.

Treba napomenuti da se ova definicija odnosi na nanomaterijale koji su ¢vrsti, sa jasnim i
nepromenjivim dimenzijama. Imaju¢i na umu da su nanosistemi koji se koriste u medicini/farmaciji
najcesce ,,mekani (soft matter), sa fluidnim ivicama, njihove dimenzije su promenjive u zavisnosti
od kretanja ili pritiska koji se na njih vrsi. Zvani¢ni dokumenti evropskih regulatornih i nauc¢nih
tela, kada govore o nanomedicini i nanolekovima, upuéuju na dimenzije koje su na nanoskali —
ispod 1 mikrometra. U tom smislu, Evropska fondacija za nauku (European Science Foundation -
ESF) i Evropski savet za istrazivanje u medicini (European Medicine Research Council - EMRC)
su u svom izvestaju 2005. godine dali slede¢u definiciju nanomedicine (ESF, 2005):

Oblast nanomedicine podrazumeva nauku i tehnologiju dijagnostikovanja, leCenja i sprecavanja
bolesti i povreda, olaksavanje bola, ocuvanja i poboljsanja zdravlja ljudi primenom molekularnih
alata i molekularnih saznanja o ljudskom telu.

U nastavku se definiSe 5 glavnih subdisciplina kroz koje se nanomedicina sprovodi, a koje se na
vise nivoa preklapaju 1 medusobno podupiru:

analiti¢ki alati,

NanoimidZing,

nanomaterijali i nano-medicinska sredstva

inovativni lekovi i sistemi za isporuku lekovitih supstanci,
klinicka, regulatorna i toksikoloSka pitanja.

0 O O O O

Evropska tehnoloska platforma za nanomedicinu (European Nanomedicine Technology Platform -
ENTP) u saradnji sa Evropskom laboratorijom za karakterizaciju nanolekova (European
Nanomedicine Characterization Laboratory - EUNCL) definiSu nanolekove kao sisteme
specificnih  fizickohemijskih svojstava koje poseduju zahvaljujuéi malim dimenzijama, cime
ostvaraju nove perspektive u dijagnostici, lecenju i prevenciji bolesti (Weltring i sar, 2016). Dalje,
pojasnjavajuci oblast nanoterapeutika, EMRC i ESF u svom izvestaju navode da je to oblast koja se
bavi kompleksnim sistemima ¢ije su dimenizije unutar opsega od 1 nm do 1000 nm (ESF, 2005).

Sliéno tome, Medunarodna organizacija za standardizaciju (engl. International Standardization
Organization — 1SO) navodi da su nanomaterijali materijali sa bilo kojom spoljasnjom dimenzijom
koja je u nanorazmerama (od 1 nm do 1000 nm), ili oni koji imaju povrsinsku strukturu u
nanorazmerama (ISO, 2015), dok Administracija za hranu 1 lekove Sjedinjenth Americkih drzava
(engl. United States Food and Drug Administration — US FDA), razmatraju¢i primenu
nanotehnologije u medicini, opet daje uzu definiciju, pozivajuci se na opseg od 1 nm do 100 nm, ali
uz napomenu da, ukoliko su dimenzije i do 1000 nm udruZene sa ispoljavanjem fizickohemijskih
osobina razli¢itih u odnosu na strukture istog sastava, ali ve¢ih dimenzija, i te sisteme treba
razmatrati kao nanosisteme (US FDA, 2014)



Upravo ovako intenzivan rad na definisanju domena nanomedicine i nanomaterijala govori o jos
intenzivnijem istrazivackom radu i trudu da se saznanja iz ovih oblasti prevedu u realnu klinicku
primenu.

Konkretno, nanoterapeutici predstavljaju ¢itavu paletu struktura, koje su ¢esto vrlo kompleksne i
multikomponentne. Mogu biti dizajnirani kao nanosistemi za isporuku aktivnih molekula, ili su u
pitanju upravo Cestice aktivne supstance — tzv. carrier free formulacije (suspenzije aktivne
supstance, formulacije bez nosaca). Mogu se klasifikovati prema razli¢itim kriterijumima (veli€ina,
oblik, sastav, poreklo...). Mozda je najc¢es$ca i najkorisnija podela upravo ona koja se zasniva na
njihovom sastavu, i to u sledece tri grupe (Bisso i Leroux, 2020; Jeevanandam i sar, 2018):

o Organski nanosistemi. Predstavnici ove grupe izradeni su od komponenata organskog
porekla. Ovoj grupi pripadaju liposomi (i slicni vezikularni sistemi), nanoemulzije,
mikroemulzije, lipidne nanocestice i nanostrukturirani lipidni nosaci, micele, dendrimeri,
polimerne nanocestice (nanokapsule i nanosfere), konjugati polimera i aktivne supstance, ali
I nanosuspenzije aktivnih molekula (nanokristalne disperzije i amorfne nanosuspenzije).

o Neorganski nanosistemi. Ovoj grupi pripadaju metalne nanocestice (Fe, Ag, Au), Cestice
oksida metala (ZnO, TiO>), kao i nanostrukturirani sistemi na bazi silicijuma i keramike.

o Naonomaterijali na bazi ugljenika. Nanomaterijali na bazi ugljenika su, uprkos tome $to se
ugljenik povezuje sa organskim sistemima, svrstani u posebnu grupu. Tu su fuleren,
karbonske nanocevi, nanovlakna i grafen.

U literaturi se moze pronaci i jedna malo Sira klasifikacija, koja pored navedenih grupa kao posebnu
izdvaja i nanokompozitne sisteme, odnosno one koje se sastoje iz nanostruktura razli¢itog porekla
(Jeevanandam i sar, 2018).

Ipak, u domenu farmaceutske primene, trenutno su na trziStu mahom prisutni predstavnici
organskih nanositema, S$to je verovatno posledica jednostavnijih metoda izrade 1 vece
biokompatibilnosti materijala, koji su u najve¢em broju slucajeva i biorazgradivi.

1.3. Prednosti nanosistema u odnosu na konvencionalne nosace aktivnih supstanci

Kod velikog broja novosintetisanih/novootkrivenih aktivnih supstanci (ukljucuju¢i i molekule
prirodnog porekla), primetan je trend fizickohemijskih karakteristika koje zauzimaju ekstremne
pozicije. Obi¢no se to ogleda u veoma niskoj rastvorljivosti tih molekula kako u vodi, tako i u
uljima i organskim rastvara¢ima, §to posledicno dovodi i do slabe penetracije kroz bioloSke
membrane. Veoma ¢esto podlezu brzom i intenzivnom metabolizmu u organizmu, poseduju
nedovoljnu specifi¢nost (potencirajuci time nezeljene efekte), a neretko su podlozni i hemijskoj
degradaciji pod uticajem faktora sredine. Takva priroda umnogome otezava njihovu primenu,
uprkos obecavajuc¢im efektima. Kako je generalni cilj razvoja farmaceutskih oblika lekova da se
pacijentima obezbedi odgovaraju¢a doza/koncentracija lekovite supstance, uz targetiranje Zeljenih
organa 1 tkiva, sa optimalnim odnosom ocekivane koristi 1 bezbednosnog profila, neophodno je
iskoristiti i znacajno prosiriti postoje¢a znanja u oblasti razvoja nosaca/sistema za isporuku
lekovitih supstanci. U tom smislu, ustanovljeno je miSljenje, zasnovano na dokazima i
akumuliranom znanju, da se primenom nanotehnologije moze uspostaviti terapijsko-dijagnosticka
(teranosticka) platforma sa koje se, daljim razvojem, moze obezbediti unapredena isporuka. To
omogucuju jedinstvene karakteristike nanonosaa u pogledu veli¢ine, oblika i1 povrSinskih
funkcionalnosti (Mu i sar, 2018; Aboalnaja i sar, 2016; Boyd, 2008).

Navedena ocekivanja skopana su sa izrazenim interesovanjem za nanotehnoloski pristup u
dizajniranju nosaca za aktivne supstance, koje su pracene i znacajnim ulaganjima (Bosetti i Jones,
2019). Ipak, neke inicijalno postavljene hipoteze, pre svega u kontekstu farmakokinetike i
oc¢ekivanih terapijskih ishoda u onkologiji, nisu se u potpunosti potvrdile u realnoj klinickoj
primeni, uprkos intenzivnim istrazivanjima (Mitragotri i sar, 2017; Dahnier, 2016; Wilhelm i sar,
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2016). Medutim, neosporno je da nanosistemi doprinose stabilnosti, uticu na rastvorljivost i
preuzimanje aktivnih suspstanci od strane celija, efikasniji su u prevazilazenju bioloskih barijera,
povecavajuc¢i time bioraspolozivost uz smanjenje sistemskih neZeljenih efekata. Dodatno,
nanosistemi nude znacajne moguénosti u dijagnostici i regenerativnoj medicini (Weltring i sar,
2016; Onoue i sar, 2014; Bamrungsap i sar, 2012). Takode, smatra se da nanotehnologija pripada
»kljuénim tehnologijama“ (engl. key enabling technologies — KET) koje se se mogu prevesti u
inovativne medicinske proizvode tako da odgovore brojnim zdravstvenim izazovima (Gouze i
Bosseau, 2013).

Uprkos potencijalima, cena ostaje znaCajan izazov u proizvodnji nanoterapeutika. Troskovi
njihovog razvoja i proizvodnje znatno su veéi u poredenju sa ulaganjima koje zahtevaju
konvencionalni farmaceutski oblici, §to znacajno povecava i cenu njihove nabavke. Medutim, malo
je sveobuhvatnih studija koje analiziraju ukupne troskove (ne samo one koji se odnose na nabavku
leka, ve¢ i troskove kupiranja nezeljenih reakcija na lekove, komplikacija osnovne bolesti, troSkove
bolnickog leCenja) i efikasnost terapije. U tom kontekstu, kada se sprovedu kompleksnija socio-
ekonomska razmatranja, nanosistemi su u prednosti (Bosetti i Jones, 2019). Na evropskom
istrazivackom tlu prepoznat je potencijal koji nudi nanotehnologija u domenu zdravstvene zastite
(ukljuéujuci i druge inovativne pristupe, pored isporuke lekovitih supstanci, kao $to su genska
terapija i terapija mati¢nim celijama). Kao ilustracija moze posluziti podatak da je prema CORDIS
bazi (Community Research and Development Information Service), po¢evsi od 2008. godine, a
zaklju¢no sa majem 2020. godine, Evropska komisija finansirala ukupno 244 projekta koja kao
jednu od kljuénih re¢i imaju upravo nanomedicine, i to kroz razli¢ite projektne okvire FP6, FP7 i
Horizont 2020. Samo kroz poslednji — H2020, finansirano je ¢ak 142 projekta (CORDIS, 2020).
Ono $to se oc¢ekuje, jeste intenzivniji rad na transferu rezultata iz laboratorije u realnu primenu, uz
konstantnu aktivnost na stvaranju relevantnih vodica, standarda i propisa (Allan i sar, 2019).

U pogledu razvoja nanosistema koji se primenjuju u farmaciji, svedo€imo postojanju i neprekidnom
razvoju razli€itih struktura: liposomi, micele, nanocestice, nanoemulzije, mikroemulzije... (Wagner
i sar, 2008). Upravo nanoemulzije predstavljaju sisteme Kkoji su interesantni kako sa
fundamentalnog, tako i sa aspekta njihove moguce iskoristljivosti kao multifunkcionalnih koloida
(Solans i sar, 2005). U nastavku, vise re¢i ¢e biti upravo o nanoemulzionim sistemima kao
nosacima za isporuku aktivnih supstanci.



1.4. Nanoemulzije - koloidne specifi¢nosti i moguénosti primene

Istorijski gledano, o nanoemulzijama postoji mnogo akumuliranog znaja. Ipak, nauka o koloidima u
ovom konkretnom segmentu ima jo$ neistraZzenih polja. Brojne su nau¢ne publikacije koji pokrivaju
osnovne principe u vezi sa metodama izrade, stabilnos¢u, kljuénim fizickohemijskim
karakteristikama i moguc¢nostima primene nanoemulzija (Aboudzadeh, 2020; Gupta, 2020; Shah i
sar, 2017; Aboalnaja i sar, 2016; Gupta i sar, 2016; McClements, 2016; Anton i Vandamme, 2011,
Mason i sar, 2006; Solans, 2005; Tadros i sar, 2004; McClements, 2004). U nastavku ¢e ukratko
biti opisane specifi¢nosti i najrelevantniji aspekti koji se odnose na nanoemulzije, uz osvrt na
nedovoljno razjasnjene segmente.

Nanoemulzije predstavljaju koloidne sisteme iz grupe disperzoida. Sastoje se iz dve te¢nosti koje se
razlikuju prema polarnosti (medusobno se ne mesaju) — naj¢escée su to ulje i voda, te odgovarajucih
emulgatora/stabilizatora. Jedna te¢nost dispergovana je u drugoj, uz formiranje kapljica dijametra
najces¢e ispod 300 nm — otuda i naziv nanoemulzije. Prema tome Sta Cini unutrasnju, a Sta
spoljasnju fazu, razlikuju se nanoemulzije tipa ulje-u-vodi (U/V) i voda-u-ulju (V/U) (Komaiko i
McClements, 2016; Anton i Vandamme, 2011). U kontekstu farmaceutske primene (za isporuku
lekova), ali 1 u kozmetickoj 1 prehrambenoj industriji, poseban znacaj imaju emulzije tipa U/V
(Gupta i sar, 2016). Upravo tako mala veli¢ina kapi, visok kapacitet solubilizacije lipofilnih
sastojaka 1 zaStita aktivnih principa, dobra kineticka stabilnost, uz moguénost izrade razlicim
metodama od biokompatibilnih sirovina, prednosti su koje im se opravdano pripisuju. Kroz
literaturu se retko moze nai¢i na sveobuhvatni pristup koji povezuje njihove fundamentalne aspekte
sa osobinama koje iz toga proisti¢u, ¢ine¢i ih koloidnim nosac¢ima od posebnog interesa (Gupta,
2020). U nastavku ¢e navedena svojstva biti sistemati¢no obradena. Pregled osnovnih fizickih
svojstava nanoemulzija dat je u Tabeli 1.3.

Tabela 1.3. Osnovne fizicke karakteristike nanoemulzija (Komaiko i McClements, 2016; Klang i
Valenta, 2011)

Izgled Veli¢ina kapi (dijametar) Oblik kapi Stabilnost
Blago zamucene, do Obi¢no ispod 300 nm, uz Sferni Metastabilne, podlozne
belicaste, sa plavim relativno usku distribuciju promenama tokom
odsjajem veli¢ina vremena

1.4.1. Teorija (nano)emulzifikacije

Nanoemulzije, kao disperzije dve teCnosti koje se spontano ne meSaju, predstavljaju
termodinamicki nestabilne sisteme, §to je uslovljeno pozitivnom vredno$éu razlike slobodne
energije nanoemulzije i sistema Kkoji je sastavljen od razdvojenih faza, i moze se opisati sledecom
jednacinom:

AGt =yAA — TAS (Jednacina 1.1)
AGs — razlika energetskih stanja nanoemulzije i stanja kada su uljana i vodena faza razdvojene,
v — medupovrsinski napon izmedu ulja i vode,

AA — promena u dodirnoj povrsini izmedu faza,

AS — promena entropije,

T — temperatura.

Usled prisustva emulgatora/stabilizatora, medupovrsinski napon se smanjuje (on uvek ima
pozitivnu vrednost), ali zbog postojanja veceg broja nanokapi, dodirna medupovrsina izmedu dve
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faze kod nanoemulzija je znatno povecana. Sa druge strane, formiranjem nanoemulzije, entropija
sistema raste (TAS korespondira sa poveéanjem broja mogucih uredenja/pozicija koje zauzimaju
nanokapi u formiranoj nanoemulziji). Medutim, porast entropije je nedovoljan da bi se prevazi$ao
porast medupovrsinskog sloja, tako da AGs ostaje veée od nule, ¢ime nastanak nanoemulzija
predstavlja termodinamicki nepovoljan proces (za njihov nastanak potrebno je uloziti odredenu
energiju). Zbog toga su nanoemulzije podlozne destabilizacionim mehanizmima koji teze da
vremenom dovedu do razdvajanja ulja i vode. Ipak, ovi procesi su dovoljno spori, tako da se istie
da su nanoemulzije kineticki stabilni sistemi (McClements, 2016; Tadros i sar, 2004). U poredenju
sa klasi¢nim emulzionim sistemima, za nastanak nanoemulzija potreban je veéi energetski input.
Ukoliko se razmatra razlika pritisaka sa spoljasnje i unutrasnje strane dispergovane kapljice
(Laplasov pritisak, p), uz pretpostavku da ona ima sferni oblik, onda se on moze kvantifikovati
slede¢om jednacinom (Shah i sar, 2017):

p= % (Jednacina 1.2)

Y- medupovrsinski napon na granici ulje-voda,
r — dijametar kapljice.

Pritisak sa unutra$nje strane zakrivljene povrsine kapljice je veéi kod kapljica manjeg dijametra.
Dakle, veca sila je potrebna za nastanak i deformaciju kapljica manjeg dijametra. Kako se za
formiranje nanoemulzija, pored primene fizickog rada, u sistem dodaju i surfaktanti i kosurfaktanti
koji smanjuju medupovrSinski napon, oni smanjuju potrebno ulaganje fizickog rada u toku
nanoemulzifikacije.

1.4.2. Stabilnost nanoemulzija

Uopsteno uzevsi, stabilnost nanoemulzije moze se opisati kao odolevanje nastanku promena tokom
vremena. NaruSavanje fizicke stabilnosti najces¢e moze biti posledica koalescencije, Ostvaldovog
,»sazrevanja“ (engl. Ostwald ripening) i, finalno, razdvajanja pod dejstvom gravitacione sile. Ipak,
postojanje filma surfaktanata odgovarajuce debljine na povrsini kapljice prevenira koalescenciju, a
mala veli¢ina dispergovanih kapi ¢ini da gravitaciona sila nema znacajan uticaj na stabilnost
nanoemulzija jer joj se Braunovo kretanje moze efikasno odupreti (Mason, 2006; Tadros i sar,
2004). Medutim, budu¢i da su nanoemulzije polidisperzni sistemi, osnovni izazov dugoro¢noj
fizi€koj stabilnosti predstavlja Ostvaldovo sazrevanje — povecanje prosecne veli¢ine dispergovanih
kapljica kao posledica difuzije molekula ulja sa manjih kapljica na ve¢e (McClements, 2011). Ovaj
proces zasniva se na razlicitoj rastvorljivosti malih uljanih kapi u odnosu na one vece. Razlika u
rastvorljivosti kapi disperzne faze u zavisnosti od dijametra kvantifikovana je Kelvinovom
jednina¢iom (Tadros, 2013):

S(r)=S (00)% (Jednacina 1.3)
S(r) - rastvorljivost uljane kapi dijametrar,

S(w) - rastvorljivost uljane kapi velikih dimenzija,

v - medupovrsinski napon ulje-voda,

Vm - molarni volumen ulja,

r — radijus kapljice,

R - univerzalna gasna konstanta,

T - apsolutna temperatura.



Ako se posmatra odnos rastvorljivosti dve kapljice ¢iji su radijusi ry i r2 (ri<r2), onda jednacina
dobija sledeci oblik:

2YVm
S rq1RT ve
) _ S (Jednacina 1.4)
Str2) SR
Odnosno:

S(r1) _ 2yVm 1 1

Sty = AT (E — E) (Jednacina 1.5)
Kako funkcija ln% moze imati samo pozitivne vrednosti, postaje jasno da je rastvorljivost kapi
2

manjeg radijusa (r1) znacajno veca u odnosu na rastvorljivost kapi veceg radijusa (r2). Povecanje
rastvorljivosti ulja sa smanjenjem veli¢ine kapljice znac¢i da je veca koncentracija rastvorenih
molekula ulja u vodenoj sredini oko malih kapljica, nego oko vecih. Prate¢i koncentracioni
gradijent, molekuli ulja imaju tendenciju da se kre¢u ka ve¢im kapljicama, sto bi, teorijski, dovelo
do potpunog kondenzovanja uljanih kapi u jednu ,,veliku kap®, tj. faze nanoemulzije bi se razdvojile
(Tadros i sar, 2004). Ipak, u realnosti je ovaj proces vrlo spor - fenomen ,,stapanja‘“ svih kapljica se
ne sreée jer se brzina Ostvaldovog sazrevanja smanjuje sa poveéanjem radijusa kapi, kao i
smanjenjem medupovrSinskog napona. Upravo ovaj poslednji faktor govori o vaznosti pravilnog
odabira ekscipijenasa (pre svega stabilizatora — surfaktanata i polimera) i njihovog medusobnog
odnosa (Tadros, 2013). Imaju¢i u vidu i da je molarni volumen ulja direktno proporcionalan
njegovoj rastvorljivosti u vodi, kako bi se obezbedila efikasna kineticka barijera Ostvaldovom
sazrevanju, sastav masne faze takode treba pazljivo razmotriti (Wooster i sar, 2008). Sama brzina
Ostvaldovog sazrevanja se moze kvantifikovati prate¢i promenu kubne vrednosti dijametra kapljice
u funkciji vremena. Funkcija ima oblik y = kx + n, i koeficijent k predstavlja brzinu rasta kapljica
(Tadros, 2013). Uzevsi sve u obzir, nanoemulzije, iako su termodinamicki nestabilne, smatraju se
kineticki stabilnim disperznim sistemima (Anton and Vandamme, 2011). Dodatno, zbog tako
dugorocne fizicke stabilnosti i odolevanju brzim promenama strukture, u literaturi se navodi i da su
nanoemulzije sistemi koji se priblizavaju termodinamickoj stabilnosti (,,approaching
thermodynamic stability*, Tadros i sar, 2004).

Posmatrano sa fundamentalnog aspekta, 2 su tipa sila koja su ukljuena u interakcije kapi
nanoemulzija i vazne su za odrZavanje stabilnosti:

o privlaéne interakcije dugog dometa (odgovorne za koalescenciju): Van der Waals-ove
(Londonove) sile i

o odbojne sile (kratkog dometa), koje poticu od sloja stabilizatora na povrsini dispergovanih
kapljica, 1 mogu poticati od sterne, elektrostaticke ili elektrosterne stabilizacije.

Ukoliko privlaéne interakcije nadvladaju odbojne sile, dolazi do flokulacije. Sa druge strane,
ukoliko film stabilizatora ne pokriva povrsinu kapi uniformno, dolazi do koalescencije (Klang i
Valenta, 2011). Ipak, treba imati u vidu da nanoemulzije predstavlju soft matter nanosisteme, te da,
zbog mobilnosti medupovrsinskog sloja, interakcije 1 kontakti medu kapljicama pripadaju sferi tzv.
,»Kklizavih* interakcija. Moguca je rekonfiguracija molekula adsorbovanih na povrsini kapi, §to, uz
mali broj dostupnih tehnika za karakterizaciju njihove pokretljivosti, znacajno komplikuje proces
istrazivanja koloidnih interakcija kod nanoemulzija (Helgeson, 2016).



1.4.2.1. Savremeni nalazi istraZivanja medupovrsinskog sloja u kontekstu stabilnosti nanoemulzija

Prva empirijska razmatranja stabilnosti tecnih disperzija, znaCaja medupovrSinskog sloja i
ravnoteze interakcija koje se deSavaju na granici faza desila su se jos na samom pocetku 20. veka, i
veliki doprinos dali su nau¢nici Harkins i Langmuir (Harkins i sar, 1917; Langmuir, 1917).
Medutim, do danas nije uspostavljena sustinska korelacija izmedu informacija o strukturnim
karakteristikama medupovrsine kapi nanoemulzija i stabilnosti sistema, a jo§ manje se zna o vezi
strukture 1 funkcije pri odabiru surfaktanata za formulaciju odredene nanoemulzije (Hensel i sar,
2017). Glavna prepreka se verovatno ogleda u kompleksnosti te¢no-te¢nog medupovrsinskog sloja 1
relativne nedostupnosti tehnika kojima se na molekularnom nivou moze izvrsiti analiza. Zapravo,
tek su istra\ivanja u poslednjih deset godina pokazala da se medupovrSinski sloj nanokapi moze
sagledati sa molekularnom preciznosc¢u (De Aguiar i sar, 2011). 1z tog razloga, vrlo je interesantno
prokomentarisati i novije eksperimentalne rezultate u domenu karakterizacije medupovrsinskog
sloja nanoemulzija, koji su prilicno opreéni trenutno prihva¢enim teorijama.

Tradicionalno shvatanje, koje se bazira na proucavanju interakcija na makro nivou i proSirenim
planarnim sistemima - medupovrSinama dve kontinuirane te¢nosti koji prevazilaze nano- |
mikroskalu (Slika 1.2), te njihovim transponovanjem na nanosisteme, podrazumeva da je za
adekvatnu stabilizaciju nanoemulzija potrebno obezbediti gusto geometrijsko pakovanje
stabilizatora na medupovrsini (Lyklema, 2005). Medutim, poslednje studije pokazuju da zakrivljena
medupovrsina nanometarskih dimenzija (kakva je kod nanoemulzija) eksprimira znatno drugaciju
molekularnu organizaciju u odnosu na planarne medupovrsSine. Na primer, pokazano je da se na
medupovrs$ini nanoemulzija formiraju vrlo ,razblazeni“ monoslojevi (ne gusto pakovani)
surfaktanata, te da je i smanjenje medupovrSinskog napona manje u poredenju sa planarnim
sistemom istog hemijskog sastava. Upravo ova niza gustina posledica je drugacije molekularne
organizacije na medupovrsini u odnosu na ono §to je tradicionalno razmatranje.

Ulje

Voda

Nanoemulzija Planarna
medupovréina

Slika 1.2. Prikaz razlicite organizacije medupovrsin kod: nanoemulzija (zakrivljena nanopovrsina
na medufazi - levo); planarne medupovrsine izmedu ulja i vode (desno)

Naime, uvrezeno je misljenje da se molekuli surfaktanata na zakrivljenoj povrSini rasporeduju
normalno u odnosu na medupovrsinski sloj, tako §to su polarni segmenti surfaktanata u kontaktu sa
vodenom fazom, dok su nepolarni ,,repovi* duboko u masnoj fazi. Medutim, primenom savremenih
tehnika, kao $to je spektroskopija rasejanja sume vibracionih frekvencija (engl. vibrational sum-
frequency scattering spectroscopy), pokazano je da je molekularna orijentacija na medufazi
zakrivljenih nanopovrsina zapravo sasvim drugacija. Molekuli surfaktanata su orijentisani tako da
su glave normalne na medupovrSinu (isto kao kod planarnih sistema), dok su hidrofobni lanci
orijentisani paralelno u odnosu na medupovrsinski sloj, delom u kontaktu i sa vodenom fazom, kao
i molekuli ulja u prvim redovima do medupovrSinskog sloja. Takva orijentacija ¢ini da jedan
molekul amfifila zauzima vecu povrSinu medufaze, odnosno da je gustina amfifila na medupovrsini
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niZza u odnosu na ocekivano (na osnovu poznavanja planarnih sistema) (Slika 1.3) (Hensel i sar,
2017; De Aguiar i sar, 2011).

Stabilizatori

Vaodena faza Vodena faza

N

T~

Molekuli ulja

Slika 1.3. Shematski prikaz tradicionalnog razmatranja molekularne orijentacije na
medupovrsinskom sloju nanoemulzija (levo) i savremenih nalaza o organizaciji molekula na
medupovrsini (desno)

Objasnjenje za ovakav fenomen moze se dati praenjem vremena potrebnog za formiranje
medupovrSinskog ravnoteznog stanja (sa minimumom slobodne enrgije). U slucaju
planarne/staticke medupovrsSine, dinamickim merenjem medupovrSinskog napona, dobija se da je
vreme potrebno za uspostavljanje ravnoteznog stanja reda veli¢ine nekoliko sekundi. Sa druge
strane, promena medupovrsinskih karakteristika kod nanoemulzija, koja se deSava usled Braunovog
kretanja 1 rotiranja kapljica, deSava se na vremenskoj skali sa jedinicama izrazenim u
milisekundama. Dakle, da bi se ostvarila termodinamicka ravnoteza na medupovrsini, potrebno je
viSe vremena u odnosu na ono koje zahteva promene u medupovrsinskoj strukturi nanoemulzija, te
se to stanje onda ne moZe nikada posti¢i. Zato medupovrSina nanoemulzija ostaje sa niskom
gustinom adsorbovanih amfifila, nije u termodinamicki ravnoteZnom stanju, ali jeste u konformaciji
koja je entropijski i termodinamicki najpovoljnija pri datim uslovima (De Aguiar i sar, 2011).
Sugerisano je da upravo konformacija 1 duzina hidrofobnih lanaca surfaktanata i njihove interakcije
sa susednim molekulima imaju vaznu ulogu u stabilizaciji nanoemulzija, ukljucujuéi i efekat na
oblik i veli¢inu nastalih kapljica (Hensel i sar, 2017).

Na osnovu poznavanja planarnih sistema, uvrezen je stav da sa povecanjem zakrivljenosti
medupovrsSine (tj. smanjenjem polupre€inka kapi) dolazi do povecanja specifi¢ne povrSine, a time 1
povrsinske gustine stabilizatora. Medutim, istraZivacka grupa dr Sylvie Roke je kroz niz radova koji
su ukljucili molekularnu analizu medupovrSinskih slojeva nanoemulzija primenom savremenih
tehnika, u proteklih nekoliko godina pokazala da gustina surfaktanata na medupovrSini nije
presudna za stabilizaciju sistema, ve¢ je to kombinovani uticaj hemijske strukture stabilizatora i
raznotezne interakcije izmedu ulja, vode i surfaktanata (Smolentsev i Roke, 2020; Zdrali i sar,
2019; Zdrali i sar, 2017). Interesantan je nalaz da je gustina stabilizatora na medupovrsini
nanoemulzija stabilisanih nenaelektrisanim amfifilima viSestruko ve¢a u poredenju sa jonskim
stabilizatorima (verovatno kao posledica razliitog stepena hidratacije polarnih glava 1 medusobnog
odbijanja istoimenih naelektrisanja kod naelektrisanih stabilizatora), ali je, uprkos tome, stabilnost
takvih nanoemulzija manja. Takode, ukoliko masna faza ima moguénost stvaranja vodoni¢nih veza
sa vodom, do¢i ¢e do formiranja slabo orijentisanog polarizovanog sloja vode na povrsini kapi, $to
¢e dodatno doprineti repulziji kapi i stabilnosti nanoemulzije. Navedeni eksperimentalni podaci
upravo govore u prilog potrebi za revidiranjem klasi¢nog shvatanja medupovrsinskog sloja kod
nanosistema (Zdrali i sar, 2017).
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Pored toga, u formulaciji emulzionih sistema, prilikom odabira surfaktanata, tradicionalno se sledi
Bankroftovo pravilo (engl. Bancroft rule), prema kome se emulgator bira tako da bude ,,rastvorljive
u spoljasnjoj fazi emulzije. Medutim, poredenjem stabilnosti emulzionih sistema sa dispergovanim
kapljicama mikrometarskih veli¢ina sa nanoemulzijama, uoceno je da je ovo pravilo primenjivo
samo na mikrometarske dimenzije, a ne i za medupovrs$inu nanoemulzija. Konkrento, na primeru
lipofilnog emulgatora Span 80 (sorbitan monooleat, HLB = 4,3), pokazano je da vrsi stabilizaciju
nanoemulzija i to tipa V/U (o¢ekivano), ali i tipa U/V, ali da pri tome zauzima razliCite
konformacije na medupovrSini. Ovakva pojava verovatno je posledica promene u odnosu
interakcija na medupovrsini koja se deSava sa smanjenjem velicine kapi (Zdrali i sar, 2019).

Ova vrsta eksperimentalnog pristupa koja podrazumeva analizu medupovrSinskog sloja na
molekularnom nivou tek je od nedavno moguca. Radi donosenja univerzalnih zaklju¢aka, svakako
je neophodno upotpuniti eksperimentalne rezultate uz veci obuhvat komponenata masne faze,
surfaktanata i kosurfaktanata, uz poredenje rezultata dobijenih kod nanoemulzija i mikroemulzija —
kao nanosistema koji su, u termodinami¢kom smislu, sustinski razli¢iti (De Aguiar i sar, 2010).

1.4.3. Metode izrade nanoemulzija i mehanizmi ukljuceni u njihov nastanak

Priprema disperzija sa nanokapima sa sobom nosi i potrebu da se savlada velika dodirna
medupovrS$ina izmedu 2 faze, a koja je znacajno veca u odnosu na medupovrSinu kod
konvencionalnih emulzija. To zahteva veliki unos energije u sistem. Mozda se na prvi pogled ne
Cini tako, ali energetski minimum potreban za formiranje nanoemulzije je isti, bez obzira na metodu
njene izrade. Energija se moze uloziti u vidu fizickog rada ili termodinamicki - promenom
ravnoteznog stanja kroz promenu temperature ili sastava sistema. Minimum energije Kkoji je
potrebno uloziti kako bi se obezbedila nanoemulzija sa kapima unutrasnje faze radijusa r opisuje se
slede¢om jednac¢inom (Helgelson i sar, 2016):

Epmin~31(¢g)3r (Jednacina 1.6)

Emin — energetski minimum potreban za nastanak nanoemulzije sa kapima unutrasnje faze radijusar,
y - medupovrsinski napon ulje-voda,

#d— volumenska frakcija dispergovane faze.

Iako mozda terminoloski nije najbolje reSenje (upravo zbog Cinjenice da koliCina energije koja se
unese u sistem ne ovisi o nac¢inu njegove izrade), metode koje se koriste za dobijanje nanoemulzija
dele se u 2 grupe — visokoenergetske (one koje se zasnivaju na mehani¢kom radu) i niskoenergetske
(one koje se baziraju na termodinamickim promenama) (Helgeson i sar, 2016).

Najces¢e koriséene viskokoenergetske metode su homogenizacija pod visokim pritiskom,
mikrofluidizacija i ultrasonikacija. Priprema nanoemulzija ovim metodama je dvostepeni proces —
prvo se vrsi izrada grubih disperzija koje se potom propustaju kroz uredaje koji obezbeduju
intenzivne disruptivne sile kako bi se kapi unutrasnje faze svele na nanometarske veli¢ine. Sa druge
strane, niskoenergetske metode zasnivaju se na fiziCkohemijskim osobinama samih komponenata
nanoemulzija, obezbeduju¢i nastanak finih nanoemulzija unutar tacno definisanih granica
medusobnih masenih odnosa ulja, vode i stabilizatora. Za izradu nisu potrebni sofisticirani uredaji,
ve¢ je dovoljna mehani¢ka energija koju obezbeduju obi¢ne mesalice, dok se dodatna energija
potrebna za nastanak nanokapi obezbeduje kroz promenu ravnoteznog stanja sistema — uticajem na
temperaturu ili sastav (Helgeson, 2016; McClements, 2011). Medu niskoenergetskim metodama
izrade, u literaturi se izdavaja nekoliko postupaka:

o spontanoemulgujuéi postupak (engl. spontaneous emulsification),
o metod inverzije faza (engl. emulsion phase inversion), i
o metod tempepraturne inverzije faza (engl. phase inversion temperature).
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lako je ovo uobicajena podela, odredeni literaturni izvori daju i neSto drugaciju klasifikaciju,
smatraju¢i spontanoemulgujuci postupak i metod inverzije faza kao jedan te isti, uz razlike samo u
redosledu dodavanja. Zbog brojnih pogodnosti koje odlikuju niskoenergetske metode izrade
(Jednostavnost postupka, pogodnost za inkapsulaciju molekula osetljivin na ekstremnije uslove
izrade (npr. poviSena temperatura i mehanicki stres), uz mogucnosti scale-up-a), znacajan
istrazivacki interes usmeren je na razumevanje i razjasnjavanje fundamentalnih aspekata
niskoenergetske nanoemulzifikacije. Mnogi principi koji stoje u njihovoj osnovi jo§ uvek su
nedovoljno poznati, ali pokazano je da su sve navedene metode vodene jednim zajednickim
mehanizmom — brzim premestanjem molekula surfaktanata iz jedne u drugu fazu isklju¢ivo na
osnovu fizickohemijskih afiniteta. Dakle, diferencijacija na razlicite niskoenergetske postupke
dobijanja nanoemulzija nije u vezi sa razli¢itim bazi¢nim principima nanoemulzifikacije, ve¢ je
zasnovana na redosledu dodavanja faza (Anton i Vandamme, 2009).

1.4.3.1. Sponatnoemulgujuéi postupak kao ,,niskoenergetski” metod za dobijanje nanoemulzija

Spontanaoemulgujuéi postupak u dobijanju naoemulzija, kao 1 sve niskoenergetske metode,
prevashodno se zasniva na fizickohemijskim karakteristikama ekscipijenasa. Pripada grupi
izotermalnih metoda — emulzifikacija i odvija se na sobnoj temperaturi, bez zagrevanja. Postupak
podrazumeva odvojenu pripremu dve faze:

1) smese ulja i surfaktanata
i
2) vodene faze.
Vodena faza se najce$ce sastoji samo iz preciS¢ene vode, ili predstavlja rastvor pufera. Smesa

masne faze i surfaktanata se na sobnoj temperaturi, uz kontinirano mesanje, postepeno dodaje
vodenoj fazi (Slika 1.4).

i e
Smesa masne faze =y ‘
i stabilizatora )

Nanoemulzija

Slika 1.4. Shematski prikaz izrade nanoemulzije primenom spontanoemulgujuceg postupka

PredloZeni mehanizam koji vodi do nastanka nanoemulzije podrazumeva da tokom kontakta smeSe
ulja i surfaktanata sa vodenom fazom nastaje tranziciona faza (trokomponentni sistem) koji se brzo
rusi uz ,,spontano” formiranje malih uljanih kapi oivi¢enih slojem stabilizatora (surfaktanta). Da bi
zaista doslo do formiranja nanoemulzije, neophodno je primeniti hidrofilni surfaktant, i to u

13



odgovaraju¢em odnosu sa masnom fazom, jer je narusavanje trokomponentnog sistema zasnovano
na veéem afinitetu stabilizatora ka vodenoj fazi. Prelaze¢i u vodenu fazu, surfaktant sa sobom nosi i
delove masne faze, i solubilizuje ih u vodenoj fazi. lako je ovaj mehanizam prihvacéen, u literaturi
jos uvek nije u potpunosti razjaSnjena sama struktura tog tranzicionog (trokomponentnog) sistema.
Najces¢e se navodi da kao tranziciona faza nastaje bikontunualna mikroemulzija. Medutim,
eksperimentalni podaci pokazuju da to nije uvek slucaj (Komaiko i McClements, 2014; Anton i
Vandamme, 2011). Svakako, ta prelazna faza se moze formirati samo u ta¢no odredenom i uskom
opsegu odnosa ulje-surfaktant-voda.

1.4.3.2. Odabir ekscipijenasa za izradu nanoemulzija niskoenergetskim metodama

Uporedo sa odabirom adekvatnog postupka izrade/proizvodnje, i podeSavanjem procesnih
parametara, uspesnost formulacije nanoemulzije, neovisno o njenom putu primene, sustinski je u
vezi sa odabranim ekscipijensima, a prevashodno emulgatorima i masnom fazom, te njihovom
interakcijom sa ostalim aditivima (konzervansi, helatna sredstva, reoloski modifikatori...), ali i
aktivnom supstancom (Dasgupta i sar, 2019).

Emulgatori

Emulgatori imaju kljuénu ulogu u formiranju i stabilizaciji nanoemulzija kroz niskoenergetske
metode. Njihova amfifilna struktura omogucéuje da se adsorbuju na medupovrsini, uz formiranje
omotaca koji sprecava agregaciju formiranih kapi. Iako se mozda na prvi pogled ¢ini da je sloj
stabilizatora oko nanokapi jedan unifromni ,,pokrivac¢“, u realnosti, on se sastoji iz razliCitih
molekula (ne samo surfaktanata/stabilizatora, ve¢ i dela masne faze i drugih komponenata sistema)
u odgovarajucoj organizaciji i kompleksnim interakcijama. Priroda i organizacija medupovrsinskog
sloja (debljina, naelektrisanje, fluidnost i1 mikrostrukturna organizacija, reoloSka svojstva,
permeabilnost) umnogome odreduju stabilnost nanoemulzije 1 moguénosti njene primene
(McClements, 2011).

Ponudene su brojne klasifikacije surfaktanata kako bi se omoguéio pravilan i racionalan odabir u
stabilizaciji nanoemulzionih sistema. Karakteristike medusloja i moguénost stabilizacije zavise od
geometrije molekula surfaktanta i njegovog hidrofilno-lipofilnog balansa (HLB broja). Upravo
jedan od najvaznijih faktora koji uti€u na nanoemulzifikaciju kroz spontanoemulgujuéi postupak
predstavlja pakovanje molekula surfaktanata na medusloju ulje-voda, S$to je definisano
molekularnom geometrijom odredenog surfaktanta, okarakterisanom kroz vrednosti kriticnog
parametra pakovanja (engl. critical packing parameter - CPP), koji se moze odrediti prema sledecoj
jednacini (Komaiko i McClements, 2016):
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lexa

CPP = (Jednacina 1.7)

V — volumen jednog alkil lanca,
Ic — duZina alkil lanca,
a — poprecni presek polarne glave.

Smatra se da za CPP<1, surfaktanti imaju tendenciju da obrazuju sferne agregate, za CPP~I
formiraju dvoslojeve, dok se kod onih sa CPP>1 oc¢ekuje formiranje reverznih micela. Razlike u
kriticnom parametru pakovanja uti¢u i na karakteristike medusloja i pokretljivost molekula
surfaktanata, $to ima direkte implikacije na moguc¢nosti formiranja finih nanokapi kroz
spontanoemulgujuéi proces (Guttoff i sar, 2015).

Dosadasnji eksperimenti pokazuju da su surfaktanti tipa malih molekula (npr. polisorbati i estri
sorbitana i masnih kiselina) i fosfolipidi efikasniji u stabilizaciji nanoemulzija (Tabela 1.4),
verovatno zbog vece mobilnosti i brzeg pokrivanja novonastalih medupovrsina (McClements,
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2016). Fosfolipidi su od posebnog interesa zbog prirodnog porekla i vec¢e biokompatibilnosti, i
stoga podesni za stabilizaciju nanoemulzija za specifi¢ne puteve primene (npr. parenteralni) (Klang
i Valenta, 2011).

Pored geometrije molekula, HLB vrednost primenjenog stabilizatora (ili njihove smese) takode je
znacajna za uspe$nu nanoemulzifikaciju kroz niskoenergetski postupak. Kako su hidrofilne
nanoemulzije naj¢eS¢i izbor u kontekstu nosafa lekovitih supstanci, potrebno je da odabir
stabilizatora bude takav da oni budu hidrofilni, kako bi se favorizovao njihov prelazak iz masne u
vodenu fazu, ali opet ne isuviSe hidrofilni, kako se ne bi kompromitovala njihova rastvorljivost u
ulju. Dodatno, vrlo visoka hidrofilnost mogla bi izazvati i desorpciju surfaktanta sa povrSine
nanokapi, dovode¢i u pitanje dugoro¢nu stabilnost formulacije. U praksi, obi¢no se HLB
vrednostima izmedu 13 i 15 postize Zeljeni efekat. Ipak, to svakako ne moze biti univerzalno
pravilo, jer karakteristike masne faze u odredenoj meri diktiraju tip i potreban udeo surfaktanta
kako bi se dobila stabilna nanoemulzija (Komaiko i McClements, 2016; Chang i McClements,
2014).

U kontekstu niskoenergetske nanoemulzifikacije, vrlo vazno mesto zauzima i koncept hidrofilno-
lipofilne devijacije (engl. hydrophilic-lipophilic deviation, HLD), koji se moze Kkoristiti za
odredivanje tendencije surfaktanta da formira mikro- ili nanoemulzije, kako bi se, pri odredenim
uslovima, dobila optimalna formulacija sa fleksibilnim medupovrsinskim filmom. Generalno, HLD
govori o afinitetu surfaktanta prema jednoj od faza (masnoj ili vodenoj), ali pri datim uslovima
sredine — zavisi od polarnosti ulja, koncentracije soli, temperature i karakteristika samog
surfaktanta. Vrednost HLD se moze odrediti prema sledecoj formuli (Komaiko i McClements,
2016):

HLD = f(S) — k*EACN - a(T-25) + C (Jednacina 1.8)
f(S) — funkcija saliniteta (vece vrednosti su u slu¢aju jonskih surfaktanata),
k, a, Cc — konstante koje zavise od tipa surfaktanta,

EACN — efektivni alkalni karbonski broj (engl. effective alkan carbone number) — ukazuje na
polarnost ulja,

T — temperatura u °C.

Kada je HLD = 0, smatra se da postoji balans, tj, surfaktant ima podjednaku tendenciju ka masnoj i
vodenoj fazi (nema zakrivljenosti medupovrsine). Ocigledno, za dati surfaktant, HLD vrednost se
moze menjati promenom uslova sredine, ovisno o tome $ta se Zeli posti¢i. Na ovaj nacin, povezuju
se razli¢iti koncepti u opisivanju povrsinski aktivnih materija i interakcija u sistemima ulje-voda-
surfaktant, $to je znacajan element formulacione strategije (Kunz i sar, 2009). Na primer, da bi
HLD vrednost bila 0, u slu¢aju vrlo nepolarnog ulja (viSa vrednost EACN), moze se ili povecati
salinitet (¢ime se smanjuje rastvorljivost surfaktanta u ulju), ili se moze primeniti vrlo hidrofoban
surfaktant (na osnovu C. vrednosti). Medutim, treba imati u vidu da, ukoliko se zeli formulisati U/V
nanoemulzija, ciljna vrednost HLD treba biti manja od 0 (surfaktant ima vecu tendenciju ka
vodenoj fazi), odnosno, u slu¢aju V/U nanoemulzija, ve¢a od O (surfaktant ima vecu tendenciju ka
masnoj fazi) (Komaiko i McClements, 2016).

Upravo dokazi 0 korespondentnosti izmedu procenjene zakrivljenosti medupovrsSine, molekulskog
pakovanja i hidrofilno-lipofilnog balansa i njihovog uticaja na stabilnost formulacije znacajan su
korak za suStinsko teorijsko potkrepljenje empirijskih pravila koja se Siroko koriste tokom
osmisljavanja formulacija (Kunz i sar, 2009).
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Tabela 1.4. Najcesée koris¢eni tipovi emulgatora za stabilizaciju nanoemulzija izradenih
niskoenergetskim postupcima

Mali molekuli Fosfolipidi

Polisorbati (Polisorbat 80, 60, 40, 20) Lecitin (soje, jajeta)
Estri sorbitana u kombinaciji sa polisorbatima

Masna faza

Odabir masne faze ima uticaj kako na moguénost formiranja nanoemulzije primenom
niskoenergetske metode, tako i na velicinu kapi, kao i na fizicku stabilnost finalne formulacije.
Hemijska struktura, viskozitet, povrsinski napon i polarnost ulja faktori su koje treba promisljeno
razmotriti (Azmi i sar, 2019; Komaiko i McClements, 2016). Ulja manje polarnosti (manje
rastvorljivosti) generalno su pogodnija sa aspekta stabilnosti, jer su manje podlozna Ostvaldovom
sazrevanju, dok nizi viskozitet masne faze (tj. manja razlika u viskozitetu masne i vodene faze)
favorizuje nanoemulzifikaciju dajuci stabilnije nanoemulzije sa manjom prose¢nom veli¢inom kapi.
Sa druge strane, medupovrsinski napon na granici ulje-voda je nizi kada se u formulaciji koristi ulje
vece polarnosti (Tadros i sar, 2004; Chanamai i sar, 2002). U tom kontekstu, vazno je razmotriti
EACN, kao parametar koji ukazuje na stepen hidrofobnosti ulja — vece vrednosti EACN odnose se
na ulja manje polarnosti (veé¢e hidrofobnosti). Na primer, ulja kao §to su maslinovo, kukuruzovo,
sojino ili trigliceridi srednje duZine lanca imaju EACN u opsegu 16-20, dok terpenska ulja imaju
znatno nize vrednosti EACN — oko 3. Vrednost EACN ovisi o broju ugljenikovih atoma (duzini
lanca), te prisustvu polarnih grupa, ili nezasi¢enih veza (Bouton i sar, 2009; Do i sar, 2009; Acosta i
sar, 2003). Poznavanje polarnosti ulja moze znacajno olaksati razumevanje potencijalnih interakcija
na granici faza.

Ipak, iako postoji odredeni konsenzus, sve je potrebno razmatrati u kontekstu konkretne
kombinacije sastojaka, odnosno praéenjem faznog ponaSanja u ternarnim sistemima kroz
konstrukciju ternarnih dijagrama (Komaiko i McClements, 2016). Takode, sastav ulja moze biti
sloZen, pa je, u takvim situacijama, potrebno razmotriti i relativan doprinos svake od komponenti
masne faze finalnim karakteristikama formulacije, S$to predstavlja zahtevan element
preformulacionih istraZivanja.

Aktivna supstanca

Na kraju, i prisustvo aktivne supstance i njeno particiono ponasanje moraju se uzeti u obzir.
Lokalizacija aktivne molekule ovisi pre svega o njenoj lipofilnosti/hemijskoj strukturi, i moze se
odraziti na stabilnost nanoemulzije i na neke od njenih fizickohemijskih osobina (npr. veli¢ina
dispergovanih kapi, naelektrisanje, gustina filma emulgatora...). Kod U/V nanoemulzija, hidrofobne
molekule se obi¢no nalaze rastvorene u uljanim kapima, ili u regionu nepolarnih repova
surfakatana. Aktivne supstance sa amfifilnim svojstvima bi¢e predominantno rasporedene u
medupovrSinskom sloju. U prisustvu viSka surfaktanata koji formiraju micele u vodenoj fazi,
aktivna supstanca moze biti i na ovaj nacin solubilizovana (u micelama/vezikulama). Particiono
ponasanje aktivne supstance je znacajno analizirati, jer se odrazava na Kinetiku oslobadanja, ali i na
hemijsku stabilnost (Klang i Valenta, 2011).

1.4.4. Opticke karakteristike nanoemulzija

Nanoemulzije se ve¢ golim okom (vizuelno) mogu prepoznati. Veli¢ina dispergovanih kapljica

unutrasnje faze znacajno je manja u odnosu na talasnu duzinu svetlosti iz vidljivog dela spektra. To

¢ini da rasipanje svetlosti nije intenzivno, uprkos razlikama u indeksu refrakcije izmedu masne 1

vodene faze, pa nanoemulzije izgledaju skoro transparentno ili blago zamuceno (posebno kada je

dijametar dispergovanih kapljica ispod 100 nm). Ova osobina se i praktiéno moze izmeriti,

odredivanjem opti¢ke transparencije primenom UV-Vis spektrofotometrije. Medutim, kada se
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transparencija ispituje u UV delu spektra, vrednosti talasne duzine su bliske dijametru kapljica, pa
je rasipanje svetlosti intenzivnije. Poznato je i da nanoemulzije imaju plavicasti odsjaj po ivicama,
Sto je posledica Tindalovog efekta. Svetlost iz plavog dela spektra ima manje talasne duzine, bliska
je UV delu spektra (kao i dijametru dispergovanih nanokapi), pa se intenzivnije rasipa, dovode¢i do
formiranja plavicastog odsjaja. Poznavanje ovih osobina je vrlo prakti¢no sa aspekta pracenja
stabilnosti nanoemulzija, odnosne procene polidisperziteta ili agregacije nanokapi. Naime,
pracenjem transmisije svetlosti iz vidljivog dela spektra (pri konstantnoj talasnoj duZzini) tokom
vremena moze ukazati na odredene promene u fizickoj stabilnosti. Dodatno, viSe zamudéeni
nanoemlzioni sistemi ukazuju na $iri indeks polidisperznosti, tj. prisustvo kapi ¢iji je dijametar
blizak 1 mikrometru (Mason i sar, 2006).

1.4.5. Reoloska svojstva

Nanoemulzije su njutnovske tec¢nosti/sistemi, a njihov viskozitet uslovljen je udelom vode, odnosno
udelom i tipom odabranih stabilizatora i masne faze. Viskozitet je svojsto znacajno za stabilnost
nanoemulzije i brzinu oslobadanja aktivne supstance (Lovelyn i Attama, 2011). Ukoliko to put
primene zahteva, moze se podeSavati i dodatkom reoloSkih modifikatora. Odredena reoloska
svojstva nanoemulzija uslovljena su i malim dimenzijama dispergovanih kapljica, zavise od
sastava, strukture kapi 1 karakteristika medufaze, odnosno tipa interakcija izmedu kapljica.
Interesantno je napomenuti da se viskozitet i elasti¢nost nanoemulzija mogu menjati i bez promene
sastava, samo varijacijom u veli¢ini dobijenih kapi (Gupta, 2020; Mason i sar, 1999). Takode, treba
istaci i da mikroviskozitet (viskozitet medupovrsSinskog sloja) umnogome utic¢e na fizicku stabilnost
nanoemulzija, kao i na kinetiku oslobadanja inkapsuliranih aktivnih molekula (Klang i Valenta,
2011).

1.4.6. Nanoemulzije kao formulacije za slaborastvorljive molekule: moguénosti primene

Najces¢i vid primene nanoemulzija u biomedicinskoj sferi ogleda se u dizajniranju U/V
formulacija, §to omogucuje rastvaranje/solubilizaciju hidrofobnih/slaborastvorljivih molekula u
dispergovanoj fazi. Na taj nacin, nanoemulzije ostvaruju ulogu sistema za transport i isporuku
hidrofobnih aktivnih supstanci, uz visok nivo biokompatibilnosti sa fizioloskim okruzenjem (in
vivo). Hidrofobne molekule mogu biti rastvorene u uljanoj fazi, unutar nanoemulzionih kapljica, ili
pak, ukoliko rastvorljivost u ulju nije znacajna, mogu biti prisutne i na medupovrSinskom sloju,
solubilizovane zahvaljujuci prisustvu surfaktanata. Usled dostupnosti u molekulskoj formi (a time i
lakSe permeacije), raspolozivost aktivnih supstanci znacajno je unapredena. Dodatno, zahvaljujuci
maloj veli¢ini dispergovanih kapi i postojanju povrSinski aktivnih materija na medufazi, nanokapi
obezbeduju unapredenu penetraciju aktivnih materija kroz bioloske membrane. Adekvatnim
odabirom masne faze i tipa stabilizatora, moguce je dizajnirati nanoemulzije namenjene razli¢itim
putevima primene: oralni, dermalni, okularni, parenteralni, idr. Neki autori ih smatraju ,,alatkom*
koja moze omoguciti lak$u penetraciju aktivne supstance kroz tkiva, dopremanje do Zeljenje Celije,
uz zatitu od spoljasnjih faktora (Gupta, 2020; Helgeson, 2016; Komaiko i McClements, 2016;
Klang i Valenta, 2011; Anton i Vandamme, 2009; Tadros i sar, 2004). Zastita od hemijske
degradacije je posebo vazna kada se radi o izrazito fizickohemijski fragilnim molekulima. To se
moze posti¢éi ne samo solubilizacijom aktivne supstance u dispergovanim kapljicama, veé i
adekvatnim odabirom kostabilizatora i drugih aditiva. Npr. pokazano je da lecitin prisutan u
medusloju ispoljava znafajan antioksidativni efekat i smanjuje permeaciju prooksidanasa kroz
medufazni sloj U/V nanoemulzija, ¢ime doprinosi zastiti solubilizovanih supstanci osetljivih na
oksidativnu degradaciju (Pan i sar, 2013).

Kod topikalne primene, isti¢e se da visoka specifi¢na povrsina nanokapi ¢ini da lako adheriraju za
mesto aplikacije, Sto doprinosi supstantivnosti formulacije. Penetracija kroz kozu moze biti
znacajno stimulisana jer prisutne povrSinski aktivne supstance mogu solubilizovati lipide i proteine
stratum corneum-a (ostvarujuéi efekat penetracionih inhensera), olakSavajuci put aktivnoj supstanci
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do Zeljenog mesta dejstva (Isailovi¢ i sar, 2016; Lane, 2013). Primenom nanoemulzija na kozu
mogu se ostvariti 1 lokalni, ali, u sluc¢aju transdermalne isporuke, i sistemski efekti.

U domenu parenteralne primene, pored uobicajene primene u isporuci nutritivnih sastojaka
(Klang 1 Valenta, 2011), nanoemulzije sa modifikovanom povrSinom kapi (npr. kroz PEGilaciju)
predstavlja oportunu tehniku za produzenje cirkuliSuceg vremena nanoemulzionih kapi, smanjenje
Kklirensa kroz mononuklearni fagocitni sistem, i posledi¢no efikasnije dopremanje terapeutika u
zeljena tkiva (npr. mozak ili tkivo tumora) (Ojha i sar, 2017; Devalapally i sar, 2015).

Zahvaljuju¢i svojim karakteristikama, efikasnoj solubilizaciji 1 interakciji sa mukoznim
membranama gastrointestinalnog trakta, pokazano je da nanoemulzije mogu posluziti i za
poboljsanje bioloske raspolozivosti hidrofobnih aktivnih molekula ili nutrijenata nakon oralne
primene (Shah i sar, 2017). Dodatno, sli¢an efekat je pokazan i za ,,prazne* nanoemulzije kada se
ingestiraju istovremeno sa aktivnim molekulama. U tim okolnostima nanoemulzije ne predstavljaju
nosaCe aktivnih molekula (nanoemulsion delivery system), ve¢ su oznafene kao nanoemulsion
excipient system (Aboalnaja i sar, 2016; Zou i sar, 2015a; Zou i sar, 2015b).

U zavisnosti od puta primene, pored osnovnih sastojaka masne i vodene faze, i stabilizatora
kompatibilnih sa konkretnim vidom aplikacije, mogu se u formulaciju dodati i aditivi koji ¢e
olaksati primenu: npr. reoloSki modifikatori kod nanoemulzija namenjenih primeni na kozu ili
mukozne membrane (priprema nanoemulzionog gela) (Sampathi i sar, 2015).

Na kraju, treba ista¢i da nanoemulzije zauzimaju sve veéi znacaj u farmaceutskoj primeni, jer
obezbeduju optimizaciju strategija u lecenju, prevenciji i dijagnostici bolesti, i to kroz efikasnu
solubilizaciju, zastitu osetljivih supstanci, pouzdanu isporuku aktivnih molekula, uz moguénosti za
targetiranje specificnog tkiva/organa i kontrolisano oslobadanje (Shah i sar, 2017). Sa prakti¢nog
aspekta, vazno je napomenuti i da je mogucnost proizvodnje ,,na veliko“ moguca, i to uz odli¢nu
reproducibilnost (Valenta i Klang, 2011). Dodatno, sa aspekta odrZivog razvoja, moguénost njihove
proizvodnje primenom tehnika koje Stede energiju predstavlja poseban znacaj.
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1.5. Odabrana svojstva zna¢ajna za karakterizaciju nanoemulzija

Postoji nekoliko fizickih svojstava nanoemulzija koja ih odvajaju od klasi¢nih emulzionih sistema
(engl. microscale emulsions), ¢ine¢i ih novom klasom u domenu soft materials. Budu¢i da
pripadaju grupi nanosistema, postoji ¢itav niz karakteristika koje je neophodno analizirati u cilju
njihove sveobuhvatne karakterizacije i razumevanja, posebno u kontekstu savremenih teznji da se
adekvatnom karakterizacijom na in vitro nivou (fizickohemijskom i bioloskom) prevazidu prepreke
U translaciji nanosistema iz istrazivanja u znacajniju klinicku primenu. Tu se posebno izdvajaju:
veli¢ina, oblik, morfolo§ke Kkarakteristike i povrSinsko naelektrisanje kapi, stabilnost
formulacije, kao i interakcije nanoemulzije sa bioloSkim sistemima. U slu¢aju nanoemulzija
koje sadrze aktivnu supstancu, potrebno je ispitati i kapacitet solubilizacije (engl. drug loading),
raspodelu aktivne supstance unutar formulacije, efikasnost inkapsulacije, i kinetiku
oslobadanja (Caputo i sar, 2019; Coty i Vauthier, 2018).

Imajuéi u vidu kompleksnost nanosistema i izazove koji se sreu u njihovoj karakterizaciji, uz
znaCajnu heterogenost u nacinima sprovodenja merenja i interpretacije rezultata, Svetska
organizacija za standardizaciju objavila je dokument Nanotechnologies — Measurement technique
matrix for the characterization of nano-objects (ISO, 2016) koji sumira fizickohemijske parametre
od interesa za nanomaterijale i predlaze tehnike za karakterizaciju datih parametara, dajuci
informacije o prednostima, ograni¢enjima i protokolima za sprovodenje merenja. Ipak, uprkos
intenzivnom radu na ovom polju, evidentan je nedostatak standardizovanih protokola koji bi
omogucili sigurniji uvid u fizickohemijska svojstva nanosistema i njihovu povezanost sa bioloskim
interakcijama, bezbednosnim profilom i biodistribucijom (Faria i sar, 2018; Rischitor i sar, 2016).
Podstaknute ovim izazovima, EUNCL i US National Cancer Institute - Nanotechnology
Characterization Laboratory (NCI-NCL) od 2015. zajednicki intenzivno rade, u komunikaciji sa
regulatornim telima EU i SAD, na stvaranju harmonizovanog seta ispitivanja koji bi obezbedio
relevantna pretklinicka ispitivanja nanosistema — tzv. assay cascade (fizickih, hemijskih, in vitro
bioloskih i in vivo testova), i koji bi bio od znacajne pomo¢i onim koji rade u razvoju
nanonosistema/nanolekova. Kao rezultat, stvoren je niz standardnih operativnih procedura koji
treba da omogu¢i pouzdano odredivanje i razumevanje imunoloskih efekata, biodistribucije,
farmakokinetike, metabolizma i bezbednosnog profila nanosistema (Assay cascade protocols:
https://ncl.cancer.gov/resources/assay-cascade-protocols). Oslanjaju¢i se na dosadasnja iskustva,
dostupan je veéi broj vrlo kvalitetnih nau¢nih ¢lanaka koji su adresirali ovu tematiku (Halamoda-
Kenzaoui i sar, 2019; Bremer-Hoffmann i sar, 2018; Gioria i sar, 2018; Grossman i sar, 2017; Crist
i sar, 2013).

1.5.1. Velic¢ina i distribucija veli¢ina kapi

Veli¢ina i distibucija veli¢ina kapi od sustinskog su znacaja za dostizanje oc¢ekivanih performansi
nanosistema (biodistribucija, targetiranje Zeljenih tkiva/organa, eliminacija), za procenu fizicke
stabilnosti, i, kod odredenih puteva primene, bezbednosti. Paradoksalno, iako postoje brojne tehnike
za procenu veliine Cestica (kapi), ovu Vvrstu analize mozda je najteZe sprovesti na nacin da se
dobiju pouzdani rezultati. Veli¢ina, distribucija veli¢ina kapi, kao i potencijal za agregaciju per se i
u bioloskom matriksu, predstavljaju neke od kritiénih atributa kvaliteta nanosistema (Bastogne,
2017; Muhlebach i sar, 2015). Brojne su tehnike koje se mogu koristiti za procenu veliCine:
elektronska mikroskopija (engl. electron mycroscopy - EM), mikroskopija atomskih sila (engl.
atomic force mycroscopy — AFM), dinamicko rasipanje svetlsti (engl. dynamic light scattering —
DLS), laserska difrakcija (engl. laser diffraction — LD), tehnike centrifugiranja (engl. analytical
ultracentrifugation — AUC; centrifugal particle sedimentation — CPS), frakcionisanje u protoku uz
razli¢ite detektore (engl. field-flow fractionation — FFF), tunable resistive pulse sensing (TRPS),
particle tracking analysis (PTA), i dr. Sve one se grubo mogu klasifikovati na tehnike niske
rezolucije i tehnike visoke rezolucije. Tako ima odredenih nedostataka, DLS se najceSce koristi.
Medutim, uobicajeni vid primene (batch mode) nije adekvatan za polidisperzne uzorke, ve¢ je za
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precizniju analizu potrebna preseparacija, odnosno razdvajanje Cestica na Klastere, i sledstveno
odredivanje veli¢ine. U rutinskoj primeni, DLS je metoda koja moZe posluziti za praenje fizicke
stabilnosti. Prednost ove metode predstavlja relativno ekonomi¢na cena, jednostavnost izvodenja
eksperimenta, brzo dobijanje rezultata i, najvaznije, postojanje standardizovanog protokola za
pripremu uzorka i sprovodenje merenja (ISO, 2017; Hackley i sar, 2010). Ipak, aktuelne preporuke
isticu da se merenja nikako ne mogu zaustaviti samo na jednoj metodi i predlaze se tzv.
,,stepenicasti pristup* (a three-step-approach) u odredivanju distribucije veli¢ina, koji podrazumeva
(Caputo i sar, 2019):

1. Prescreening (inicijalnu proveru koja treba da ukaze na eventualne nedostatke pre
zapocinjanja drugih, zahtevnijih eksperimenata) tehnikom niske rezolucije (npr. DLS);

2. Detaljniju analizu kroz neku od tehnika visoke rezolucije i odgovaraju¢u mikroskopsku
analizu koja obezbeduje vizuelni pregled ¢estica/kapi;

3. Poslednji korak podrazumeva evaluaciju veliine i potencijala za agregaciju u bioloskom
medijumu.

Takode, prilikom odabira tehnike za odredivanje veli¢ine i distribucije veli¢ina, potrebno je voditi
racuna o njenoj pogodnosti konkretnom uzorku, mogu¢im interakcijama kao i opsegu veli¢ina u
kome se mogu dobiti validni rezultati. Posebnu paznju potrebno je posvetiti adekvatnoj
interpretaciji rezultata.

1.5.2. Karakteristike medupovrsinskog sloja - granica faza ulje/voda

Konvencionalni pristup u karakterizaciji medupovrSinskog sloja zasniva se na kombinaciji
komplementarnih tehnika, ali dominantno analizom pro$irenih planarnih sistema — medupovrsina
dve kontinuirane te¢nosti koji prevazilaze nano- i mikroskalu (Lyklema, 2005). lako se ovakvi
planarni sistemi koriste kao model, vrlo su pojednostavljeni i daleko su od realnog stanja, jer se,
Zbog razliCite povrSinske organizacije, interakcije na makro nivou ne mogu jednostavno
transponovati na nanosisteme (Smolentsev i sar, 2017; De Aguiar i sar, 2011)

Pravo poznavanje molekularne orijentacije i mikrostrukturne organizacije medupovrsinskog sloja je
od znacaja u predvidanju stabilnosti, ali i bioloskih performansi nanoemulzija (interakcije sa
¢elijskim membranama, sposobnost oslobadanja aktivne molekule). U tu svrhu, mogu se koristiti
tehnike kao $to su difrakcija X-zraka (eng. X-ray diffraction), elektron paramagnetna rezenantna
(EPR) spektroskopija (engl. electron paramagnetic resonance spectroscopy), a posebno
spektroskopija rasejanja sume vibracionih frekvencija (engl. vibrational sum-frequency scattering
spectroscopy), koja pruza pouzdane informacije u vezi sa konformacijom i uredenjem molekula na
medupovrsini (Hensel i sar, 2017).

1.5.3. Povrsinsko naelektrisanje kapi

Odredivanje povrsinskog naelektrisanja (tj. zeta-potencijala kao vida njegove procene) uobicajena
Jje metoda karakterizacije, i to najcesce sa ciljem da se proceni kineticka stabilnost nanodisperzije,
ali takode i sa aspekta procene bio-nano interakcija (Allen i sar, 2017; Klang i Valenta, 2011).
Posedovanje istoimenog naelektrisanja na kapima nanoemulzija jedan je od nacina odolevanja
fizickoj destabilizaciji.

Ukoliko je povrsina kapi naelektrisana, na nju ¢e se adsorbovati sloj jona suprotno naelektrisanih od
povr§ine (Sternov sloj). Sa pove¢anjem udaljenosti od povrsine, gustina suprotnih jona opada
(eksponencijalno). Kada se emulzija nade u spoljaSnjem elektricnom polju, naelektrisane kapi ¢e se
kretati, 1 to zajedno sa slojem adsorbovanih jona. U jednoj tacki koja je viSe udaljena od povrSine
kapi, trenje sa spoljasnjom fazom c¢e nadjacati elektrostaticke interakcije, tako da sa daljim
udaljavanjem od povrSine kontrajoni se vise nece kretati zajedno sa kapljicom. Ravan pri kojoj se to
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desava se zove ravan smicanja, a odgovarajuéi potencijal zeta potencijal (Slika 1.5) (Israelachvili,
2011).

. e . ®
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Slika 1.5. Shematski prikaz adsorbovanja jona na naelektrisanu nanocesticu/nanokap (preuzeto i
prilagodeno prema referenci Israelachvili, 2011)

Zeta potencijal moze se odrediti kroz pracenje elektroforetske mobilnosti nanomaterijala
dispergovanog u vodenoj sredini, i to primenom nekoliko metoda opisanih u ISO standardima (1SO,
2012a; 1SO, 2012b). U rutinskoj laboratorijskoj praksi, obi¢no se primenjuje metoda koja se zasniva
na pracenju elektroforetskog rasipanja svetlosti (engl. electrophoretic light scattering — ELS), koja
se zatim konvertuje u zeta potencijal (Varenne i sar, 2015).

Uopsteno uzevsi, veée apsolutne vrednosti zeta potencijala povezuju se sa boljom dugoro¢nom
stabilnoS¢u. Konkretno, ako je dominantni mehanizam stabilizacije elektrostaticki, apsolutne
vrednosti zeta potencijala koje su iznad 30 mV smatraju se indikatorom dobre dugoro¢ne stabilnosti
(Lin i sar, 2014; Muller i sar, 2012). Medutim, ove vrednosti se ne mogu uzeti striktno, posebno
kada je stabilizacija obezbedena primenom sternih stabilizatora ili kombinacijom elektri¢nih 1
sternih efekata. Zbog prisustva sternih stabilizatora, tokom merenja zeta potencijala, difuzni sloj se
ne pomera tokom kretanja Cestice u elektricnom polju, pa je ravan smicanja pomerena, i posledi¢no
se zeta potencijal meri na vecoj udaljenosti od Sternovog sloja. Zbog eksponencijalnog pada
potencijala sa povecanjem udaljenosti, izmerene vrednosti su znacajno nize u poredenju sa
sistemom koji ne sadrzZi sterne stabilizatore (Pardeike i Miiller, 2010). Navodi se da su, u slu¢aju
elektrosterne stabilizacije, apsolutne vrednosti zeta potencijala od oko 20 mV indikator dobre
fizicke stabilnosti (Jacobs i Muller, 2002).

Naelektrisanje povrsine nanocestice/nanokapi moze poticati od adsorbovanog sloja surfaktanata, ali
moze se obezbediti i funkcionalizacijom povrsine kapi, odnosno prisustvom odredenih liganada na
povrsini. U svakom slucaju, smatra se da je preuzimanje od strane cCelija efikasnije u slucaju
pozitivno naelektrisane povrsine, jer Celije, zbog negativnog naelektrisanja ¢elijske membrane i
potencijalnih elektrostatickih interakcija, deluju katjon-selektivno. Medutim, treba imati u vidu da,
kada se nanokapi/nanocestice nadu U realnoj bioloskoj sredini, dolazi do adsorpcije endogenih
molekula (jona i, dominantno, proteina), sto moze znacajno promeniti povrSinske karakteristike
Cestica i1 vid interakcije sa ¢elijama, ali i koloidnu stabilnost, a time i preuzimanje (Agrahari i sar,
2019; Albanese i sar, 2012). Svakako, merenje zeta potencijala u velikoj meri zavisi od
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eksperimentalnih uslova, pa je mnogo truda ulozeno u standardizaciju protokola (Clogston i
Vermilya, 2020; Lin i sar, 2014; Varenne i sar, 2015).

1.5.4. Morfologija kapi

Morfoloske karakteristike (oblik i struktura, povrSinske karakteristike) Cestica/kapi prepoznate su
kao vazne sa aspekta interakcije nanosistema sa bioloskim okruzenjem, i predstavljaju neophodan
segment u karakterizaciji. Navodi se da blago izduzeni (Stapicasti i elipsoidni) oblici mogu biti
uspesniji u preuzimanju od strane Celija posredstvom endocitoze, verovatno zbog vece dodirne
povrSine sa celijskom membranom. Medutim, to nije presudna karakteristika ukoliko postoji
funkcionalizacija povr$ine ligandima specificnim za odredenu vrstu receptora. Takode, rezultati
odredenih studija navode da ,,mekane” nanocestice mogu imati bolju interakciju sa celijskom
membranom i time biti uspeSnije preuzete od strane ¢elija (Kinnear i sar, 2017). Procena oblika i
karakteristika povr§ine mogucée je sprovesti tehnikama mikroskopije (npr. EM ili AFM), koje
uporedo daju i informacije o veli¢ini ¢estica (Caputo i sar, 2019). Dodatno, primena ovih naprednih
tehnika mikroskopije omogucéuje da se razlikuju sferne nanokapi od drugih potencijalno
koegzistirajucih struktura (npr. lamelarne strukture, micele, ili, eventualno, nesolubilizovane cestice
aktivne supstance), ili za detekciju agregata kapi, a za koje uobi¢ajene tehnike za analizu veli¢ina
Cestica nisu dovoljno diskriminatorne. Takode, moguce je analizirati 1 fazne prelaze tokom
nanoemulzifikacije (Klang i Valenta, 2011; Bali i sar, 2010).

1.5.5. Kapacitet inkapsulacije i kinetika oslobadanja aktivne supstance

Ukupna koli¢ina inkorporirane lekovite supstance (engl. drug loading), zajedno sa procenom
stepena inkapsulacije i kinetikom oslobadanja predstavljaju vazne parametre za procenu efikasnosti,
ali i bezbednosti nanonosac¢a (Coty i Vauthier, 2018). Uprkos brojnim naporima da se preciznost i
specificnost nanonosaca poveca (npr. kroz funkcionalizaciju povrSine koja ¢e smanjiti opsonizaciju
i klirens nakon sistemske primene, ili povezivanjem antitela za povrSinu nanonosaca koja su
specificna za odredeni receptor), postoje problemi koji se odnose na inkorporiranje aktivne
molekule u same nanostrukture. Upravo ,uspe$ne price“ veé¢ klinicki etabliranih primera
nanosistema (kao $to su Abraxane™ i Doxil™) govore o vaznosti poznavanja slobodne frakcije
lekovite supstance i one inkapsulirane. Koli¢ina aktivne supstance koja je ,,slobodna“ moze izazvati
odredene nezeljene efekte, odnosno potpuno kompenzovati benefite koji se mogu dobiti
nanonosacem (Mehn i sar, 2017). Ovakve vrste ispitivanja vazne su ne samo u ranim fazama
razvoja nanonosaca, ve¢ i tokom scale-up-a i kontrole kvaliteta finalnih proizvoda (Ragelle i sar,
2017; Ambardekar i Stern, 2015).

Odabir aparature za odredivanje kinetike oslobadanja ovisi o putu primene, ali ispitivanja se obi¢no
zasnivaju na pracenju difuzije aktivne supstance kroz membranu, primenom neoficinalnih ili
oficinalnih aparatura uz odredene modifikacije prilagodene vrsti ispitivanog uzorka. Vazno je
prilagoditi metodu tako da bude diskriminatorna, tj. da moze obezbediti uo¢avanje razlika izmedu
konvencionalnih nosaca i nanosistema, kao i razlike medu samim nanosistemima. Uprkos radu na
razvoju biorelevantne metodologije, postoje izazovi u ispitivanjima ,,pametnih“ nanonosac¢a — onih
od kojih se oslobadanje aktivne supstance oCekuje nakon vezivanja za receptor ili kao posledica
delovanja odredenog stimulusa — engl. on demand release (Shen i Burgess, 2013).

Odredivanje stepena inkapsulacije predstavlja tezi zadatak. Upravo se od inkapsulirane lekovite
supstance oc¢ekuje da ispolji drugaciju farmakokinetiku i biodistribuciju u poredenju sa slobodnom
frakcijom. Uobicajeno se za ovu namenu primenju tzv. direktne (zasnivaju se na odredivanju
sadrzaja lekovite supstance koja je inkapsulirana nakon ekstrakcije) i indirektne metode (zasnivaju
se na odredivanju slobodne frakcije lekovite supstance U supernatantu koji se odvaja nakon
centrifugiranja). Zbog niza koraka koje zahtevaju, mogu biti priliéno zametne, pa se kao alternativa
u litaraturi predlaze primena analitickog ultracentrifugiranja — metode koja ne zahteva posebnu
pripremu uzorka, a u jednom merenju je moguce sprovesti i analizu veliCina Cestica 1 odredivanje
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odnosa inkapsulirane i slobodne frakcije lekovite supstance (Daneshmand i sar, 2018; Gioria i sar,
2018; Mehn i sar, 2017).

Pored poznavanja sadrzaja aktivne supstance u formulaciji i efikasnosti inkapsulacije, za
sveobuhvatno razumevanje i tumacenje bioloSkih efekata i terapijske efikasnosti korisno je
poznavati i raspodelu aktivne supstance unutar nanostrukture. U kontekstu U/V nanoemulzija kao
nosaca za hidrofobne aktivne supstance, inkapsulirana molekula mozZe biti u potpunosti unutar
uljane kapljice, ili pak na medupovrsini, Sto zavisi od fizickohemijskih osobina supstance.
Lokalizacija aktivne supstance odraZzava se na brzinu oslobadanja i na dostupnost za ostvarivanje
terapijskih efekata, a moze uticati i na hemijsku stabilnost molekula. Ova vrsta analize se uspesno
moze sprovesti primenom EPR spektroskopije, uz obeleZavanje uzorka, a bez narusavanja njegove
strukture (Mitsou i sar, 2018; Klan i Valenta, 2011; Ahlin i sar, 2003).

1.5.6. Aspekti bezbednosti nanomaterijala

U prethodnom periodu, u nenauc¢noj zajednici, percepcija re¢i nanotehnologija skoro bezuslovno je
asocirala na savremene aktivnosti, moderne tehnologije i stvaranje proizvoda boljih performansi u
odnosu na uobicajene, i to neovisno od sfere primene — od proizvoda opsSte namene do medicine.
Medutim, kako nije redak slucaj da se javnost u svojim stavovima okrece sa jedne ekstremne
pozicije na drugu, u poslednjih desetak godina odnos prema nanotehnologiji se promenio, i svedoci
smo sve CeSceg pozivanja na moguce nezeljene efekte i rizik od bioakumulacije nanomaterijala, tj.
fokus se prebacio na bezbednost (SCCS, 2019; Keck i Muller, 2013). Kao najsveziji primer moze se
navesti i aktuelna diskusija koja se odnosi na primenu nanostruktura u vakcinama - kao adjuvanasa,
odnosno sistema za isporuku antigena (Technov, 2021). lako su briga o bezbednosti krajnjih
korisnika i procena rizika po Zivotnu sredinu, ne samo legitimne, ve¢ neizostavne i neophodne, ¢est
je slucaj da, zbog aktuelnosti teme i uticaja medija i druStvenih mreza, pitanja bezbednosti
nanomaterijala budu precenjena (Reuters Fact Check, 2021; Reuters Fact Check, 2020; The
Guardian, 2011).

Ipak, s obzirom na brojne nepoznanice sa kojima se nauka susrec¢e kada se radi o nanomaterijalima
— pocevsi od same definicije, pa sve do relevantne karakterizacije, ¢ini se da je sasvim razumno
predloziti odredeni sistem Klasifikacije koji bi selektovao parametre na osnovu kojih bi se mogao
proceniti potencijal za ispoljavanje toksi¢nosti. Logi¢no je da se takva klasifikacija vr$i prvenstveno
na osnovu veli¢ine, biodegradabilnosti i biokompatibilnosti, jer su to parametri koji odreduju
fizickohemijska svojstva, interakciju materijala sa ¢elijama 1, u slucaju apsorpcije, intracelularnu
sudbinu. Na osnovu navedenih parametara, predloZen je nanotoksikoloski sistem klasifikacije (engl.
nanotoxicological classification system — NCS, Slika 1.6), koji nanomaterijale deli u 4 klase prema
riziku da ispolje toksi¢ne efekte po organizam, a na osnovu veli¢ine Cestica i biodegradabilnosti.
Klasa I je ona kod koje je rizik mali ili ga nema, klase Il i 111 odgovaraju srednjem riziku, dok klasa
IV predstavlja Cestice sa visokim rizikom za ispoljavanje toksi¢nih efekata (Keck i Muller, 2013).
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Klasa l

Veli¢ina = 100 nm Veligina = 100 nm
Biodegradabilni nanomaterijali Nebiodegradabilni nanomaterijali

Cestice ne podleZzu endozitoci
I

Veligina

Velic¢ina < 100 nm
Biodegradabilni nanomaterijali

Cestice podlezu endozitoci
I

Akumulacija/perzistencija u organizmu

Slika 1.6. Nanotoksikoloski sistem klasifikacije nanimaterijala (prilagodeno prema Keck i Muller,
2013)

Upravo klasi I pripada vecina farmaceutskih nanonosaca, kao §to su nanoemulzije, liposomi, lipidne
nanocestice, ali i nanokristalne disperzije. Uobicajeni opseg njihovih veli¢ina je takav da ne podlezu
direktnom preuzimanju od strane celija, a zbog biodegradabilnosti se ne zadrzavaju dugo u
organizamu. Sa prelaskom na klasu Il, usled nebiodegradabilnosti, ¢estice se duze zadrzavaju u
organizmu, pa otuda i potencijalno ve¢i rizik. Sli¢no tome, u klasi III su biodegradabilne Cestice, ali
zbog izrazito malih dimenzija, njihove interakcije sa ¢elijama su intenzivnije i podlezu fagocitozi,
zbog Cega pripadaju grupi sa srednjim rizikom. Na kraju, najveci rizik predstavljaju Cestice koje
imaju veli¢inu manju od 100 nm i uz to su nebiodegradabilne (npr. nanocestice titan-dioksida).

Ipak, ovo je vrlo uopstena podela i ne treba da bude podrazumevajuéa jer se ne moze a priori
tvrditi, bez prethodne provere, da, na primer, odredene Cestice iz klase I NCS-a ne poseduju neku
vrstu toksi¢nosti koja moze biti posledica odredenih hemijskih vrsta koje ulaze u njihov sastav ili
potencijalnih interakcija sa imunim sistemom. Dodatno, sam put primene predstavlja poseban
aspekt koji treba razmotriti. Na primer, rizik nakon dermalne, inhalacione ili intravenske primene
nije identi¢an. Situacija se dodatno komplikuju kada se procenjuje stepen izlozenosti (Warheit,
2018; Keck i Muller, 2013).

Biokompatibilnost je jos jedno svojstvo znacajno za procenu bezbednosti primene, koje nije uzeto u
obzir u datoj klasifikaciji, a koje nije u vezi ni sa veli¢inom, ni sa biodegradabilno$¢u, ve¢ sa tim da
li se na datu materiju adsorbuju opsonini (Williams, 2003). Ukoliko bi se to svojstvo uzelo u obzir,
onda bi se svaka od klasa mogla podeliti na 2 podklase — u slucaju biokompatibilnih ili
nebiokompatibilnih nanostruktura.

Kada se razmotre svi faktori, neosporno je da se otvara svojevrsna Pandorina kutija u domenu
nanotoksikologije. Na primer, ¢ak i ako je materijal dimenzija ve¢ih od 100 nm, biokompatibilan i
biodegradabilan, ali tokom degradacije daje toksi¢ne proizvode, postavlje se pitanje kojoj klasi on
pripada. Jasno je da procena bezbednosnog profila nanosistema predstavlja slozenu aktivnost, i ne
moze se zasnivati iskljuivo na trenutno predlozenom sistemu klasifikacije, iako on sigurno
predstavlja dobru polaznu osnovu. Specifi¢ni vidovi bioloskih eksprimenta — npr. procena cito-,
geno- i imunotoksi¢nosti neophodan su element sveobuhvatne procene bezbednosti.
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1.5.6.1. Bioloska karakterizacija nanomaterijala

Bioloska karakterizacija nanosistema podrazumeva in vitro ispitivanja prvenstveno bezbednosti, ali
i efikasnosti (primenom odabranih ¢elijskih linija), dovodeéi u vezu fizickohemijske osobine sa bio-
nano interakcijama.

U kontekstu procene bezbednosti, naj¢es¢i vid bioloSke karakterizacije vrSi se kroz testove
citotoksi¢nosti, kao Sto su test redukcije 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium
bromida (MTT test) i test oslobadanja enzima laktat dehidrogenaze (LDH test). Odabir celijske
linije za konkretno ispitivanje treba biti motivisan predvidenim putem primene, ciljnim mestom
dejstva i procenjenom izlozenoscu (Aslantiirk, 2018; Joris i sar, 2016). Kako se veéina nanosistema
nakon sistemske (intravenske) primene izlucuje putem jetre i/ili bubrega, postoje protokoli za
ispitivanje citotoksi¢nosti nanomaterijala na celijama bubrega svinje (LLC-PK1) i na ¢elijama
humanog karcinoma jetre (Hep G2) (ASTM, 2013; Potter i Stern, 2011). U laboratorijskoj praksi se
veoma Cesto primenjuju i ¢elije drugih tkiva, dok mati¢ne celije sve vise dobijaju na znacaju kao
perspektivna platforma za ispitivanje bezbednosti (Donowitz i sar, 2020; Liu i sar, 2013).

In vitro procene nanomaterijala su veoma vazne jer mogu ukazati na moguce neZeljene reakcije
koje se mogu javiti nakon primene kod ¢oveka, a u kombinaciji sa drugim naprednim ,,0mics®
(genomics, proteomics, metabolomics) i imaging tehnikama, mogu doprineti i razumevanju taénog
mehanizma potencijalnih nezeljenih reakcija. Takode, kombinacija in vitro bioloskih ispitivanja
moze rasvetliti i mehanizam interakcije nanomaterijala sa celijom. Medutim, rutinske metode
veoma c¢esto nisu primenjive na kompleksnije i inovativne sisteme, pa je prilagodavanje
metodologije veoma ¢esto neophodno (Gioria et al, 2018). Iz tog razloga, nekoliko H2020 projekata
(EUNCL, 2017; REFINE, 2015) imali su za cilj, izmedu ostalog, pripremu unapredenih i
validiranih protokola za in vitro ispitivanja ,,nanolekova“ u pretklinickom razvoju, koji bi prevazisli
neke od do sada uocenih ogranicenja testova koji se rutinski primenjuju za Ovu namenu).

Ipak, konvencionalni ¢elijski modeli ne mogu uvek verno da reflektuju humanu fiziologiju, sto, u
kombinaciji sa poteSko¢ama u uspostavljanju protokola ispitivanja nanosistema, moze dovesti do
nedovoljno precizne interpretacije eksperimentalnih rezultata. Zato se sve vise radi na
uspostavljanju biorelevantnijih uslova, koros¢enjem metodologije koja bi pribliznije oslikavala
procese koji se deSavaju u ljudskom organizmu, npr. kroz primenu mikrofluidnih organ-on-chip
sistema. Implementacijom organ-specifi¢énih humanih ¢elija u mikrocip i primenom mehanickih sila
i protoka fluida koji treba da reprezentuju uslove u humanom organizmu, o¢ekuje se znacajno bolja
prediktivnost testova, uz smanjenje ispitivanja na zivotinjama (Jie i Lin, 2018; Perestrelo i sar,
2015; Trietsch i sar, 2013; ORCHID, 2017).
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1.6. Nanoemulzije: pregled stanja na trZiStu

Iako literaturni izvori svedocCe o brojnim prednostima nanoemulzionih sistema, oni jo§ uvek nisu u
potpunosti iskoris¢eni. Ipak, dugu tradiciju primene imaju bas parenteralne nanoemulzije, i to
prevashodno one namenjene parenteralnoj ishrani, ali i intravenske emulzije za isporuku
slaborastvornih aktivnih supstanci (npr. diazepam, etomidat, propofol, liposolubilni vitamini...)
(Rozentur i sar, 2010; Rossi i Leroux, 2007). Uprkos vrlo intenzivnoj istrazivackoj aktivnosti na
polju topikalne primene nanoemulzija (na kozu ili sluzokozu), registrovanih primera je znatno
manje. Pregled trenutno registrovanih lekova namenjenih lokalnoj primeni na bazi nanoemulzija dat
je u Tabeli 1.5
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Tabela 1.5. Primeri registrovanih lekova na bazi nanoemulzija za lokalnu primenu (dermalna i okularna)

Naziv Farmaceutski | Aktivna supstanca | Ekscipijensi Indikacija Referenca
proizvoda oblik (sadrzaj)
(proizvodac)
Ameluz® Gel 5-aminolevulinska | ksantan guma, Lecenje umerenih i https://www.daily
(Biofrontera, kiselina hidrohlorid | lecitin soje, srednje teskih oblika med.nIm.nih.gov/
SAD) (10% m/m - polisorbat 80, aktini¢ne keratoze, u dailymed/druginf
ekvivalentno 7,8% | trigliceridi srednje duzine lanca, | kombinaciji sa 0.cfm?setid=650d
m/m izopropil alkohol fotodinamickom aa9f-aeec-49ce-
aminolevulinske natrijum-fosfat dibazni dihidrat, | terapijom; primena 95h9-
kiseline) natrijum-fosfat monobazni isklju¢ivo od strane 5fa20b988afd
dihidrat, zdravstvenog radnika
propilenglikol, http://www.biofro
natrijum-benzoat, ntera.us.com/nano
preci$¢ena voda emulsion/
Verkazia™ Kapi za oc¢i Ciklosporin trigliceridi srednje duzine lanca, | LeCenje teskih oblika
(Santen Oy, (2 mg/ml) cetalkonijum-hlorid, sezonskog https://www.medi
Irska, UK) glicerol, keratokonjunktivitisa cines.org.uk/emc/
tiloksapol, kod dece i adolescenata | product/9491/smp
poloksamer 188, c
natrijum-hidroksid,
voda za injekcije https://pdf.hres.ca
/dpd_pm/0004899
1.PDF
Ikervis® Kapi za oci Ciklosporin trigliceridi srednje duzine lanca, | LeCenje teskog
(Santen Oy, (2 mg/ml) cetalkonijum-hlorid, keratitisa kod odraslih | https://www.ema.
Finska) glicerol, pacijenata sa europa.eu/en/med
tiloksapol, sindromom suvog oka | icines/human/EP

poloksamer 188,
natrijum-hidroksid,
voda za injekcije

koji se ne poboljSava
bez obzira na primenu
vestackih suza

AR/ikervis
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Voltaren® Gel Diklofenak butilhidroksitoulen, Ublazavanje bola, https://www.alim
Emulgel® 2% (2% m/m) dietilamin, zapaljenja i otoka kod | s.gov.rs/ciril/files/
(Novartis, izopropanol, sportskih povreda lekovi/smpc/515-
Svajcarska) karbomer, (istegnuca tetiva i 01-01317-13-

kokoilkaprilokaprat, ligamenata, uganuce 001.pdf

makrogolcetosteariletar, zglobova, bolovi u

oleilalkohol, ledima) i lokalizovanih

teCni parafin, oblika reumatizma

propilenglikol, (burzitis, teniski lakat)

parfem eukaliptusa,

precis¢ena voda
Voltaren® Gel Diklofenak Karbomer, Ublazavanje bola, https://www.alim
Emulgel® 1% (1% m/m) makrogolcetosteariletar, zapaljenja i otoka kod | s.gov.rs/ciril/files/
(Novartis, kokoilkaprilokaprat, dietilamin, | sportskih povreda lekovi/pil/515-01-
Nemacka) izopropilalkohol, (istegnuca tetiva i 00608-18-002.pdf

tecni parafin, propilenglikol,
parfem,
prec¢is¢ena voda

ligamenata, uganuce
zglobova, bolovi u
ledima) i lokalizovanih
oblika reumatizma
(burzitis, teniski lakat)
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Za sve navedene lekove upravo se istice bolja supstantivnost, te bolja penetracija u tkivo
zahvaljujuéi nanoemulziji kao nosacu. Posebno je interesantan primer Ameluz® gela, Kkoji
predstavlja nanoemulziju stabilisanu kombinacijom polisorbata 80 i lecitina soje, geliranu ksantan
gumom. Usled prisutnog lecitina (fosfolipida), povrsinski sloj kapi poseduje i pozitivno i negativno
naelektrisane regione, koji stupaju u elektrostaticke interakcije sa solju aminolevulonske kiseline
(aminolevulinskom kiselina hidrohlorid) (Slika 1.7). Na taj nacin je stabiliu i drze adsorbovanu za
povrsinu kapi. Nanoemulzione kapi stupaju u interakciju sa povrSinskim slojem koze, uticu¢i na
poboljsanje penetracije aktivne supstance (Reinhold i sar, 2016).

Lecitin

\/'\(/ ~ /
Wf PN
‘0‘ G
Elektrostaticka 0 0
interakcija /é Y =)
r NH; ) e \
e

Q

S-aminolevulinska Kkiselina hidrohlorid

Slika 1.7. Shematski prikaz elektrostatickih interakcija aminolevulinske kiseline sa lecitinom na
medupovrSinskom sloju nanoemulzione kapi (Preuzeto i prilagodeno prema referenci
http://www.biofrontera.us.com/nanoemulsion)

Sa druge strane, kapi za o¢&i (tipa nanoemulzije), kao §to su Verkazia™, koriste zasticenu
Novasorb® tehnologiju u cilju optimizacije vremena zadrzavanja formulacije na oku i apsorpcije
aktivne supstance. U pitanju je hidrofilna katjonska nanoemulzija (naoemulzione kapi imaju
pozitivno povrsinsko naelektrisanje), ¢ime se poboljSava okularno zadrzavanje usled
elektrostati¢kih interakcija sa negativno naelektrisanim slojem mucina koji prekriva kornealni i
konjunktivalni epitel (Daull i sar, 2017). Na ovaj nacin, obezbedeno je dvostruko povecanje
okularne bioraspolozivosti ciklosporina u poredenju sa konvencionalnim kapima za oci
(https://www.medicines.org.uk/emc/product/9491/pil)

Pored klinicki odobrenih lekova, nanoemulzije kao nosaci se intenzivno istraZzuju i u domenu
kozmetologije. S tim u vezi, postoji znacajan broj patentnih prijava velikih kozmetic¢kih kuca koje
Sse upravo zasnivaju na primeni ovih nosaca u isporuci kozmeticki aktivnih sastojaka i ostvarivanju
odredenih efekata na kozi (Rai i sar, 2018).

Trenutno mozda najinovativnija oblast primene nanoemulzija upravo je imunologija. Nanoemulzije
su tu svoje mesto nasle kao sistemi za isporuku antigena, odnosno kao savremeni adjuvansi. Pregled
trenutno odobrenih nanoemulzija kao adjuvanasa u formulacijama vakcina dat je u Tabeli 1.6.
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Table 1.6. Pregled odobrenih adjuvanasa na bazi nanoemulzija
(Preuzeto i prilagodeno prema referenci Krajisnik i sar, 2020)

Naziv Tip Komponente Klinicka Proizvodac
adjuvansa nanoemulzije primena
MF59 u/v skvalen, polisorbat 80, | Vakcine protiv | Novartis
sorbitantrioleat, citratni | influenza
pufer pH 6,5 virusa  (pticiji
grip, sezonski
grip,
pandemijski
grip)
ASO3 u/v skvalen, Vakcine protiv | Glaxo  Smith
a-tokoferol, polisorbat 80, | influenza Kline
PBS pH 6,8 virusa  (pticiji
grip,
pandemijski
grip)
AFO3 u/v skvalen, Vakcina protiv | Sanofi
polioksietilencetosteariletar, | influenza
manitol, sorbitanoleat, virusa
manitol, PBS pH 7,1 (pandemijski
grip)
Montanide™ | V/U minearalno ulje, Terapijska Seppic
ISA51VG manidmonooleat; vakcina protiv
Pre upotrebe, mesa se sa | karcinoma
konjugovanim antigenom u | pluca

PBS-u, uz formiranje V/U
nanoemulzije
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1.7. Primena lekova putem koZe — teorijski aspekti

Koza, kao najveci organ ljudskog tela, ima brojne i veoma vazne funkcije. Ne samo da predstavlja
mocénu zaStitnu barijeru, ve¢ obezbeduje komunikaciju sa spoljasnjom sredinom, ucestvuje u
termoregulaciji, ima hormonsku aktivnost i vazna je za ostvarivanje adekvatnog imunog odgovora
(Ng i Lau, 2015).

Primena lekovitih supstanci na kozu poznata je jo§ od davnina. Nekada se ovaj put primene koristio
samo za tretman razlicitih dermatoloskih stanja i promena. | u savremenoj farmakoterapiji ovaj vid
saznanja omogucila su da se koza iskoristi ne samo za ostvarivanje lokalnih efekata (na povrsini),
vec i za neke znacajnije efekte u dubljim slojevima koze, pa ¢ak i za sistemsku isporuku lekovitih
supstanci. Upravo u kontekstu savremenih tendencija u razvoju farmaceutskih oblika, koje imaju za
cilj da se pacijentima obezbedi jednostavna, najmanje invazivna i, naravno, efikasna terapija, koza
predstavlja atraktivno mesto aplikacije. Primenom leka na kozu mogu se obezbediti kako lokalni,
tako i sistemski efekti, uz povecanu raspolozivost lekovite supstance na ciljnom mestu dejstva i
smanjenje sistemskih nezeljenih efekata. Sama aplikacija leka je jednostavna, $to vodi boljoj
adherenci i uspesnijim ishodima terapije. Medutim, neovisno o tome da li je potrebno ostvariti
efekte na povrsini koze, u njenim dubljim slojevima (u vijabilnom epidermisu ili dermisu), ili je cilj
aktivnu supstancu isporuciti u sistemsku cirkulaciju, primena leka na kozu predstavlja poseban
izazov zbog njenih barijernih svojstava (Atkinson i sar, 2015).

1.7.1. Struktura koze i faktori od znacaj za dermalnu raspoloZivost aktivne supstance

Anatomski posmatrano, koza se sastoji iz 3 osnovna sloja: gledano od spoljasnjosti ka unutrasnjosti,
to su epiderimis, dermis i potkozno tkivo (hipodermis). Svaki od ovih slojeva je slozene strukture i
sastoji se od vise razli¢itih tipova Celija i strukturnih elementa (Slika 1.8) (McGrath i Uitto, 2010).

ey
Epidermis | ——

Lojna zlezda
Dermis —
Izvodni kanal
znojne zlezde

Folikul diake

Arlerija

Hipodermis —f Vena

Misic podizac dlake

Nervni receptor

zlezda

Slika 1.8. Shematski prikaz strukture koze

Hipodermis je sloj koji se dominantno sastoji iz rastresitog vezivnog tkiva i masnog tkiva, i vazan
je u ublazavanju mehanickih trauma organizma.
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Dermis predstavlja hidrofilni sloj koZe, sa¢injen od fibroblasta okruzenih elastinom i kolagenom
(kao strukturnim proteinima), uz prisutne glikozaminoglikane. Ovakva grada odgovorna je za
clasti¢nost i rastegljivost koze i otpornost na pritisak. U dermisu se nalaze i krvni i limfni sudovi,
znojne i lojne Zlezde, folikuli dlake.

Epidermis je sacinjen od nekoliko slojeva keratinocita u razli¢itim stupnjevima diferencijacije
(Slika 1.9), uz prisustvo melanocita, Langerhansovih i Merkelovih ¢elija. Keratinociti prolaze kroz
proces keratinizacije, u kome ¢elije diferenciraju, pomerajuci se od sloja stratum basale, preko
slojeva stratum spinosum i stratum granulosum (i stratum lucidum — gde je prisutan), sve do
povrsinskog sloja — stratum corneum. U celijama bazalnog sloja zapocCinje sinteza hidrofobnog
proteina keratina, koja se nastavlja kroz naredne slojeve, uz formiranje keratinskih filamenata.
Stratum granulosum je stadijum kada dolazi do formiranja sekretornih granula sa lamelarno
organizovanim lipidima, ¢iji sadrzaj se sa apikalne strane izbacuje u meducelijski prostor. Tada
dolazi i do aktivacije lizozomalnih enzima i gubitka jedra i ostalih ¢elijskih organela. Unutrasnja
strana ¢elijske membrane postaje zadebljana i dolazi do umrezavanja snopova keratina. Finalno, to
¢ini da je povrsinski sloj epidermisa (stratum corneum) sacinjen od mrtvih, orozali keratinocita
(korneocita), koji su ispunjeni keratinskim filamentima i uronjeni u gust lipidni matriks, koji se
sastoji od ceramida, masnih kiselina, holesterola i njegovih estara. U literaturi se za ovaj sloj Cesto
koristi slikovit opis ,cigle 1 maltera®“. Ove Celije nemaju nukleus, pa su liSene metabolicke
aktivnosti, te podlezu procesu deskvamacije kao posledica enzimske razgradnje meducelijskih veza
korneocita, dok degradacijom njihovih proteina nastaju hidrofilni molekuli koji se nazivaju prirodni
vlazeci faktori (engl. natural moisturizing factors — NMF), i koji imaju ulogu u vezivanju i
zadrzavanju vode (urea, mle¢na kiselina, pirolidin-karbonska kiselina...). Dodatni zastitni sloj na
povrsini koze ¢ini hidrolipidni film koji je produkt luéenja lojnih zlezda (Ng i Lau, 2015; McGrath i
Uitto, 2010; Brown i sar, 2006).

Stratum corneum —

Stratum granulosum ——

Epidermis

Dermis

|
Straturm basale — ,

Slika 1.9. Slojevi epidermisa

Upravo orozali keratinociti i intercelularni lipidni matriks, zbog svoje hidrofobnosti, imaju znacajnu
ulogu u barijernoj funkciji koze, otezavajuci transport lekovitih supstanci. Dodatno, heterogena
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struktura koze (prisustvo i lipofilnih i hidrofilnih segmenata) odrazava se na mogu¢nost i dermalne i
transdermalne isporuke aktivnih supstanci (Ng i Lau, 2015).

Neovisno o anticipiranom mestu dejstva, nakon primene na kozu, neophodno je da lekovita
supstanca prevazide stratum corneum. lako teorijski postoje tri razli¢ita moguca puta penetracije za
aktivne molekule kroz stratum corneum (u zavisnosti od njihovih fiziCkohemijskih karakteristika) -
intercelularni, transcelularni (najces¢i put) i transfolikularni (Slika 1.10), mali je broj molekula koji
pasivnom difuzijom zaista mogu ostvariti terapijske koncentracije na mestu dejstva nakon primene
na kozi (Marwabh i sar, 2016). Brzina penetracije aktivne supstance kroz kozu izrazava se kroz fluks
(J) - masa supstance koja penetrira po jedinici povrsine koze u jedinici vremena (ug/cm*h), i zavisi
od koeficijenta permeabilnosti koze (Kp) i koncentracije aktivne supstance u nanetoj formulaciji
(C), prema sledec¢oj jednacini (Ng i Lau, 2015):

PxDx*C

J=Kp*C = (Jednacina 1.9)

P — formulacija-koza particioni koeficijent,
D — difuzioni koeficijent supstance,
h — duzina putanje koju supstanca prelazi tokom difuzije.

Dakle, moZe se sumirati da penetracija lekovite supstance kroz kozu zavisi od vise faktora -
fizickohemijskih osobina same supstance, svojstava nosaca i bioloskih faktora (Marwah i sar,
2016).

Primenjena formulacija

Folikul dlake sa lekovitom supstancom Korneocit

f"cigla ")

E) (C) Lipidni matriks

("malter™)

Slika 1.10. Mogudi putevi penetracije aktivne supstance kroz stratum corneum:
a) transfolikularni, b) transcelularni, c) intercelularni
(Preuzeto i prilagodeno prema referenci Ng i Lau, 2015)

Da bi aktivna supstanca bila dobar kandidat za dermalnu isporuku, vazno je razmotriti sledece njene
osobine:

hidrolipidni particioni koeficijent,
potencijal za stvaranje vodoni¢nih veza,
molekulsku masu i veli¢inu molekula,
potencijal za jonizaciju.

0 O O O

Na osnovu poznavanja strukture koze, pokazano je da najbolje penetriraju supstance koje su u
nejonizovanom obliku, sa lipidno-vodenim particionim koeficijentom izmedu 1 i 3, dok je, zbog
heterogene strukture koZe i dopremanja supstance do dermisa, vazna i moguc¢nost za stvaranje
vodoni¢nih veza. Takode, poznato je da supstance ve¢e molekulske mase teze i sporije difunduju, te
je pozeljno da molekulska masa bude manja od 500 Da.
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Naravno, 1 sama formulacija (nosac aktivne supstance) znacajno moze uticati na penetraciju, pa je
vazno razmotriti karakteristike kao $to su:

hidrofilnost/lipofilnost nosaca i particioni koeficijent podloga-stratum corneum,
termodinamicki efekat nosaca,

viskozitet nosaca,

pH vrednost nosaca,

o uticaj nosaca na samu kozu i njenu permeabilnost.

0 O O O

Viskozitet formulacije uti¢e na moguénost njene pravilne i ravnomerne aplikacije, zadrzavanja na
kozi, ali i brzinu oslobadanja aktivne supstance. Uzimajuci u obzir fiziolosku vrednost pH kozZe i
stabilnost supstance, pH formulacije bi trebalo podesiti tako da se favorizuje nejonizovana forma
aktivne supstance. Naravno, sam sastav formulacije (prisustvo ulja, rastvaraca, povrsinski aktivnih
materija...) moze znacajno uticati na karakteristike koze i1 njenu propustljivost (povecana
hidratacija, fluidizacija lipida i proteina povrSinskog sloja, te povecanje permeabilnosti koze).
Takode, ukupna koli¢ina lekovite supstance koja moze penetrirati zavisi i od njene koncentracije u
nosacu.

Na kraju, treba imati u vidu i bioloske faktore, inter- i intraindividualne varijabilnosti koje mogu
znacajno uticati na efekat lekova primenjenih na kozu, i to:

varijacije anatomskog mesta primene (razlike u debljini kozZe razlicitih regiona tela),
starost pacijenta,

rasu,

metabolizam koze,

prokrvljenost na mestu aplikacije.

O O O O O

Uzevsi sve u obzir, jasno je da brojni faktori uticu na efikasnost dopremanja aktivne supstance do
ciljnog mesta dejstva nakon primene na koZzu, pa se mnoga istrazivanja fokusiraju na pronalaZenje
adekvatnih metoda za poboljsanje dermalne raspolozivosti.

1.7.2. Metode za poboljSanje dermalne raspoloZivosti

Brojne studije sprovedene su sa idejom da se prevazidu problemi koji se sre¢u prilikom dermalne
primene lekova, a koji se najve¢im delom ogledaju u veoma niskoj penetraciji aktivne supstance
kroz startum corneum. Predlozeni su razli€iti pristupi za poboljSanje dermalne raspolozivosti, i sve
metode mogu se podeliti na pasivne i aktivne (Gupta i sar, 2019).

Pasivne metode oslanjaju se na formulaciju koja ¢e omoguéiti promenu barijernih svojstava
stratum corneum-a. To podrazumeva dodatak supstanci koje ¢e povecati hidrataciju povrSinskog
sloja koze (uz posledi¢nu maceraciju korneocita, naruSavanje organizacije lipidnog matriksa I
raskidanje meducelijskih veza korneocita), dodatak hemijskih pojadivaca penetracije (koji ce
izvrsiti solubilizaciju lipida 1 proteina povrSinskog sloja 1 na taj naCin olakSati put aktivnoj
supstanci), ili formulaciju savremenih nosaca aktivne supstance (npr. nanonosaca kao S§to su
nanoemulzije ili liposomi) koji svojim karakteristikama (bolja supstantivnost i rasprostiranje;
efikasna integracija nanokapi/liposama/nanocestica sa lamelarno organizovanim lipidima stratum
corneum-a; mogucnost inkorporiranja nanokapi/liposoma medu korneocite i posledi¢no bolja
penetracija; veéi kapacitet solubilizacije aktivne supstance) mogu doprineti boljoj raspolozivosti
aktivne supstance nakon dermalne primene. Neovisno o primenjenoj strategiji, sve pasivne metode
podrazumevaju da aktivna supstanca prolazi kroz startum corneum mehanizmom pasivne difuzije
(Marwah i sar, 2016; Brown i sar, 2006).

Ipak, pasivne metode nisu u stanju da obezbede adekvatan nivo penetracije za molekule vecih
molekulskih masa, ili za molekule polarnije strukture. U tom domenu bi aktivne metode mogle dati
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znacajno bolje rezultate. One se zasnhivaju na primeni eksterne energije koja direktno deluje na
smanjenje barijernih svojstava koze i/ili kao pokretacka snaga koja ..povlaci® molekule aktivne
supstance kroz epidermis. Kao aktivne metode u pobolj$anju dermalne raspolozivosti razmatraju se
elektricne metode, mehanicke metode, primena ultrazvuka, radiotalasa, magnetoforeza i
termoforeza... (Brown i sar, 2006).

U literaturi se sreca i1 druga vrsta klasifikacije, tj. metode za poboljSanje dermalne raspolozivosti se
grubo dele na hemijske i fizicke metode (Atkinson i sar, 2015). Medutim, iako se nazivi ovih klasa
terminoloski razlikuju, ova podela je suStinski ista kao prethodno navedena — hemijske metode
podrazumevaju pasivne metode poboljsanja barijernih svojstava koze, dok su fizicke one koje se
zasnivaju na primeni odredene sile/eksterne energije, pa obuhvataju isti set metoda koje su
prethodno klasifikovane kao aktivne metode.

1.7.2.1. Primena hemijskih poja¢ivac¢a penetracije

Medu brojnim strategijama za poboljSanje dermalne raspolozivosti, primena hemijskih pojacivaca
penetracije verovatno predstavlja najces¢i pristup, sa dugom istorijom primene (Lopes i sar, 2015).
Do sada, pokazano je da viSe od 350 molekula moze povecati permeabilnost koze preko nekoliko
mehanizama (Gupta i sar, 2019).

Idealan hemijski pojacivac penetracije bi trebalo da ne iritira kozu, da nema potencijal da izazove
alergijsku reakciju na kozi, uz efikasnost i brzo ostvarivanje efekta, ali tako da je naruSavanje
barijernih svojstava koze reverzibilno, te da se koza brzo ,,oporavlja“. Nazalost, ne moze se naci
znacajan broj supstanci koje zadovoljavaju sve ove kriterijume. NajceS¢e, povecanje permeabilnosti
koze praceno je i odredenim stepenom iritacije (Gupta i sar, 2019).

Mehanizmi koji su u osnovi poboljSanja penetracije primenom hemijskih pojacivaca penetracije
nisu u potpunosti razjasnjeni i razli¢iti su u zavisnosti od klase hemijskog pojacivaca penetracije.
Najcesca klasifikacija hemijskih pojaéivaca penetracije zasnovana je na njihovoj hemijskoj strukturi
I prikazana je u Tabeli 1.7 (Lane, 2013). Kako je dominantan put prolaska aktivnih supstanci
intercelularni, oc¢ekuje se da efekat poboljSanja penetracije prevashodno zavisi od moguc¢nosti
hemijskih pojacCivaca penetracije da interaguju sa lipidima lipidnog matriksa, menjajuci
intercelularnu mikroorgnaizaciju, posledi¢no olaksavajuéi difuziju lekovite supstance. Bas u ovom
kontekstu, predlozeno je nekoliko mehanizama (Slika 1.11):

o ekstrakcija lipida, koja dovodi do poremecaja u strukturi i fluidnosti lipidnog matriksa;

o povecanje rastvorljivosti aktivne supstance i njena bolja raspodela u lipidima povrSinskog
sloja;

o Uuticaj na keratinske filamente i medukorneocitnu povezanost kroz promenu u strukturi
proteina, §to finalno dovodi do deskvamacije.
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za difuziju lekovite ;upstanre u koii " ﬂﬂ luﬂﬂ lﬂﬂ w

v

Uticaj na adheriranje korneocita,
LS - lekovita supstanca - - korneocit naruiavanje strukture keratinskih

filamenata, uz deskvamaciju korneocita

Slika 1.11. Mehanizmi interakcije hemijskih pojacivaca penetracije sa lipidima i proteinima
stratum corneum-a (Preuzeto i prilagodeno prema referenci Lopes i sar, 2015)
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lako je opsti stav da primena hemijskih pojacivaca penetracije neminovno dovodi do veceg ili
manjeg stepena iritacije koze, Karande i sar. (2005) pokazali su da iritacioni potencijal zavisi od
mogucénosti stvaranja vodoni¢nih veza i od polarnih interakcija molekula. Konkretno, supstance
koje u svom sastavu imaju visoko elektronegativne molekule (O, N, C), imaju sposobnost da ulaze
u kompeticiju sa intermolekularnim vodoni¢nim vezama izmedu lipida i proteina. To dovodi do
strukturnih promena u organizaciji lamelarno uredenih lipidnih dvoslojeva, odnosno promene
konformacija proteina. Sa druge strane, vec¢a hidrofobnost molekula penetracionog inhensera (male
polarne interakcije) omoguc¢i ¢e njegovo lakSe inkorporiranje u hidrofobno ,jezgro® proteina,
narusavajuéi tako strukturnu organizaciju. Dakle, na osnovu hemijske strukture donekle je moguce
predvideti potencijal za iritaciju.

Na kraju, pored efekta samog molekula, pokazano je i da nanoformulacije utiCu na poveéanje
penetracije aktivne supstance kroz kozu (kroz ve¢ opisane mehanizme), pa se primenom hemijskih
pojacivata penetracije u nekom kompleksnom sistemu (kao $to je npr. nanoemulzija) mogu
ocekivati znacajniji efekti (Lopes i sar, 2015).

Tabela 1.7. Klase hemijskih pojacivaca penetracije i njihovi predstavnici (Lane, 2013)

Grupa hemijskih poja¢ivaca penetracije Neki predstavnici

Alkoholi Kratkog lanca: etanol, propilenglikol
Dugog lanca: oktanol, dodekanol, miristil
alkohol, lauril alkohol, oleil alkohol

Glikoli propilenglikol, butilenglikol

Masne kiseline laurinska, linolna, linoleinska, miristinska,
oleinska

Pirolidoni N-metil-2-pirolidon, 2-pirolidon

Sulfoksidi dimetilsulfoksid

Surfaktanti Natriju-laurilsulfat, polisorbati...

Terpeni Monoterpeni: eugenol, D-limonen, mentol,

pinen, 1.8-cineol...
Seskviterpeni: farnezol, neridol

1.7.2.2. Jontoforeza kao fizicka metoda za poboljSanje dermalne raspoloZivosti aktivnih supstanci

Mozda najcesée primenjivani nac¢ini za poboljSanju dermalne isporuke aktivnih supstanci u domenu
fizickih (aktivnih) metoda predstavljaju jontoforeza i elektroporacija - metode zasnovane na
primeni elektricne energije. Zbog svoje efikasnosti, ove metode imaju dobro utemeljenu primenu
kako u farmaceutskoj, tako i u kozmetickoj industriji (Zorec i sar, 2013; Jadoul i sar, 1999).

Jontoforeza predstavlja topikalnu primenu jednosmerne elektri¢ne energije niske gustine (manje od
0,5 mA/cm?) tokom nekoliko minuta ili nekoliko sati (kontinuirano ili diskontinuirano), u
kombinaciji sa formulacijom lekovite supstance, ¢ime se olaksava transport kroz kozu, ali i druga
tkiva, odnosno bioloske membrane. lako se dominantno koristi za isporuku malih (molekulske mase
do nekoliko kDa) polarnih/naelektrisanih molekula, velika prednost jontoforeze ogleda se u
mogucnosti da obezbedi (trans)dermalnu isporuku peptida i oligonukleotida, $to otvara nova polja u
domenu isporuke bioloskih lekova (Fukuta i sar, 2020; Zorec i sar, 2013; Gratieri i Kalia, 2011).

Uredaj za jontoforezu sastoji se iz izvora elektri¢ne nergije, mikroprocesora i 2 elektrode (katode i
anode), koje treba da budu u kontaktu sa kozom (Slika 1.12). U zavisnosti od karakteristika aktivne
supstance, formulacija se pozicionira ispod jedne od elektroda, i ta elektroda je aktivna, dok se
strujno kolo zatvara pomocu druge, povratne elektrode. U slucaju aktivnih supstanci koje Su u
obliku jona (naelektrisane su, tj. nalaze se u jonizovanom obliku pri datim uslovima primene),
aktivna elektroda je ona elektroda koja je istog naelektrisanja kao i supstanca. Kada se obezbedi
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protok elektricne energije, aktivna supstanca ¢e se kretati pod uticajem elektricnog polja ka
suprotno naelektrisanoj elektrodi, koja je postavljena na maloj udaljenosti od aktivne elektrode. Sa
druge strane, pokretacka snaga za elektroneutralne supstance obezbedena je elektroosmozom, koja
je posledica konvektivnog protoka rastvaraca, pa je u ovom slucaju aktivna elektroda uvek anoda
(Gratieri i Kalia, 2017; Zorec i sar, 2013).

Slika 1.12. Shematski prikaz sistema za jontoforezu

Transport aktivne supstance primenom jontoforeze moze se objasniti kroz zajedni¢ko delovanje 3
mehanizma (Gratieri i Kalia, 2017; Guy i sar, 2000):

o elektromigracije,
o elektroosmoze,
o pasivne difuzije.

U elektricnom polju katjoni se krecu od anode ka dubljim slojevima koze. Analogno tome, anjoni se
kre¢u u suprotnom smeru, od katode. Ovako uredeno kretanje jona od aktivne elektrode ka dubljim
slojevima koze naziva se elektromigracija — glavni elektrotransportni mehanizam odgovoran za
poboljsanje penetracije lekovite supstance koja je naelektrisana pri datim uslovima primene,
odnosno poseduje odgovarajuc¢i dipolni moment.

Poznato je da koza ima izoelektricnu tacku (pl) 4-4,5, Sto je, pri fizioloSkim uslovima, cini
negativno naelektrisanom. Takvo okruzenje favorizuje katjonski transport, tj. moze se rec¢i da koza
deluje kao katjon-selektivna membrana. Ova selektivna permeabilnost indukuje elektroosmotski
protok rastvaraca u smeru od anode ka katodi, noseci sa sobom elektroneutralne molekule. Upravo
ovaj vid kretanja pod uticajem elektri¢ne energije predstavlja drugi elektrotransportni mehanizam —
elektroosmozu.

Pasivna difuzija, kao treci transportni mehanizam, deSava se i neovisno o primenjenoj elektricnoj
energiji. Zbog hidrofobne prirode stratum corneum-a, zanemarljiva je za polarne i naelektrisane
molekule, ali nije bez znacaja za nepolarne molekule.

Relativan doprinos svakog od navedenih transportnih mehanizama ukupnoj koli¢ini lekovite
supstance koja penetrira kroz kozu prvenstveno zavisi od fiziCkohemijskih karakteristika aktivne
supstance, ali i od sastava primenjene formulacije.

Svakako, treba imati u vidu da primenjena elektricna energija ima uticaj i na samu strukturu
povrsinskog sloja koze. U prisustvu elektricnog polja dolazi do privremene reorijentacije lipida i
proteina stratum corneum-a. Narusava se laminarno uredenje lipidnog matriksa, S$to olakSava
transport i molekula, ali i jona (Jadoul i sar, 1999). Razmatraju¢i ovaj efekat, predlozeno je
nekoliko mehanizama koji do toga dovode:
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o Usled elektromobilnosti, dolazi do promene u koncentraciji strukturno vaznih jona koji
mogu uticati na permeabilnost i integritet epidermalne barijere (npr. Ca?*);

o Povecanje hidratacije koze koje je uoceno nakon jontoforeze smatra se uzrokom
smanjenja laminarnog uredenja i povecanja fluidnosti alkil lanaca masnih kiselina
stratum corneum-a;

o Zbog velike otpornosti povrSinskih slojeva koze, dolazi do oslobadanja toplote prilikom
jontoforeze. Iako povecanje temperature nije toliko znacajno, ni ovaj efekat se ne moze
zanemariti prilikom razmatranja uticaja na promene u strukturi stratum corneum-a;

o Svakako, direktan efekat jontoforeze prvenstveno se ogleda u polarizaciji endogenih
struktura (pre svega lipida), dovodec¢i do promene u njihovoj organizaciji i stvaranju
,putanja“ koje imaju manju otpornost.

Faktori koji utiCu na stepen penetracije lekovite supstance pri primeni elektricne energije
(Jjontoforeze) su (Gratieri i Kalia, 2017):

o Jacina elektri¢ne energije
Kako $to je ve¢ navedeno, transport aktivne molekule, tj. ukupan fluks tokom jontoforeze (Jiot)
predstavlja sumu doprinosa fluksu koji poti¢u od elektromigracije (Jeum), elektroosmoze (Jko) i
pasivne difzije (Jpp):

Jiot = Jem + Jeo + JrD (Jednacina 1.10)

Elektromigracija se odnosi na uredeno kretanje jona u prisustvu primenjenog elektri¢nog polja,
kroz proces koji se moze opisati Faradejevim zakonom:

Jem = I'to /A-F-zp, (Jednacina 1.11)

| - intenzitet primenjene elekti¢ne struje (u amperima),

tp - transportni broj supstance/jona,

A - povrsina poprecnog preseka kroz koji se odvija transport,

F - Faradejeva konstanta,

Zp - valenca jona.

Evidentno je da je primenjena elektricna struja faktor koji direktno uti¢e na brzinu 1 stepen
dopremanja naelektisane aktivne supstance. Efikasnost dopremanja je u direktnoj korelaciji sa
trajanjem, intenzitetom i profilom primenjene elektri¢ne struje. Kroz brojne studije pokazano je
da se fluks lekovite supstance moze povecati sa poveCanjem intenziteta, odnosno gustine
primenjene struje (0,15-0,5 mA/cm?). Linearne korelacije izmedu gustine primenjene elekti¢ne
energije i fluksa supstance pokazane su kako za male, tako i za velike molekule.

Doprinos fluksu supstance kroz elektroosmozu zavisi od brzine kretanja rastvara¢a/nosaca (Jv) i
koncentracije aktivne supstance (Cs), Sto se moze opisati sledeCom jednac¢inom:

Jeo = Jv-Cs (Jednacina 1.11)

I ovaj vid doprinosa ukupnom fluksu supstance je u direktnoj korelaciji sa ja¢inom elektricne
energije, jer ona utie na brzinu protoka rastvaraca/nosaca aktivne supstance.

Sa druge strane, doprinos fluksu supstance kroz pasivnu difuziju ne zavisi od jacine primenjene
elekti¢ne struje, jer je ovaj proces determinisan iskljuivo koncentracionim gradijentom i
afinitetom supstance za kozu (na osnovu fizickohemijskih karakteristika).

o Koncentracija aktivne supstance
Moze se pretpostaviti da se sa povecanjem koncentracije aktivne supstance u formulaciji
povecava i isporuka leka. Medutim, ne moze se uvek uociti linearna korelacija zbog interakcija
koje se deSavaju sa kozom, a koje su razlicite i zavise od osobina same supstance. Za pojedine
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supstance, povecanje koncentracije dovodi do poveéanja fluksa do odredenog momenta, nakon
¢ega profil fluks-koncentracija dostiZe plato, i dalje povecanje koncentracije ima neznatan uticaj
na fluks.

o pH vrednost formulacije

Generalno, pH koze determini$e smer u kome ¢e se odvijati elektroosmotski transport. lako su
postojali pokusaji da se kroz pH vrednost formulacije uti¢e na znacajniju promenu pH vrednosti
koze, takve manipulacije nisu efikasne s obzirom na postojanje puferskog kapaciteta koze. Ipak,
podesavanjem pH vrednosti formulacije, u slucaju da sadrze supstancu koja ima sposobnost
jonizacije, moze se favorizovati naelektisani (jonizovani) oblik supstance, $to predstavlja
pogodnu metodu za poveéanje pokretljivosti molekule u elektric(nom polju, i doprinosi
elekromigracionom mehanizmu transporta. Svakako, u praksi treba izbegavati ekstremne
vrednosti pH, jer to moZe izazvati iritaciju 1 hemijska osSte¢enja koze, pa su uobiCajene pH
vrednosti formulacija od blago kiselih do neutralnih (5 - 7,4).

o Sistem za isporuku aktivne supstance (formulacija)
Prospektivna formulacija koja bi se primenjivala na kozi u kombinaciji sa jontoforezom bi
trebalo da ima dobru adhezivnost i elektri¢nu provodljivost, da je kompatibilna sa elektrodama i
uredajem, da obezbeduje stabilnost aktivne supstance, ne iritira kozu i ne sadrzi konkurentne
jone. U tom smislu, hidrogelovi se najcesce koriste kao baza — biokompatibilni su, sadrze veliki
udeo vode pa predstavljaju odli¢ne provodnike, lako se nanose i zadrzavaju se na kozi.

Kako bi se predvidela efikasnost dermalne isporuke lekovite supstance primenom

jontoforeze, potrebno je identifikovati sve potencijalne faktore od znacaja, a pvenstveno izvrsiti
analizu aktivnog molekula i odrediti relativan doprinos elektromigracije i elektroosmoze
ukupnom fluksu. Dodatno, u cilju uspostavljana optimalnih uslova isporuke, potrebno je
proceniti uticaj koncentracije lekovite supstance, trajanje primene elektri¢ne energije, kao i
gustini elekticne struje. Ukoliko je koli¢ina dopremljenog leka direktno proporcionalna
primenjenoj struji i koncentraciji lekovite supstance, onda je moguce proceniti trajanje procesa i
povrsinu koze koja se tretira (koja je u kontaktu sa odeljkom aktivne elektrode), kako bi se
dopremila ta¢no odredena doza. Na taj nacin, moguce je kontrolisati isporuku i individualizovati
terapiju.
Naravno, efikasnost metode mora biti u ravnotezi sa potencijalnim nezeljenim efektima.
Kontinuirana istrazivanja jontoforeze za topikalnu ili, sve ¢e$ce, sistemsku isporuku lekovite
supstance govore u prilog bezbednosti ove tehnologije. Ipak, zbog potencijalne iritacije koze,
tokom uspostavljanja metode, neophodno je sprovesti i odgovarajuéu procenu iritacionog
potencijala.

39



1.8. Kurkumin kao model aktivna supstanca

Zbog svog prirodnog porekla i brojnih blagotvornih svojstava, paznju istrazivaca ve¢ neko vreme
privla¢i kurkumin — polifenol izolovan iz biljke Curcuma longa (Zingiberaceae). U Aziji je od
davnina poznat kao zacin, ali i terapijski agens koris¢en u tradicionalnoj ajurveda medicini.
Istrazivaci azijskog kontinenta su ga preneli u Evropu u 14.veku (Sharma i sar, 2005). Jedan od
prvih nau¢nih clanaka koji se bavi kurkuminom objavljen je 1937. godine u Casopisu Lancet
(Oppenheimer, 1937). Uprkos dugoj tradiciji, tek tokom poslednje 2 decenije sprovedena su brojna
istrazivanja koja su potkrepila stavove o lekovitim svojstvima kurmina. Takode, US FDA je
kurkumin svrstala u grupu GRAS supstanci (engl. generally recognized as safe) (US FDA, 2019;
US FDA, 2017). Ono $to istraziva¢ima predstavlja poseban izazov kada je u pitanju ova supstanca,
jeste razvoj formulacije kojom bi se prevazisSli nedostaci kurkumina u pogledu veoma niske
bioloske raspolozivosti, koja je osnovni ograni¢avajuci faktor za njegovu primenu, a posledica je
njegovih fizickohemijskih karakteristika.

1.8.1. Fizickohemijska svojstva kurkumina

Kurkumin se dobija iz rizoma biljke Curcuma longa (Zingiberaceae), i glavni je predstavnik
kurkuminoida — jedinjenja koja su dominantno zastupljena u ovoj biljnoj vrsti. To je kristalan
prasak izrazito zute boje, molekulske mase 368,37 g/mol, i niske rastvorljivosti kako u vodi, tako i
u uljima. Tacka topljenja kurkumina je oko 183 °C. Hemijski, to je bis-a,B-nezasi¢eni diketon -
(1E,6E)-1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion. Kao takav, on podleze keto-
enolnoj tautomeriji (Slika 1.13). Pri pH izmedu 3 i 7, dominira diketo oblik, dok je u baznoj sredini,
iznad pH 8, dominantno prisutna enolna forma. Kurkumin je u baznoj sredini nestabilan i podleze
brzoj oksidativnoj degradaciji. Kurkumin pokazuje i fotonestabilnost. Spektralne osobine
kurkumina su znacajne za njegovo odredivanje. Kako je zuto obojen, apsorbuje u vidljivom delu
spektra, sa Amax izmedu 408 i 434 nm, u zavisnosti od upotrebljenog rastvaraca (Sharma i sar, 2005).
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Slika 1.13. Keto (gore) i enolni (dole) oblik kurkumina

1.8.2. Biolo$ka svojstva kurkumina

Efekti kurkumina su brojni, 1 ispoljavaju se na vise nivoa. Poznat je po svojoj antiinflamatornoj,
antioksidativnoj, imunomodulatornoj, antikancerogenoj i hemopreventivnoj aktivnosti. Takode,
pokazuje i hipoglikemijske, hepato-, neuro-, nefro- i kardioprotektivne efekte (Yallapu i sar, 2015).

Antiinflamatorna aktivnost kurkumina posledica je inhibicije enzima lipooksigenaze i

ciklooksigenaze i smanjenja produkcije proinflamatornih citokina. Uz to, u kiseloj sredini, njegov

diketo oblik se ponasa kao snazan proton akceptor, Sto rezultuje znaCajnom antioksidativnom

aktivno$c¢u. Posebno je vazna njegova moguénost modulacije brojnih signalnih puteva i faktora koji

indukuju apoptozu i inhibiraju ¢elijski rast, Sto mu daje znacajan potencijal za tretman malignih
40



promena. Izmedu ostalog, uti¢e na aktivnost NF-kB, tumor-supresorskog proteina p53, protein
kinaza, suprimira ekspresiju epidermalnog faktora rasta i proteina odgovornih za ¢elijsku adheziju.
Pokazuje i antimikrobnu aktivnost i sposobnost heliranja dvo- i trovalentnih metala (Sharma i sar,
2005).

U kontekstu dermalne primene, isticu se njegovi antiinflamatorni efekti kod psorijaze, pospesivanje
zarastanja rana, ali 1 zaStita od UV zraka, antimikrobna aktivnost, a posebno povoljan efekat kod
karcinoma koze — i preventivni i kurativni (Ahangari i sar, 2019; Choudhary i sar, 2019; Panahi i
sar, 2019; Yallapu i sar, 2012).

Ipak, uprkos ovako brojnim pozitivnim svojstvima, faktori koji ogranicavaju dostizanje njegovih
punih kapaciteta ogledaju se u niskoj rastvorljivosti i permeabilnosti, hemijskoj nestabilnosti, uz
intenzivan presistemski metabolizam nakon per os primene (Gupta i sar, 2013; Yallapu i sar, 2012).
Na osnovu navedenih podataka jasno je da formulacija nosaca za kurkumin nije nimalo lak zadatak
1 predstavlja istrazivacki izazov. Ne samo da je neophodno odabrati adekvatan sistem za isporuku
kurkumina, ve¢ i uslove tokom izrade treba prilagoditi ovakvo zahtevnoj molekuli. Dodatno, kroz
rad sa kurkuminom mogu se anticipirati i neki od potencijalnih problema na koje se nailazi u radu
na formulacijama sa novim farmakoloskim entitetima, koji najées¢e imaju fiziCkohemijske osobine
sli¢ne kurkuminu, pa kurkumin predstavlja i dobru model supstancu.

Imaju¢i u vidu osobine i efekte kurkumina, nanosistemi predstavljaju jednu od mogucih,
potencijalno uspesnih, formulacionih strategija.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Sveukupni cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je razvoj niskoenergetskih nanoemulzija za
unapredenu dermalnu isporuku kurkumina, uz razumevanje kompleksnih interakcija koji su u
osnovi nastanka ovih koloidnih sistema, a koje do sada nisu u potpunosti istrazene. Takode, cilj je i
da se performanse kurkumina, kao bioaktivne molekule sa nizom potencijalno povoljnih efekata,
maksimizuju kroz njegovo inkorporiranje u pazljivo dizajniran nosa¢ (nanoemulziju). Uporedo sa
tim, cilj je i razmatranje odredenih aspekata fizickih i hemijskih modaliteta za poboljSanje isporuke
aktivnih supstanci u/kroz kozu, sa idejom da se dizajnira prototip inovativnog adhezivnog flastera
za dermalnu primenu koji ¢e biti baziran na kombinaciji primene elektri¢ne energije, kao fizicke
metode za poboljSanje dermalne isporuke, i nanoemulzija, kao unapredenih nosaca sa
nanostrukturom. Generalni cilj je da se na primeru kurkumina, kao model aktivne supstance,
sinergistickim efektima dve strategije obezbedi znacajno poboljsanje dermalne raspolozivosti
aktivne supstance, te da se predlozeni pristup potencijalno primeni i na druge slaborastvorne
molekule, uz o¢ekivano unapredenje komplijanse pacijenata u domenu dermalne primene lekova.

Aktivnosti usmerene ka ispunjenju ovih ciljeva organizovane su u cetiri faze eksperimentalnog
rada.

2.1. Cilj prve faze eksperimentalnog rada

Osnovni cilj prve faze eksperimentalnog rada bio je analiza mehanizama koji su u pozadini procesa
nastanka niskoenergetskih nanoemulzija kroz spontanoemulguju¢i postupak — razumevanje
prelaznih struktura u postupku nanoemulzifikacije. U toku eksperimentalnog rada, izvrsena je
analiza faznog ponasanja u sistemima sa razli¢itim tipovima masne faze (odabrane na osnovu
fizickih karakteristika ulja i rezultata studije rastvorljivosti kurkumina kao model aktivne
supstance), i smeSom polisorbata 80 i sojinog lecitina kao stabilizatora. U nastavku je sproveden niz
metoda fizickohemijske karakterizacije kako bi se identifikovale interakcije medu ekspcipijensima
(DSC), procenile dinamicke karakteristike i mikrostrukturna organizacija medupovrsinskog sloja
nanoemulzija - u kontekstu doprinosa koloidnoj stabilnosti (EPR spektroskopija, AFM), te svojstva
finalno izradenih nanoemulzija: procena veli¢ine 1 distribucije veli¢ina (DLS, LD), morfologije 1
oblika dispergovanih kapljica (AFM), analiza termalnog ponaSanja (DSC), odredivanje povrsinskog
naelektrisanja kapi, odredivanje pH vrednosti, elektricne provodljivosti i viskoziteta nanoemulzija.

Ovaj segment istraZzivanja doprinosi proSirivanju savremenih eksperimentalnih nalaza molekularnog
uredenja medupovrSinskog sloja nanoemulzija.

Nakon sprovedene opsezne karakterizacije, predlozena je optimalna formulacija za inkorporiranje
kurkumina, uz odredivanje maksimalnog kapaciteta za solubilzaciju. Kao poslednji segment prve
faze eksperimentalnog rada, formulacije sa kurkuminom podvrgnute su podjednako detaljnoj
fizickohemijskoj karakterizaciji. Uz standardne metode analize, vazan segment bio je usmeren na
odredivanje ta¢ne lokalizacije kurkumina unutar formulacije, Sto bi doprinelo proceni njegove
dostupnosti nakon primene dizajniranih nanoemulzija i razumevanju interakcija sa biloskim
sistemima.

2.2. Cilj druge faze eksperimentalnog rada

Cilj druge faze eksperimentalnog rada bio je usmeren na razvoj formulacija sa monoterpenima
(eukaliptolom 1 pinenom) kao hemijskim pojaciva¢ima penetracije. Poseban segment istraZzivanja
bio je posvecen rasvetljavanju uticaja monoterpena na karakteristike medufaze nanoemulzija.
Odabrane formulacije (placebo i sa kurkuminom) podvrgnute su detaljnoj fizickohemijskoj
karakterizaciji: procena veli¢ine i distribucije veli¢ina (DLS, LD), morfologije i oblika
dispergovanih kapljica (AFM), analiza termalnog ponaSanja (DSC), procena dinamickih
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karakteristika medupovrSinskog sloja (EPR spektroskopija), odredivanje povrsinskog naclektrisanja
kapi, odredivanje pH vrednosti, elektri¢ne provodljivosti i viskoziteta naonemulzija.

Takode, cilj ove faze eksperimentalnog rada je bio i procena dugoroc¢ne fizicke stabilnosti placebo
nanoemulzija (sa hemijskim pojaciva¢ima penetracije 1 bez njih) i odgovaraju¢ih nanoemulzija sa
kurkuminom, prac¢enjem promena odabranih svojstava nanoemulzija (veli¢ina i distribucija veli¢ina
kapi, zeta potencijal, pH vrednost) u vise vremenskih ta¢aka tokom godinu dana. Uz to, cilj je bio i
odredivanje hemijske stabilnosti kurkumina solubilizovanog u nanoemulzije.

2.3. Cilj trece faze eksperimentalnog rada

Cilj trece faze eksperimentalnog rada bio je posvecen preliminarnoj biofarmaceutskoj proceni
formulacija sa kurkuminom (in vitro ispitivanje kinetike oslobadanja), i istrazivanju bioloskih
efekata kurkumina per se i nakon solubilizacije u odabrane niskoenergetske nanoemulzije
(antioksidativna aktivnost, genotoksi¢ni i antigenotoksi¢ni potencijal, citotoksi¢na aktivnost prema
odabranim c¢elijskim kulturama). Pro$iruju¢i ova saznanja, cilj je bio i da se odrede tacni
biohemijski mehanizmi odgovorni za postizanje efekata. U nastavku trece faze eksperimentalnog
rada, oslanjajuci se na rezultate in vitro procene bezbednosti, cilj je bio i in vivo procena iritacionog
potencijala odabranih formulacija, kao realniji vid procene bezbednosnog profila nanoemulzija.

2.4.  Cilj cetvrte faze eksperimentalnog rada

Cilj poslednjeg dela eksperimentalnog rada je bio da se dizajnira prototip adhezivnog sistema za
dermalnu isporuku aktivne supstance primenom jontoforeze, unutar koga bi se naSao rezervoar sa
nanoemulzijom sa kurkuminom, uz izvor elektri¢ne struje. Odabir uslova jontoforeze bazirao se na
in vivo proceni bezbednosti i pracenju promena biofizickih parametara koze nakon izlaganja
protoku elektri¢ne struje pri definisanim eksperimentalnim uslovima. U nastavku, cilj je bio da se
sprovede in vivo procena dermalne raspolozivosti kurkumina iz nanoemulzija (sa hemijskim
pojacivatima penetracije ili bez njih), i iz nanoemulzije koja je primenjena u kombinaciji sa
jontoforezom (kao fizickom metodom za poboljSanje penetracije). Sumiranje podataka o stabilnosti
formulacija i rezultata in vivo procene dermalne raspolozivosti, krajnja ideja je bila da se formira
efikasan i prihvatljiv sistem za isporuku kurkumina namenjen dermalnoj primeni.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
3.1. Materijali

Za pripremu placebo i aktivnih uzoraka (nanoemulzija) kori$c¢eni su slede¢i ekscipijensi: trigliceridi
srednje duzine lanca - Mygliol 812 (Fagron, Holandija), polisorbat 80 (Acros Organics, Belgija),
lecitin soje sa 70% fosfatidilholina - Lipoid S 75 (Lipoid, Nemacka), 1,8-cineol (eukaliptol; Sigma
Aldrich, SAD), pinen (Sigma Aldrich, SAD), visokopre¢is¢ena voda (GenPure, TKA
Wasseranfbereitungssysteme GmbH, Nemacka). Kao model aktivna supstanca koriséen je
kurkumin (Sigma Aldrich, SAD). Sve ostale supstance i reagensi koji su koris¢eni u
eksperimentalnom radu bili su farmakopejskog (Ph. Eur), odnosno HPLC kvaliteta, i kori$¢eni su
bez daljeg preciscavanja.

3.2. Metode

3.2.1. Ispitivanje rastvorljivosti kurkumina

Ispitivanje rastvorljivosti kurkumina (model lekovite supstance) sprovedeno je u razli¢itim uljima i
njihovim smesama (ricinusovom ulju, trigliceridima srednje duzine lanca, izopropilmiristatu, 1,8-
cineolu, pinenu), u visokoprecis¢enoj vodi, kao i u korastvara¢ima/kostabilizatorima (etanolu,
propilenglikolu, izopropil alkoholu, glicerolu). U ovu svrhu, sprovedeno je ispitivanje
rastvorljivosti primenom shake flask metode: kurkumin je dodat u visku u 5 g medijuma u kome se
ispituje rastvorljivost, a smese su potom podvrgnute mesanju na orbitalnom Sejkeru (IKA® KS 260
basic, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Nemacka) pri brzini od 350 obrtaja/min, na temperaturi od
25+2 °C, tokom 24 h. Nakon toga, uzorci su ostavljeni 4 h bez meSanja, kako bi se uspostavila
ravnoteza, a zatim su centrifugirani (Centrifuge MPW-56, MPW Med. Instruments, Poljska) 15
min, pri brzini od 5000 obrtaja/min, kako bi se nerastvoreni kristali kurkumina odvojili. Alikvot
dobijenog supernatanta razblazen je metanolom, a koncentracija je odredena spektrofotometrijski,
primenom Varian Cary-100 UV-VIS spektrofotometra (Varian BV, Holandija) na 409 nm.
Kalibraciona kriva u metanolu bila je linearna u opsegu 1-6 pg/ml (y=0,1372x — 0,0011; R?=
0.999).

3.2.2. Pracenje faznog ponasanja u pseudoternarnom sistemu

Kako bi se odredio region u kome je, sa odabranim ekscipijensima, primenom niskoenergetskih
postupaka moguce formirati nanoemulzije, varirani su odnosi masne faze i emulgatora, i metodom
titracije vodom konstruisan je (pseudo)ternarni fazni dijagram primenom programa Sigma Plot,
verzija 12 (Systat Software, Cikago; SAD). Postupak kojim se formulacije dobijaju ovom metodom
sustinski odgovara niskoenergetskom postupku izrade koji se u literaturi naziva emulsion phase
inversion. Ali, s obzirom da u osnovi nanoemulzifikacije i ovog i spontanoemulgujuceg postupka
leZe isti mehanizmi, dobijena nanoemulziona oblast odgovara i spontanoemulguju¢em postupku.
Ipak, kako bi se dobijeni nalazi potvrdili, pripremljene su smeSe masne faze i emulgatora u istim
odnosima, a zatim su izradeni sistemi sa rastu¢im udelom vode (od 10 do 90%), i to tako Sto je
smeSa surfaktanata 1 masne faze u odredenom odnosu dodavana kap po kap u preracunatu koli¢inu
vodene faze, uz konstantno meSanje (1000 obrtaja/min) — S$to odgovara spontanoemulguju¢em
postupku. Notirana je svaka promena koja se mogla uociti golim okom: geliranje, pojava
zamucenosti ili transparencija. Nanoemulzioni sistemi prepoznati su kao zamuéene, njutnovske
teCnosti, sa plavicastim odsjajem 1 prosecnim hidrodinamickim dijametrom kapi unutrasnje faze
ispod 200 nm. Za dalju karakterizaciju, odabrane formulacije izradivane su spontanoemulgujué¢im
postupkom.
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3.2.3. lzrada nanoemulzija odabranih za kasnije faze istraZivanja

Nanoemulzije su pripremljene spontanoemulguju¢im postupkom. Prvo je pripremljena smesa masne
faze 1 stabilizatora u odgovaraju¢em odnosu, uz mesanje na magnetnoj mesalici. Zatim je u vodenu
fazu (visokopreSi¢ena voda) kap po kap dodavana smeSa masne faze i stabilizatora, uz konstantno
mesanje na magnetnoj mesSalici, pri brzini od 1000 obrtaja/min. Po dodatku celokupne koli¢ine
masne faze 1 stabilizatora, meSanje je nastavljeno jo§ 60 minuta. Izradene nanoemulzije su
prenesene u staklene boc€ice, hermeticki zatvorene, i Cuvane zasti¢ene od svetlosti.

U slucaju nanoemulzija sa kurkuminom, postupak izrade je bio isti, samo je definisana koli¢ina
aktivne supstance prvo rastvorena u smesi masne faze i stabilizatora, koja je kasnije dodavana u
vodenu fazu, na ve¢ opisani nacin.

Inicijalna karakterizacija i placebo i nanoemulzija sa kurkuminom sprovedena je 24 h nakon izrade.

3.2.4. Odredivanje kapaciteta placebo nanoemulzija za solubilizaciju kurkumina

Kako bi se odredio kapacitet za solubilizaciju kurkumina (maximal drug loading), pripremljene su
nanoemulzije sa rastu¢im udelom kurkumina u formulacijama — 0,5, 1, 2, 3, 4 mg/ml. Nakon izrade,
nanoemulzije su ostavljene i pracena je eventualna pojava precipitacije aktivne supstance ili
naru$avanje strukture nanoemulzija. Dodatno, nanoemulzije su, u cilju detekcije prisustva
nerastvorenih kristala aktivne supstance, posmatrane i pod polarizacionim mikroskopom, i
podvrgnute su termalnoj analizi. Za maksimalni kapacitet za inkapsulaciju kurkumina odredena je
najvisa koncentracija kurkumina pri kojoj nije doslo do vidljive precipitacije i naruSavanja strukture
nanoemulzije, i pri kojoj instrumentalnim metodama nisu detektovani nerastvoreni Kkristali.

3.2.5. Karakterizacija nanoemulzija
3.2.5.1. Fizickohemijska karakterizacija
Odredivanje veli¢ine i distribucije veli¢ina kapi

Za analizu veli¢ine kapi primenjena je batch-mode DLS metoda, prema operativnoj proceduri NCL-
PCC-1 (Hackley i Clogston, 2010), koris¢enjem uredaja Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments
Ltd., Velika Britanija).

Nanocestice/nanokapi u vodenoj sredini karakteriSe konstantno Braunovo kretanje. Pri dovoljno
niskim koncentracijama dispezne faze, to kretanje zavisi od viskoziteta te¢ne faze, temperature i
veli¢ine Cestica. Ova relacija se moze predstaviti Stocks-Einstein jedna¢inom:

kT ..
dy = P—— (Jednacina 3.1)

dH - hidrodinamicki dijametar Cestice/kapi,

k — Bolcmanova konstanta,

T — temperatura,

n - viskozitet tecnosti,

D — difuzioni koeficijent.

Instrument odreduje autokorelacionu funkciju uzorka - G (koja prati brzinu fluktuacije intenziteta
rasute svetlosti, Jednacina 3.2), na osnovu koje odreduje difuzioni koeficijent estica, nakon Cega je
moguce izraunati i pre¢nik. Za Cestice koje nisu sfernog oblika, radi se o hidrodinamickom
precniku — pre¢niku sfere koja bi imala isti difuzioni koeficijent kao i data Cestica.

G = foml(t)l(t +7)dt = B + Ae?4°0" (Jednacina 3.2)
4mnsin (g)
1

g — modul talasnog vektora rasejanja: g =

n- indeks refrakcije disperzanta
A- talasna duzina svetlosti lasera
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8- ugao detekcije

B — bazna linija autokorelacione funkcije

A — odsecak na y-osi (A<I)

Kada se autokorelaciona funkcija jednom generiSe, mogu se koristiti razli¢ite metode analize
podataka kako bi se iz “sirovih” rezultata dobile odgovarajuc¢e informacije. Najée$¢i nacin
podrazumeva analizu kumulanata, i upravo je ona predstavljena i u medunarodnom ISO standardu
22412:2017 Particle size analysis — Dynamic light scattering (ISO; 2017). ReSavanjem ove
funkcije dobijaju se dve vrednosti — hidrodinamicki dijametar (Z-average diameter; Z-ave) i indeks
polidisperznosti (PDI). Uz pretpostavku da veli¢ine Cestica slede Gausovu raspodelu, moze se dobiti
grafik distribucija veli¢ina Cestica u funkciji relativnog intenziteta rasute svetlosti (intensity-based
size distribution). Z-ave predstavlja harmonijsku sredinu svih intensity-based pikova distribucije
veli¢ina. Iz tog razloga, ovaj parameter treba vrlo pazljivo tumaciti ukoliko uzorak nije
monodisperzan. Indeks polidisperznosti govori o Sirini pika, tj. 0 varijansi pretpostavljene Gausove
raspodele veli¢ina Cestica. Manje vrednosti indeksa polidisperznosti govore o uskoj distribuciji
veli¢ina, odnosno o monomodalnoj raspodeli. Kako bi se tokom merenja dobio optimalan signal i
izbegle interferencije, potrebno je razblaziti uzorak tako da atenuacija bude izmedu 71 9.

Ispitivani uzorci nanoemulzija su neposredno pre merenja razblazeni visokoprecis¢enom vodom u
odnosu 1:100 V/V i preneti u polistirensku kivetu za jednokratnu upotrebu. Merenje je sprovedeno
na temperaturi od 25°C, primenom He—Ne lasera (talasna duZina svetlosti: 633 nm), uz detekciju
rasute svetlosti pod uglom od 90°. Za analizu podataka koris¢en je softver Malvern Dispersion
Technology Software — DTS (Nano), verzija 5.00.

Kako je merni opseg uredaja Zetasizer Nano ZS90 1 nm — 3 um, kao dodatna metoda u analizi
veli¢ina kapi, a sa ciljem detekcije eventualno prisutnih vecih kapi ili agregata, primenjena je i
laserska difrakcija (staticko rasipanje svetlosti), koris¢enjem uredaja Malvern Mastersizer 2000
(Malvern Instruments Ltd). Primenom Mie teorije, na osnovu nacina rasipanja svetlosti koje se
desava kada Cestica prode kroz snop laserske svetlosti, uz poznavanje indeksa refrakcije i apsorpcije
materijala koji se ispituje, mogucée je odrediti veli¢inu Cestica. Analiza podataka izvrSena je
primenom softvera Malvern 2000, verzija 5.22, koji sirove podatke generisane tokom merenja
konvertuje u zapeminsku raspodelu veli¢ina Cestica. Merenje je sprovedeno pri temperaturi od 25
°C, a kao parametri od interesa, koriS¢ene su izra¢unate vrednosti volumenskih pre¢nika - d(10),
d(50), d(90) (vrednosti koje govore o procentu ¢estica/kapi u zadatoj zapremini ¢iji pre¢nik je ispod
te izraCunate vrednosti), 1 D[4,3] (prosecna vrednost precnika).

Odredivanje povrsinskog naelektrisanja kapi

Zeta potencijal, kao indikator povrSinskog naelektrisanja, odreden je primenom uredaja Zetasizer
Nano ZS90 (Malvern Iustruments Ltd), odredivanjem elektroforetske pokretljivosti kapljica u
elektricnom polju i primenom Henrijeve (Henry) jednaine. Brzina kretanja Cestica/kapljica u
elektriénom polju (elektroforetska mobilnost) zavisi od nekoliko faktora:
o jacine elektri¢nog polja,
o dielektri¢ne konstante medijuma,
o viskoziteta medijuma,
o zeta potencijala (povrSinskog naelektrisanja).
Henrijeva jednacina opisuje njihove relacije:
U, = %gka) (Jednacina 3.3)
Ue — elektroforetska mobilnost,
z — zeta potencijal,
¢ — dielektri¢na konstanta medijuma,
n — viskozitet medijuma,
f(ka) — Henrijeva funkcija (za vodene medijume ima vrednost 1,5 — Smoluchowski aproksimacija).
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Uredaj vrSi merenje elektroforetske pokretljivosti primenom dopler laserske velosimetrije, na
osnovu cega je moguce odrediti i vrednost zeta potencijala.

Kako bi se sprecile fluktuacije u elektri¢noj provodljivosti vode, neposredno pre merenja, uzorci su
razblazeni u odnosu 1:100 (V/V) visokoprecis¢enom vodom ¢ija provodljivost je podeSena
primenom 0,9% m/m rastvora NaCl na 50 uS/cm, a zatim su preneti u savijenu mernu ¢eliju sa dve
elektrode.

Polarizaciona mikroskopija

Polarizaciona svetlosna mikroskopija u domenu karakterizacije nanoemulzija znacajna je za
pracenje tranzicionih faza koje nastaju u toku procesa nanoemulzifikacije. Kako bi se pratile
strukture koje nastaju na dodirnoj povrsini ulje-surfaktani-voda za odabrani odnos stabilizatora i
masne faze (surfactant-to-oil ratio — SOR), 2 faze (smesa ulje/surfaktant i voda) dovedene su u
kontakt na mikroskopskoj plocici: nanesena je jedna kap smeSe ulja i surfaktanata, a zatim je na
grani¢nu povrSinu pozicionirana jedna kap visokoprecis¢ene vode. Nastale strukture su zatim
posmatrane pod uveli¢anjem od 100, 200 i 400 puta primenom mikroskopa Carl Zeiss ApoTome
Imager Z1 (Zeiss, Nemacka), uz dugitalnu kameru AxioCam ICc1, uz podrsku programa AxioVision
4.6. Dodatno, kod izradenih nanoemulzija, ova metoda je primenjena i u cilju detekcije eventualno
prisutnih kapi ¢ije dimenizije prevazilaze 1 pm, kao i za detekciju potencijalno prisutnih
nesolubilizovanih kristala aktivne supstance.

Mikroskopija atomskih sila (AFM)

Mikroskopija atomskih sila primenjena je kao tehnika visoke rezolucije u cilju morfoloske
karakterizacije nanoemulzija (oblik i povrSinske karakteristike dispergovanih kapi), kao i za potvrdu
rezultata koji se odnose na procenu veli¢ine kapi. Ova metoda predstavlja skeniraju¢u mikroskopiju
sa rezolucijom nanometarskog reda. Princip rada podrazumeva da sonda mikroskopa, pomocu iglice
na vrhu, interaguje sa uzorkom. Na osnovu te interakcije, dolazi do savijanja sonde, na osnovu ¢ega
se moze rekonstruisati topografija uzorka. U beskontaktnom reZimu snimanja, iglica sonde ne
dodiruje uzorak, ve¢ osciluje iznad njega, na rastojanju manjem od 10 nm. Vand der Valsove sile
(ili bilo koje druge sile dugog dometa koje deluju iznad povrSine uzorka) dovode do smanjenja
frekvencije oscilovanja sonde, a topografska slika uzorka se dobija na osnovu merenja rastojanja
izmedu iglice i uzorka (Jokanovi¢, 2014a). Analiza je uradena primenom mikroskopa AutoProbe
CP-Research SPM (TM Microscopes Bruker, Nemacka). Uzorci nanoemulzija su razblazeni
visokoprec¢is¢enom vodom u odnosu 1:100 V/V a zatim je 10 pl razblaZzenja naneseno na silikatne
plocice visokog kvaliteta (Highest Grade V1 Mica Discs, Ted Pella Inc., Kalifornija), dimenzija 15
mm X 0,21 mm. Uzorci su osuSeni u vakuumu. Snimanje je sprovedeno na vazduhu, u
beskontaktnom rezimu, primenom sonde Bruker Phosphorous (n) doped silicon Tap300, model
MPP-11123-10, sa omotacem od aluminijuma i simetri¢nim vrhom. Pokretacka frekvencija bila je
300 kHz. Prikupljeni su topografski snimci i snimci “signal-greska”, koji su potom analizirani
primenom softverskih paketa Image Processing and Data Analysis (verzija 2.1.15) i SPMLab
Analysis, DI SPMLab NT (verzija 6.0.2).

Ova metoda primenjena je i za dodatnu analizu tranzicionih struktura koje nastaju pri kontaktu ulje-
surfaktant-voda. Kao i kod polarizacione mikroskopije, kap (10 pl) smese ulja i surfaktanata
naneseno je na silikatnu plocicu, a zatim je na grani¢nu povrSinu naneseno 10 pl visokoprecis¢ene
vode. Dalja manipulacija uzorkom sprovedena je na prethodno opisan nacin.

Elektron paramagnetna rezonantna spektroskopija (EPR spektroskopija)

Kako bi se dobio detaljniji uvid u mikrostrukturu i karakteristike medupovrSinskog sloja
nanoemulzija (fluidnost interfaze), kao i sa ciljem procene lokalizacije aktivne supstance u
formulaciji, sprovedena je EPR spektroskopija, uz obeleZavanje uzorka. EPR, jo§ poznata i kao
elektron spin rezonantna spektroskopija (ESR), primenjuje se za analizu materijala sa
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paramagnetnim osobinama. Ova metoda se zasniva na ¢injenici da se elektroni, kao naelektrisane
Cestice koje se okreéu oko svoje ose, ponasaju kao mali magneti. Svaki elektron poseduje svoj
magnetni moment i odgovaraju¢i spinski kvantni broj (1/2 ili -1/2), i kada na njega deluje spoljasnje
magnetno polje, do¢i ¢e do usmerenog kretanja elektrona (precesije) u jednom od dva moguca
smera: u smeru spoljasnjeg magnetnog polja (paralelna orijentacija), ili u suprotnom smeru
(antiparalelna orijentacija). Delovanjem spoljasnjeg magnetnog polja dolazi do stvaranja novih
energetskih nivoa medu kojima se mogu desiti prelazi elektrona koji su indukovani apsorpcijom,
odnosno emisijom zracenja koje je jednako energetskoj razlici izmedu nivoa (Slika 3.1a) Elektroni
koji su orijentisani u suprotnom smeru od spoljaSnjeg magnetnog polja imaju i antiparalelni spin (-
1/2) i nalaze se na nizem energetskom stanju u odnosu na one sa paralelnim spinom (+1/2). Ukoliko
se na elektrone deluje mikrotalasnim zraCenjem, moze do¢i do apsorpcije zraCenja i1 prelaska
elektrona na visi nivo, odnosno do stimulisane emisije i prelaska elektrona na nizi nivo. EPR
spektar nastaje menjanjem jaCine magnetnog polja uz konstantnu frekvenciju mikrotalasnog
zracenja koje se upucuje ka uzorku. Kako se menja jac¢ina magnetnog polja, poveéava se energetska
razlika izmedu nivoa, sve do momenta kada ona ne dostigne energiju mikrotalasnog zra¢enja (hv),
kada nastaje rezonancija. Prema Maksvel-Bolcmanovoj raspodeli, broj elektrona u nizem
energetskom stanju prevazilazi populaciju u visem energetskom stanju. Stoga je prelazak elektrona
u visi energetski nivo statisticki verovatnija promena, pa je neto efekat apsorpcija zra¢enja. Dakle,
signal u EPR spektru predstavlja koliénu apsorbovane energije mikrotalasnog zracenja u
promenljivom magnetnom polju, ali najée$é¢i nacin prikazivanja podrazumeva predstavljanje
zavisnosti prvog izvoda apsorpcije od jac¢ine magnetnog polja (Slika 3.1b). Treba napomenuti i da,
usled interakcije izmedu elektrona sa nesparenim spinom i bliskim nuklearnim spinom (hiperfino
sprezanje), moze do¢i do formiranja dodatnih energetskih stanja, $to ¢ini da EPR spektar bude
viselinijski. Sirina i intenzitet spektralnih linija zavise i od interakcija u blizini molekula koji sadrzi
nespareni elektron, pa se njihovom analizom mogu dobiti podaci o molekularnom kretanju, odnosno
0 mikroorganizaciji u blizini molekula sa paramagnetnim svojstvima (Jokanovi¢, 2014b; Marsh,
1989.)

a) b)

Apsorbanca
Lt E+1.-'2
3 = T T
[ AE=Eypz-Eq2=ho 5
B L Prvi izvod
" Ean ”
B=0 Jacina magnetnog polja B=0 Jagina magnetnog polja

Slika 3.1. a) Stvaranje energetskih nivoa pod delovanjem spoljasnjeg magnetnog polja
b) Zavisnost apsorpcije energije od jacine magnetnog polja, pri fiksnoj frekvenciji
mikrotalasnog zracenja (Prilagodeno prema referenci Jokanovié, 2014b)

Kao obeleziva¢ uzorka (spin probe) koris¢ena je 5-doksil stearinska Kkiselina (5-DSA) —
paramagnetni molekul koji ima amfifilne karakteristike. Zbog takve strukture, 5-DSA se u kontaktu
sa nanoemulzijom pozicionira upravo u medupovrsinskom sloju, izmedu molekula surfaktanata.
Mikrookruzenje uticace na dinamiku kretanja 5-DSA u medusloju, ¢ijom analizom se moze dobiti
informacija o rigidnosti/fluidnosti njenog okruzenja i organizaciji na mikro nivou. Doksil prsten
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povezan je sa C-5 atomom (Slika 3.2) — blize polarnoj glavi 5-DSA. Prema tome, nakon
pozicioniranja obelezivaca, paramagnetni deo molekula nalazi se blize polarnim segmentima
medupovrsinskog sloja, te 1 podaci dobijeni o mikroroganizaciji medufaze vise odrazavaju
karakteristike hidrofilnog dela sloja amfifila. Dodatno, poredenjem dinamike kretanja 5-DSA u
placebo nanoemulzijama i nanoemulzijama sa aktivnom supstancom, mogucée je ste¢i uvid u
lokalizaciju aktivne molekule i njene interakcije sa komponentama sistema. Posebna pogodnost ove
metode lezi u ¢injenici da pripada tzv. ,,nedestruktivnim’’ metodama, tj. ne dovodi do narusavanja
strukture uzorka tokom analize, §to dobijene rezultate ¢ini realnijim.

o*

Slika 3.2. Molekulska struktura 5-doksil stearinske kiseline

Za obeleZavanje uzorka koriSc¢en je etanolni rastvor 5-DSA koncentracije 7,8 mM. U plasticne test
tube za centrifugu preneto je 15 ul ovog rastvora, koji je potom uparen (kako bi se etanol uklonio),
a zatim je dodat 1 ml uzorka (nanoemulzije). Nakon intenzivnog mesanja tokom 15 minuta, Uzorci
su ostavljeni preko no¢i, kako bi se osigurala raspodela obelezivac¢a u uzorku. Koncentracija 5-DSA
u uzorku bila je 0,117 mM. Uzorci su analizirani nakon 24 h. U staklene kivete (WG-813-Q
Wilmad, Buena, NJ, SAD) preneto je 200 ul uzorka, a spektri su snimljeni priemenom Bruker EMX
EPR spektrometra (Nemacka), na temperaturi od 25 °C. Uslovi merenja bili su: centralno polje —
0,349 T; opseg skeniranja — 0,01 T; pojadanje — 5*10° ; vremenska konstanta — 5,12 ms; amplitudna
modulacija — 0,4 mT; frekvencija — 9,76 GHz. Analiza svakog uzorka ponovljena je 3 puta. EPR
spektar 5-DSA analiziran je kako bi se prikupili podaci o molekulskom kretanju i mikroorganizaciji
medupovrsinskog sloja. U tom kontekstu, kao parametar koji reflektuje mobilnost obelezivaca u
medupovrsinskom sloju i lokalni mikroviskozitet, odredeno je rotaciono korelaciono vreme (zr,
vreme potrebno da molekul obelezivaca rotira za 1 radijan), primenom sledece jednacine (ali i
odgovaraju¢ih kompjuterskih simulacija):

R= (610720 *[(ho/h+1)Y? + (ho/h.1)? -2]AH, (Jednacina 3.3)

AH,— §irina centralnog pika (na poluvisini),
ho, h.1, h+1 — visine 3 spektralne linije u EPR spektru obeleZivaca.

Za prikupljanje i analizu podataka koris¢en je Bruker WinEPR program, a sve spektralne simulacije
sprovedene su u programu MTHLAB, primenom EasySpin Toolbox for EPR Spectroscopy.

Diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija
Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry - DSC), kao

mwtoda termalne analize, primenjena je kako bi se potvrdila fizicka forma aktivne supstance u
uzorku i detektovale potencijalne interakcije izmedu komponenata u uzorku. Mala koli¢ina uzorka
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(oko 10 mg) nanesena je u standardne aluminijumske nosace, koji su potom hermeticki zatvoreni.
Uzorci su zatim podvrgnuti zagrevanju u opsegu od 25 °C do 200 °C, pri brzini zagrevanja od 2
°C/min, i protoku azota od 50 ml/min, primenom uredaja Mettler DSC 820 (Mettler Toledo GmbH
Analytical, Nemacka). Dodatno, u slucaju nanoemulzija, kako bi se uklonila moguénost da
intenzivan endotermni pik koji poti¢e od isparavanja vode utice na detekciju drugih termalnih
dogadaja u uzorku, pripremljeni su i osuseni uzorci nanoemulzija (suseni tokom 24 h, na vazduhu, u
otvorenom aluminijumskom nosac¢u), koji su podvrgnuti analizi pri istim uslovima.

Dodatno, kako bi se dobio siguran uvid u raspodelu masne i vodene faze u nanoemulzijama, uzorci
smeSe surfaktanata i ulja (SOR=1) sa rastu¢im udelom vode podvrgnuti su hladenju u
temperaturnom opsegu od 25 °C do — 50 °C, pri brzini hladenja od 10 °C/min.

Analiza termalnih krivih i odredivanje relevantnih termalnih parametara (entalpija, Tiopljenja,
T zamrzavanja vode), odredeni su primenom Mettler Toledo STARe softvera.

ReoloSka karakterizacija

U cilju potvrde njutnovskog tipa proticanja odabranih nanoemulzija, kao i sa ciljem odredivanja
njihovog viskoziteta, sprovedena su merenja primenom reometra DV-I1I ULTRA Programmable
(Brookfield Engineering Laboratories, Middlesboro, SAD), uz upotrebu mernog sistema tipa
rotirajuceg cilindra. ReoloSka karakterizacija je sprovedena na temperaturi od 20 +1°C, i opsegu
brzina rotacije od 20 do 200 obrt/min. Analiza uzoraka podrzana je softverom Rheocalc software,
verzija 4.3.

Odredivanje gustine komponenata masne faze emulzija

Merenje gustina komponenata masne faze nanoenulzija sprovedano je unacianje 1 ml ispitivanog
uzorka kroz otvor denzitometra DMA 4500 (Anton Paar, Austrija).

Merenje elektri¢ne provodljivosti

Merenje elektricne provodljivosti posluzilo je kao jednostavan nalin za procenu tipa
nanoemulzionog uzorka, odnosno rapodele uljane i vodene faze u toku analize faznog ponasanja
pseudoternarnog sistema. Merenje je uradeno nakon direktnog uranjanja elektrode konduktometra
Sensio+EC 71 conductivity meter (Hach Lange GmbH, Nemacka) u smese ulja i surfaktanata sa
rastu¢im udelom vode, kao i u finalne nanoemulzije, na temperaturi od 25 + 2°C.

Merenje pH vrednosti

pH vrednost formulacije vazna je sa aspekta puta primene, ali i za odrzavanje hemijske stabilnosti i
efikasnosti aktivne molekule - u slucaju aktivne molekule koja pokazuje pH-zavisnu hemijsku
stabilnost (kao $to je kurkumin). Merenja su sprovedena direktnim uranjanjem elektrode pH-metra
HI9321 (Hanna Instruments Inc, Ann Arbor, Michigan, SAD) u uzorke nanoemulzija, na
temperaturi 25 + 2°C.

Procena fizi¢ke stabilnosti nanoemulzija

Fizicke stabilnost izradenih nanoemulzija tokom perioda ispitivanja sprovedena je merenjem
prosecne veli¢ine kapi i1 indeksa polidisperznosti, zeta potencijala, pH vrednosti i1 elektricne
provodljivosti odabranih formulacija. Ispitivanja su sprovedena inicijalno (24 h nakon izrade), a
zatim u definisanim vremenskim intervalima: nakon mesec dana, 6 meseci i godinu dana. U toku
ovog perioda, formulacije su cuvane na sobnoj temperaturi (25 + 2°C i 55 *+ 5% RV), zasti¢ene od
svetlosti.
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3.2.5.2. Biolo$ka karakterizacija
Procena antioksidativnog potencijala

U cilju procene antioksidativnog potencijala kurkumina per se, a zatim i nanoemulzija sa
kurkuminom, sprovedena su primenom DPPH testa, FRAP testa, kao i procena antioksidativnog
potencijala primenom EPR spektroskopije.

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) test

Ovaj test ima veoma S$iroku primenu u proceni potencijala neke supstance za zaustavljanje
aktivnosti slobodnih radikala. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, Slika 3.3) predstavlja stabilan
slobodni radikal, rastvorljiv u organskim rastvara¢ima, daju¢i tamnoljubiCasti rastvor, sa
maksimumom apsorpcije svetlosti talasne duzine 515-520 nm. Antioksidans koji ima sposobnost da
donira proton (H-radikal), moze reagovati sa DPPH, uz formiranje molekula DPPH-H, i posledi¢no
smanjenje intenziteta ili gubitak ljubicaste boje rastvora. Stepen smanjenja intenziteta boje ovisi 0
potentnosti antioksidansa, njegovoj koncentraciji, ali i duzini trajanja eksperimenta. Procenat
inhibicije slobodnog radikala izraCunava se na slede¢i nacin:

g ape . Aplaceb k— Aispitivani K o
% lTlhlblCl]e S SPran nrora * 100% (Jednacma 34)
Aplacebo uzorak

A — apsorbancija rastvora na talasnoj duzinu maksimuma apsorpcije DPPH radikala

Nakon prikazivanja zavisnosti procenta inhibicije od koncentracije antioksidansa, moguce je
izraCunati vrenost ICso — koncentracija antioksidansa pri kojoj dolazi do smanjenja apsrobancije
DPPH za 50% (Nile i sar, 2012).

a) b)

- Antioksidans Antioksidans =

O » EBEEEEEI  EFEEE s  ccvesccsceeee . -
H DPPH-H Fedll)-TPTZ U

Slika 3.3. Pojednostavljen shematski prikaz antioksidativnih testova:
a) DPPH test; b) FRAP test

Kako bi se odredila antioksidativna aktivnost kurkumina, pripremljeni su rastvori kurkumina u
metanolu razli¢itih koncentracija (0,25; 0,1875; 0,125; 0,0625 1 0,03125 mg/ml). Pripremljen je
rastvor DPPH radikala u metanolu (0,1mM), a zatim je po 3,6 ml ovog rastvora pomesano sa po
400 pl svakog od rastvora kurkumina. Nakon opisane pripreme, finalne koncentracije kurkumina u
reakcionim smeSama bile su: 0,025; 0,01875; 0,0125; 0,00625; 0,003125 mg/ml. Na ovaj nacin,
pokriven je opseg apsorbancija DPPH radikala od 0,1 do 0,9. Nakon meSanja u toku 30 minuta na
orbitalnom Sejkeru (IKA® KS 260 basic, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Nemacka) pri brzini od
350 obrtaja/min, na temperaturi od 25+2 °C, zaSticeno od svetlosti, izmerene su apsorbancije
uzoraka na 517 nm primenom Varian Cary-100 UV-VIS spektrofotometra (Varian BV, Middelburg,
Holandija). Kontrolni uzorak pripremljen je sa 400 upl metanola umesto rastvora kurkumina.
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Konstruisan je grafik zavisnosti procenta inhibicije od koncentracije kurkumina, nakon cega je
linearnom regresionom analizom odredena ICso vrednost. Sa ciljem poredenja, isti eksperiment
sproveden je i sa tokoferolom, takode vrlo potentnim antioksidansom prirodnog porekla, koji
poseduje i strukturnu sli¢nost sa kurkuminom.

Procena antioksidativnog potencijala kurkumina iz nanoemulzija procenjena je na isti nacin, ali su
formulacije razblazene visokoprecis¢enom vodom do prethodno odabranih kocentracija, a zatim
dodate rastvoru DPPH. Kontrolni uzorak pripremljen je sa 400 ul visokoprecis¢ene vode.

FRAP test (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power)

Ovaj test zasniva se na sposobnosti antioksidansa da izvrsi redukciju Fe** do Fe?* jona. Prednost
ovog testa ogleda se u ¢injenici da se odigrava u vodenoj sredini, §to pogoduje stabilnosti lipidnih
formulacija (kao $to su nanoemulzije), tj. ne dolazi do naruSavanja njihove strukture tokom testa. Za
sprovodenje testa potrebno je pripremiti FRAP reagens, koji se satoji iz 300 mM acetatnog pufera
(pH 3.6), 10 mM TPTZ (2,4,6-trispiridil-s-triazin) rastvora u 40 mM HCI i 20 mM rastvora
FeCl3x6H20 u preciséenoj vodi. Odnos komponenata je 1:1:10 (npr. 2,5 ml + 2,5 ml + 25 ml). U
reakciji antioksidansa sa FRAP reagensom dolazi do formiranja Fe?* jona i pojave plave boje
rastvora (Slika 3.3), sa maksimumom apsorbancije na 595 nm. Rezultat testa predstavlja se kao
FRAP vrednost — mmol Fe?* koji nastaje po gramu antioksidansa.

Kako bi se odredila FRAP vrednost za kurkumin, 100 pl metanolnog rastvora koncentracije 0,1875
mg/ml pomesano je sa 3 ml sveze pripremljenog FRAP reagensa, a zatim je smeSa inkubirana 30
minuta na 37 °C uz mesanje pri brzini od 50 obrtaja/min (Orbital Shaker-Incubator ES-20, Biosan,
Litvanija ), nakon ¢ega je izmerena apsorbancija uzorka na 593 nm, na Varian Cary-100 UV-VIS
spektrofotometru (Varian BV, Middelburg, Netherlands). Kontrolni uzorak pripremljen je sa 100 pl
metanola. Uzorci nanoemulzija ispitani su na isti nadin, uz razliku §to su razblazeni
visokoprec¢is¢enom vodom do odabrane koncentracije, dok je kontrolni uzorak pripremljen sa
odgovarajuéim razblazenjem placebo formulacije. FRAP vrednost (mmol Fe?*/g kurkumina)
izraCunata je na osnovu standardne krive dobijene od rastvora FeSOs4 X 7H20, koja pokriva
koncentracije od 25 pmol/l do 400 umol/l FeSO4 x 7H20.

Procena antioksidativne aktivnosti primenom EPR spektroskopije

Zahvaljujuci tome S$to slobodni radikali poseduju paramagnetna svojstva, procena antioksidativnog
potencijala uzoraka moZze se sprovesti i primenom EPR spektroskopije. Za tu namenu, koris¢en je 4-
hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPOL, Slika 3.4), stabilan slobodni radikal. Ovaj
molekul poseduje paramagnetna svojstva i moze biti detektovan EPR spektoskopijam. U prisustvu
uzorka sa antioksidativnom aktivno$c¢u, dolazi do njegove neutralizacije i smanjenja EPR signala.
Na ovom principu zasniva se odredivanje antioksidativne aktivnosti primenom EPR spektroskopije.

OH

HsC N CHsy
H3C | CH3
0

Slika 3.4. 4-hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPOL)

Tipi¢na reakciona smesa sastojala se iz 80% V/V vodenog rastvora slobodnog radikala (ImM), i
20% VIV ispitivanog uzorka (rastvor kurkumina; nanoemulzija sa kurkuminom; placebo
nanoemulzija). Sveze pripremljen rastvor TEMPOL-a pomeSan je sa uzorkom neposredno pre
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merenja i prenet u EPR staklenu kivetu. EPR spektri tempola su snimljeni na sobnoj temperaturi, u
definisanim vremenskim intervalma: 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 i 60 minuta nakon mesanja sa
uzorkom. EPR signal TEMPOL-a sastoji se iz 3 karakteristi¢na pika. Intenzitet signala (povrsina
ispod krive EPR signala) smanjuje se u prisustvu antioksidansa, a procenat inhibicije EPR signala
moze se izraCunati primenom sledece jednacine:

% inhibicije = 222 . 100 (Jednacina 3.5)
0

Ao signal bez ispitivanog uzorka,

A —signal u prisustvu ispitivanog uzorka

Spektri su snimljeni primenom Bruker EMX EPR spektrometra (Bruker, Nemacka), na temperaturi
od 25 °C. Uslovi merenja bili su slede¢i: centralno polje — 0,349 T; opseg skeniranja — 0,01 T;
pojacanje — 4,48*10° ; vremenska konstanta — 1,28 ms; amplitudna modulacija — 0,4 mT;
frekvencija — 9,78 GHz. Prikupljanje i obrada podataka sprovedena je primenom BrukerWinEPR
softvera.

Procena genotoksi¢nog i antigenotoksi¢nog efekta: COMET test

Procena genotoksicnog efekta

Kako bi se procenila bezbednost formulacija nanoemulzija, sprovedeno je ispitivanje
genotoksi¢nosti (potencijala da izazovu oStecenje DNK) upotrebom COMET test. Protokol za
sprovodenje ove studije odobren je od strane Etickog komiteta Farmaceutskog fakulteta u Beogradu
odlukom 1580/2 od 28.11.2019. godine.

Uzorci periferne krvi iz prsta 3 dobrovoljca (zenskog pola, uzrasta od 25 do 39 godina, nepusaci,
nisu primenjivali medikamentoznu terapiju ili suplementaciju, a neposredno pre testa nisu
konzumirali alkohol) prikupljeni su u kontejnere sa heparinom. Po 6 pl svakog uzorka
suspendovano je u agarozi niske tacke topljenja (konc. 0,67%), i naneto na mikroskopsku plocicu
koja je prethodno prekrivena slojem 1% agaroze normalne tacke topljenja. Mikroskopske plocice su
poklopljenje pokrovnim staklom i ostavljene u frizideru (na 4°C), kako bi se agarozni omotac
stegao. Nakon o¢vrSc¢avanja, na ¢elijske suspenzije dodato je po 50 ul formulacija koje se testiraju,
odnosno 50 pl rastvora vodonik-peroksida koncentracije 50 mM (pozitivna kontrola) ili 50 ul PBS-a
(negativna kontrola). Tretirane Celije su zatim prekrivene, i ostavljene da se inkubiraju na
temperaturi od 37 °C, tokom 30 minuta. Nakon tretmana, preko uzoraka je ponovo nanesen sloj
agaroze niske tacke topljenja, a plo€ice su prenete u frizider na 5 minuta, kako bi se novi agarozni
sloj stegao. Po isteku predvidenog vremena, plo€ice su potopljene u hladan rastvor za liziranje ¢éelija
(2,5M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% TritonX 100 i 10% DMSO, pH 10) i tako ostavljene
preko noci. To je omoguéilo razaranje ¢elijske membrane i oslobadanje DNK iz humanih ¢elija cele
periferne krvi, bez denaturacije genetickog materijala. Sutradan, ploCice su potopljene u hladan
rastvor za elektroforezu (10 M NaOH, 200 mM EDTA) i ostavljene na temperaturi od 4 °C tokom
30 minuta, kako bi se obezbedila denaturacija DNK celija periferne krvi, nakon ¢ega je izvrSeno
elektroforetsko razdvajanje fragmenata DNK, pri naponu od 35 V i jaéini struje od 300 mA, pod
prigusenim svetlom. Na kraju, DNK je obojena dodatkom rastvora etidijum-bromida koncentracije
20 ug/l, i 15 minuta nakon toga analizirani pri uvelicanju od 100X, pod mikroskopom Olympus X
50 microscope (Olympus Optical Co, GmbH Hamburg, Nemacka), koji je opremljen zivinom
lampom (50 W, 516560 nm, Zeiss, Nemacka).

Tokom elektroforeze, oSteCena DNK migrira u elektricnom polju 1 formira strukture koje, kada se
posmatraju pod mikroskopom, podsecaju na “rep komete* (Slika 3.5) - otuda i naziv ovog testa.
Broj uocenih “kometa” i veli¢ina “repa” direktno su proporcionalni stepenu oSte¢enja DNK koje je
izazvano ispitivanim uzorcima. Uoceni nukleoidi se razvrstavaju u 5 kalasa: A — bez oSteCenja
(manje od 5% ostecene DNK), B — nizak nivo oSteCenja (5-20% o$tecene DNK posmatranog
nukleoida), C — srednji nivo ostecenja (20-40% ostecene DNK), D — visok nivo ostec¢enja (40-95%
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ostecene DNK) 1 E — kompletno ostecenje (viSe od 95% DNK posmatranog nukeleoida je osteceno)
(Zukovec Topalovi¢ i sar, 2015).

Rezultati su prikazani kao broj osteé¢enih nukleoida (iz grupa B, C, D i E zajedno), odredeni na 100
nasumic¢no odabranih nukleoida na mikroskopskoj plocici. Nekroticne celije i ¢elije koje su usle u
apoptozu nisu uzete u obzir.

C

Slika 3.5. Kategorije , kometa“: A — manje od 5% ostecenja; B: 5-20% ostecenja; C: 20-40%
oStecenja;, D: 40-95% ostecenja; E: vise od 95% oStecenja (Preuzeto i prilagodeno
prema Zukovec Topalovié i sar, 2015)

Procena antigenotoksicnog efekta

Antigenotoksi¢ni potencijal (sposobnost da se spre¢i oste¢enje DNK indukovano oksidativnim
agensom, odnosno da se izvrsi reparacija ostecene DNK) takode je procenjen kroz COMET test, ali
u 2 razlicita protokola: protokol sa predtretmanom 1 protokl sa posttretmanom. Sprovodenje ove
studije odobreno je od strane Eti¢kog komiteta Farmaceutskog fakulteta u Beogradu odlukom
1580/2 od 28.11.2019. godine.

U protokolu sa predtretmanom, na celijske suspenzije na mikroskopskim plo¢icama (pripremljene
na isti nac¢in kao 1 kod procene genotoksi¢nosti), naneseno je po 50 ul formulacija sa kurkuminom, 1
ostavljene su da se inkubiraju 30 minuta na 37 °C. Nakon isteka predvidenog vremena, ¢elije su
isprane PBS-om (kako bi se uklonio viSak formulacija), a zatim tretirane rastvorom vodonik-
peroksida (50 pl, 50 mM rastvor), i ostavljene u frizideru tokom 20 minuta. U posttretmanu,
redosled je bio obrnut — ¢elije su prvo bile podvrgute oksidansu (vodonik-peroksidu) tokom 20
minuta u frizideru, zatim isprane PBS-om, a na kraju je naneseno po 50 pl ispitivanih formulacija.
Inkubiranje je trajalo 30 minuta na 37 °C. Vodonik-peroksid je posluzio kao negativna kontrola u
oba slucaja. Liziranje celija, elektroforeza, bojenje i mikroskopska analiza sprovedeni su na isti
nacin kao i kod procene genotoksi¢nog potencijala.

Ispitivanje citotoksi¢nosti

Kako bi se procenio bezbednosni profil formulacija, sprovedeni su in vitro testovi citotoksi¢nosti na
normalnim humanim keratinocitima (HaCat) i na normalnim humanim fibroblastima plu¢a (MRC-
5). Dodatno, u cilju procene antikancerogenog potencijala kurkumina i formulacija sa kurkumiom,
ispitana je citotoksi¢nost na ¢elijama humanog melanoma (Fem-X), kao i na ¢elijama humanog
cervikalnog karcinoma (HelLa). Za ovu namenu, sproveden je MTT test — jedan od najcesce
primenjivanih testova koji daju uvid u metabolicku aktivnost 1 vijabilnost ¢elija u kulturi. MTT je
zuta boja rastvorljiva u vodi koja, nakon redukcije posredstvom enzima prisutnih u metabolicki
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aktivnim Celijama, prelazi u plavo-ljubicasti formazan, koji se moZe kolorimetrijski odrediti.
Intenzitet plavo-ljubicaste boje korespondira sa metabolickom aktivno$¢u celija, koja se moze
povezati sa njihovom vijabilno$¢u (Aslantirk, 2018; Stockert i sar, 2018)

Celijske linije

Sve ¢elijske linije dobijene su iz American Type Culture Collection (Manassas, VA, SAD). Celije
su ¢uvane u kompletnom hranljivom medijumu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD), na
37 °C, u vlaznoj atmosferi sa 5% ugljen-dioksida. Medjum je oboga¢em L-glutaminom (3mM),
streptomicinom (100 mg/ml), penicilinom (100 I1U/ml), fetalnim govedim serumom (10%;
inaktivisan toplotom na 56 °C radi inaktivacije holin-esteraze i sistema komplementa) i HEPES-om
(25 mM). pH vrednost medijuma podesena je na 7,2 primenom rastvora bikarbonata.

Priprema polaznih rastvora

Rastvor kurkumina je pripremljen u DMSO, a zatim razblazen hranljivim medijumom do
koncentracije 1600 pg/ml, tako da finalna koncentracija DMSO u kontaktu sa ¢elijama uvek bude
manja od 0,1%. Sve nanoemulzije su takode razblazene medijumom do pocetne koncentracije
kurkumina (600 pg/ml). U istom odnosu razblazene su nanoemulzije bez kurkumina (placebo
formulacije). Svi uzorci su zatim filtrirani kroz membranski filter promera 0,22 um, i dalje
razblazeni hranljivim medijumom u cilju pripreme ispitivanih koncentracija uzoraka (800, 400, 200,
100, 50, 25 i 12,5 pg/ml za HaCaT, odnosno 200, 100, 50, 25 i 12,5 pg/ml za MRC-5 i Fem-X
¢elijske linije).

Tretiranje Celija

HaCaT (2x10° éelija po bazenu), HeLa (2x103 ¢elija po bazenu), Fem-X (2x10° éelija po bazenu) i
MRC-5 (5x10° ¢elija po bazenu) su zasejane u ploce sa 96 mesta (bazena). Nakon $to su éelije
adherirale za dno bazena (nakon 20 h), dodati su uzorci u prethodno definisanim koncentracijama.
U istom odnosu primenjene su u nanoemulzije bez kurkumina. U kontrolnim bazenima dodat je
samo hranljivi medijum umesto uzorka.

Odredivanje citotoksicnosti — prezivljavanje Celija

Procena Celijskog prezivljavanja uradena je 48 h nakon tretmana. MTT reagens je rastvoren u PBS-
u (pH 7,2), u koncentraciji 5 mg/ml, i pre upotrebe filtriran kroz membranski filter promera 0,22
um. U svaki bazenci¢ dodato je po 10 pl ovog rastvora, nakon ¢ega su uzorci inkubirani jo§ 4 h na
37 °C, u vlaznoj atmosferi sa 5% ugljen-dioksida. Nakon toga, kako bi se izvrSilo liziranje svih
¢elija, dodato je 100 pl rastvora natrijum-laurilsulfata. Narednog dana izmerena je apsorbancija
¢elijkog medijuma u svim bazenci¢ima na 570 nm, pomocu Multiskan™ FC Microplate
Photometer (Thermo Scientific, SAD). Za izraCunavanja ¢elijskog prezivljavanja (u %), primenjena
je sledeca jednacina:

Ajspitivani uzorak—4 ..

Prezivljavnje Celija (%) = —Spivantuzorak” Tslepaproba 4y (Jednacina 3.6)
Akontrola_Aslepa proba

ICso (koncentracija koja dovodi do smanjenja prezivljavanja celija za 50%) odredena je sa grafika

zavisnosti procenta prezivljavanja od koncentracije ispitivanog uzorka. Sprovedena su 3 nezavisna

eksperimenta, svaki u triplikatu, a vrednosti su prikazane kao srednja vrednost £SD.

Analiza ¢elijskog ciklusa

Hela (2x10° éelija po bazenu) i Fem-X (2x10° ¢elija po bazenu) su zasejane u ploce sa 6 mesta
(bazena) 1 ostavljene da se inkubiraju preko noci. Sutradan, ¢elije se tretirane koncentracijama
uzoraka koje odgovaraju vrednostima ICso 1 2ICso (rastvor kurkumina i nanoemulzija sa
kurkuminom 3mg/ml). Nakon 2h ¢elije su prikupljene i fiksirane etanolom 70% V/v i cuvane tokom
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sedam dana u zamrzivadu, na temperaturi od -20 °C. Celije su potom isprane i tretirane
ribonukleazom A (RNKazom A, 100 pg/ml) tokom 30 minuta na temperaturi od 37 °C, a zatim
obojenei propidijum-jodidom (40 ug/ml). Analiza celijskog ciklusa sprovedena je primenom
proto¢nog citometra FACSCalibur (BD Biosciences, Franklin Lakes, SAD). Prikupljanje i analiza
podataka uradena je primenom softverskog paketa CELLQuest (BD Biosciences).

3.2.5.3. In vivo procena iritacionog potencijala nanoemulzija

Relativno visoka koncentracija surfaktanata u formulacijama nanoemulzija, a posebno dodatak
terpena kao hemijskih pojacivaca penetracije, mogu biti razlozi za eventualnu pojavu iritacije koze
na mestu primene. Iz tog razloga, sprovedena je in vivo studija sa ciljem procene iritacionog
potencijala (bezbednosti) izradenih formulacija primenom tehnika bioinzinjeringa koze.

Studija je sprovedena na 8 dobrovoljaca (starosti od 23 do 29 godina), koji su detaljno informisani o
ispitivanju i dali su svoj pisani pristanak za uc¢eSc¢e u studiji. Ispitanici nisu koristili kozmetic¢ke
proizvode na volarnim stranama podlaktica 24 h pre eksperimenta, dok 3 h pre studije i tokom same
studije nisu unosili napitke sa kofeinom.

Svaki ispitanik je na dan ispitivanja proveo 30 minuta u laboratoriji pre pocetka eksperimenta, u
cilju aklimatizacije. Definisana su test mesta volarnih strana podlaktica (povrsine 4 cm?) na koja ée
se naneti placebo formulacije (po 250 pl):

o formulacija bez monoterpena (F1),

o formulacija sa pinenom kao hemijskim pojacivacem penetracije (F1_PIN) i

o formulacija sa eukaliptolom kao hemijskim pojaciva¢em penetracije (F_EUC).
Jedno mesto bilo je kontrolno mesto i na njega nije naneta nijedna formulacija. Na test mestima i na
kontrolnom mestu izmerene su vrednosti slede¢ih parametara:

o transepidermalnog gubitka vode (engl. transepidermal water loss — TEWL),

o eritema indeksa (engl. erythema index - El) i

o stepena hidratisanosti stratum corneum-a (vlaznost stratum corneum-a, engl. stratum

corneum hydration - SCH).

Nakon inicijalnih merenja, formulacije su nanesene na predvidena mesta, a isti parametri su
izmereni i nakon 60 i 120 minuta, uz vizuelnu kontrolu tretirane koze, u cilju detekcije eventualnih
promena.
TEWL predstavlja tradicionalno koriS¢eni indikator integriteta koZzne barijere. Zasniva se na
merenju isparavanja vode sa povrsine koze (izrazeno u g/m*h). Povecanje vrednosti TEWL upucuje
na oStec¢enje integriteta povrSinskog sloja koze. Ovaj parametar odreden je primenom uredaja
Tewameter® 210 (Courage+Khazaka, Nemacka).
El je parametar koji upucuje na pojavu crvenila koze, koji se odreduje spektrofotometrijski, na
talasnoj duzini hemoglobina. Za odredivanje ovog parametra koris¢en je uredaj Mexameter® MX
18 (Courage+Khazaka, Nemacka).
SCH je parametar koji se moze odrediti merenjem elektricne provodljivosti koze. Izmeren je
pomocu uredaja Cutometer® MPA 580 (Courage+Khazaka, Nemacka).
Sva merenja sprovedena su prema relevantnim vodi¢ima (Berardesca i sar, 2018; Rogiers, 2001;
Fullerton i sar, 1996). Vrednosti parametara u definisanim vremenskim tackama su uporedene sa
bazalnim vrednostima, kao i sa netretiranom kontrolom.
Protokol za sprovodenje ove studije odobren je od strane Etickog komiteta Farmaceutskog fakulteta
u Beogradu odlukom 1579/2 od 28.11.2019. godine.

3.2.5.4. Biofarmaceutska karakterizacija nanoemulzija
Ispitivanje brzine oslobadanja kurkumina iz formulacija

Ispitivanje brzine oslobadanja kurkumina iz nanoemulzija sprovedeno je primenom Franz-ovih
difuzionih cCelija (Gauer Glas, D-Pittlingen, Nemacka). Prijemna komora svake ¢elije napunjena je
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pripremljenim akceptorskim medijumom (kako bi se obezbedili sink uslovi, odabrana je smesa
etanol:pre¢is¢ena voda u odnosu 1:1 V/V), prethodno deaerizovanim i zagrejanim na 32 °C
(zapremina: 12 ml; efektivna povrsina dostupna za difuziju aktivne supstance: 2,01 cm?), na &ije
vrhove su pazljivo pozicionirane sintetske polikarbonatne membrane (Nuclepore™, Whatman,
Maidstone, UK) veli¢ine pora 0,1 um, a zatim je naslonjen i pri¢vr§¢en donorski deo. Kako bi se
“aktivirale”, membrane su potopljene u akceptorski medijum 24 h pre eksperimenta. U donorski
deo, na membrane, nanesen je po 1 g ispitivanog uzorka, a zatim je povrSina prekrivena
silikonskom folijom (Parafilm™, SAD), kako bi se spregilo isparavanje tokom izvodenja
eksperimenta. Uklonjeni su eventualno prisutni mehuri¢i vazduha, kako ne bi ometali difuziju.
Celije su smestene u vodeno kupatilo u kome je voda zagrejana na 32 °C i tako odrzavana tokom
Citavog eksperimenta. Akceptorska faza je bila podvrgnuta konstantnom meSanju, na magnetnoj
plo¢i, pri brzini od 500 obrtaja/min. Ispitivanje je trajalo 6 sati. U definisanim vremenskim tackama
(0,5h, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h) uzorkovano je po 0,6 ml iz akceptorske komore, koji su zamenjeni istom
zapreminom svezeg termostatiranog akceptorskog medijuma. Sadrzaj kurkumina u uzorkovanoj
akceptorskoj fazi odreden je LC-MS/MS tehnikom. Kako bi se profil oslobadanja najbolje opisao,
kumulativna koli¢ina kurkumina koja se oslobodila po jedinici povrSine u funkciji vremena
procenjena je kroz nekoliko kineti¢kih modela.

In vivo studija penetracije kurkumina iz nanoemulzija

Kako bi se procenila efikasnost penetracije kurkumina iz razvijenih formulacija (bez dodatka
hemijskih pojacivaca penetracije i iz formulacija sa pinenom i eukaliptolom), sprovedena je in vivo
studija na 4 dobrovoljca (starosti od 23 do 29 godina). Penetracija kurkumina kroz povrSinske
slojeve koze odredena je metodom sa adhezivnim trakama (engl. tape stripping), koju je Evropska
agencija za lekove nedavno uvrstila u nacrt Vodica za procenu bioekvivalencije lekova za primenu
na kozi (EMA/CHMP/QWP/708282/2018). Metoda se zashiva na postepenom uklanjanju slojeva
stratum corneum-a upotrebom adhezivnih traka nakon S§to je primenjena formulacija odstajala
prethodno definisani vremenski period na kozi, zatim ekstrakciji aktivne supstance sa traka
pogodnim rastvaracem, te odredivanjem koncentracije aktivne supstance u uklonjenim slojevima
stratum corneum-a. lako je u samoj osnovi metode uklanjanje slojeva stratum corneum-a, metoda je
generalno neinvazivna — bezbolna je, a ve¢ nakon 3 dana regeneriSe se 80-90% barijernih svojstava
koze. Kvantifikacija aktivne supstance u uklonjenim klasterima stratum corneum-a moze se,
izmedu ostalog, izvrsiti gravimetrijski — merenjem mase trake neposredno pre, a zatim odmah
nakon uklanjanja stratum corneum-a. Na osnovu podataka o masi uklonjenog sloja i njegovoj
gustini (10° pg/um?®), moze se dobiti uvid u volumen uklonjenog stratum corneum-a. Kada je
povrSina tretirane koze poznata i kontrolisana, na osnovu vrednosti TEWL, moguce je odrediti
debljinu uklonjenog stratum corneum-a po svakoj traci (x) primenom sledece jednacine:

TEWL =B +DKA4C / (H-x) (Jednacina 3.7)

B — konstanta,

D — difuznost vode u stratum corneum-u,

K — particioni koeficijent izmedu stratum corneum-a i vijabilnog tkiva,
AC — koncentracioni gradijent vode stratum corneum-a,

H — ukupna debljina stratum corneum-a.

Sukcesivnim uklanjanjem traka dolazi do porasta u vrednost TEWL, koja je u linearnoj korelaciji sa
debljinom uklonjenog sloja. Kada se registruje povecanje TEWL za 4-5 puta u odnosu na inicijalnu
vrednost, smatra se da postoji dovoljno informacija za izracunavanje ukupne debljine stratum
corneum-a (Panteli¢, 2014).

Protokol za sprovodenje ove studije odobrio je Eticki komitet Farmaceutskog fakulteta u Beogradu
odlukom 1579/2 od 28.11.2019. godine. Ispitanicu su detaljno informisani o protokolu ispitivanja i
dali su svoj pisani pristanak za uceS¢e u studiji. Ispitanici nisu koristili kozmeticke proizvode na
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volarnim stranama podlaktica 24 h pre eksperimenta, dok 3 h pre studije i tokom same studije nisu
unosili napitke sa kofeinom.

Svaki ispitanik je na dan ispitivanja proveo 30 minuta u laboratoriji pre pocetka eksperimenta, u
cilju aklimatizacije.
Na unutrasnjim stranama podlaktica, primenom kartonskog Sablona, definisana su test mesta za
aplikaciju nanoemulzija sa kurkuminom (u koncentraciji 3 mg/ml) — 3 razli¢ite formulacije:

o formulacija sa pinenom (F1_PIN_CU_3),

o formulacija sa eukaliptolom (F1_EUC_CU_3),

o formulacija bez monoterpena (F1_CU_3).

Izmerene su inicijalne vrednosti TEWL, a zatim su ispitanicima pazljivo nanete formulacije na
definisanim test mestima (po 250 pl svake formulacije naneto je na povrsinu od 4 cm?). Nakon 2 h
zapoceto je sukcesivno uklanjanje 12 adhezivnih traka (D-Squame, Monaderm, Monako; povrsina
trake: 3,8 cm?). Svaka adhezivna traka pojedinacno je postavljena na tretirano mesto na kozi, nakon
dega je na nju izvrSen konstantan pritisak od 140 g/cm? (primenom uredaja na bazi opruge), u
trajanju od 10 sekundi, nakon ¢ega je traka uklonjenja. Na ovaj nadin primenjeno je 12 adhezivnih
traka, tj. uklonjeno je 12 ,slojeva® stratum corneum-a sa svakog test mesta. Masa pojedinacnih
traka je pre i posle primene izmerena na analitickoj vagi Sartorius BP210D (Sartorius, Nemacka),
kako bi se dobili podaci 0 masi uklonjenih korneocita (gravimetrijski pristup). Adhezivnim trakama
se rukovalo pazljivo, primenom pincete, kako se tokom odmeravanja i primene ne bi kontaminirale
korneocitima istraziva¢a. Merenje TEWL je ponovljeno nakon uklanjanja 4, 8. i 12. trake, u cilju
procene ukupne debljine stratum corneum-a ispitanika.

Nakon merenja mase, svaka adhezivna traka je pazljivo preneta u kivete u kojima je prethodno
odmereno po 4 ml etanola 50% V/V, koji je koris¢en kao rastvara¢ za ekstrakciju kurkumina. Kivete
su zatim podvrgnute sonikaciji na ultrazvu¢nom kupatilu Sonorex RH102H (Bandelin, Nemacka)
tokom 15 minuta, nakon ¢ega su uzorci centrifugirani 5 minuta pri brzini od 4000 obrtaja/min
(Centrifuge MPW-56, MPW Instruments, Poljska). Mala koli¢ina supernatanta preneta je u epruvete
sa zatvaraCem, a sadrzaj kurkumina je odreden LC-MS/MS metodom.

3.2.6. Jontoforeza

Kako bi se predlozio adekvatan protokol za sprovodenje jontoforeze kao fizicke metode za
poboljsanje dermalne raspolozivosti supstanci, a koji bi bio pogodan za primenu u obliku
odgovarajueg prilagodljivog adhezivnog sistema (flastera), na osnovu literaturne pretrage,
predlozena su 3 razlicita seta uslova (1 sa kontinuiranim protokom struje, i 2 sa diskontinuiranim
protokom), koji su zatim prvo podvrgnuti in vivo ispitivanju bezbednosti, a zatim i proceni
efikasnosti u isporuci kurkumina iz prethodno formulisane nanoemulzije.

3.2.6.1. In vivo procena iritacionog potencijala jontoforeze

Nakon dobijanja dozvole Etickog komiteta Farmaceutskog fakulteta u Beogradu (odluka 1579/2 od
28.11.2019. godine), sprovedena je in vivo studija na 8 dobrovoljaca (starosti od 23 do 29 godina)
koji su detaljno informisani o ispitivanju i dali su svoj pisani pristanak za ucesc¢e u studiji. Kao i u
prethodnoj studiji procene bezbednosti, i ovde ispitanici nisu nanosili kozmeticke proizvode na
volarne strane podlaktica 24 h pre ispitivanje, dok 3 h pre pocetka studije i tokom njenog trajanja
nisu unosili napitke sa kofeinom.

Na volarnim stranama podlaktica, pomocu kartonskog Sablona, oznacene su pozicije za postavljanje
elektroda (Skintact F-55), koje su priklju¢ene na mikroprocesor i izvor napajanja od 9 V. Protok
elektricne energije kontrolisan je programom napisanim u Arduino 1.18.11 razvojnom okruzenju.
Ukupno vreme protoka elektri¢ne energije kroz kozu bilo je 15 minuta, ali u 3 razli¢ite kombinacije:

o kontinuirani protok tokom 15 minuta (15-0),
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o 3 minuta kontinuiranog protoka i 2 minuta pauze (3-2; 5 ciklusa) i
o 5 minuta kontinuiranog protoka i 1 minut pauze (5-1; 3 ciklusa).

Kako je eksperiment podrazumevao ispitivanje pri 3 razli¢ite kombinacije eksperimentalnih uslova,
definisano je 7 mesta: 4 na levoj ruci (za 2 protokola), 2 na desnoj (za 3. protokol), i jos jedno -
kontrolno (netretirano) mesto na desnoj ruci.

Parametri od interesa (TEWL, EI, SCH) izmereni su inicijalno, a zatim u jo§ 3 vremenske tacke:
nakon 15, 60 i 120 minuta po zavrSetku jontoforeze. Uz vizuelnu kontrolu, dobijene vrednosti
uporedene su sa inicijalnim, kao i sa netretiranom kontrolom, na isti na¢in koji je opisan u sekciji In
vivo procena iritacionog potencijala nanoemulzija.

3.2.6.2. In vivo studija penetracije kurkumina iz nanoemulzije uz primenu jontoforeze

Nakon dobijanja dozvole Etickog komiteta Farmaceutskog fakulteta u Beogradu (odluka 1579/2 od
28.11.2019. godine), in vivo procena penetracije kurkumina kroz povrSinske slojeve koze uz
primenu jontoforeze kao fizicke metode za poboljSanje dermalne raspolozivosti sprovedena je
metodom sa adhezivnim trakama, na 4 dobrovoljca starosti od 23 do 29 godina. Svi ispitanici su
detaljno informisani o studiji i dali su pisani pristanak za svoje ucesce.

I u ovom slucaju, u cilju aklimatizacije, svaki ispitanik je proveo 30 minuta u laboratoriji pre samog
pocetka eksperimenta. NanosSenje kozmetickih proizvoda na volarne strane podlaktica 24h pre
studije, kao 1 konzumiranje pic¢a sa kofeinom 3h pre i tokom same studije nisu bili moguci.

Na unutrasnjim stranama podlaktica, primenom kartonskog Sablona, definisana su mesta za
pozicioniranje elektroda (posebno za katodu i posebno za anodu). Posto je kurkumin u
molekulskom obliku u formulacijama, eksperimentalni protokol je podrazumevao nanoSenje
nanoemulzije sa kurkuminom (F1_CU_3) na mesto koje odgovara anodi. Na tim mestima izmerene
su inicijalne vrednosti TEWL, nakon ¢ega je naneto 250 pl formulacije sa kurkuminom (3 mg/ml)
na povrsinu od 4 cm? Kada se uzorak osusio, anoda i katoda su pri¢vriéene i podesen je protok
struje. Po isteku 2 h od nanosenja formulacije, zapoceto je sukcesivno uklanjanje 12 adhezivnih
traka, ekstrakcija i odredivanje sadrzaja kurkumina na prethodno opisan naéin u sekciji In vivo
studija penetracije kurkumina iz nanoemulzija. Na ovaj nacin sukcesivno su ispitana sva 3
protokola jontoforeze na svakom ispitaniku.

3.2.7. LC-MS/MS

Odredivanje sadrzaja kurkumina u formulacijama, zatim tokom in vitro studije oslobadanja, kao i u
in vivo studijama penetracije kurkumina uradeno je primenom te¢ne hromatografije spregnute sa
masenom spektrometrijom (LC-MS/MS). Koris¢en je uredaj za te¢nu hormatografiju ACCELA sa
autosemplerom i pumpom (Thermo Fisher Scientific, SAD). Za razdvajanje je primenjena kolona
Xterra® MS C18 (3,5um 2,1x150mm; Waters Corporation, Irska). Mobilna faza se sastojala od
acetonitrile i 0,1% rastvora mravlje kiseline u odnosu 70:30 V/V. Primenjeno je izokratsko eluiranje
pri brzini protoka mobilne faze od 0,3 ml/min i temperaturi kolone od 25 °C. Trajanje analize (run
time) bilo je 5 minuta. Masena analiza uradena je na uredaju TSQ Quantum Access MAX triple
guadrupole mass analyzer, sa elektrosprej izvorom jonizacije (engl. electrospray ionization — ESI).
Parametri ESI izvora i MS parametri bili su sledec¢i: napon izvora — 5000 V; temperature
isparavanja — 400 °C; azot kao nebulizacioni gas; pritisak gasa u omotac¢u — 30 jedinica; pritisak
gasa za uklanjanje jona — 0 jedinica; pritisak pomoénog gasa — 15 jedinica; temperature kapilare za
transfer jona — 250 °C; koliziona energija — 22V; vreme skeniranja — 200 ms. Prikupljanje i
kvantifikacija podataka su bili u pozitivnom modu, a pracen je slede¢i jonski prelaz: m/z
369,2—177,0. Analiza podataka sprovedena je primenom programskog paketa Xcalibur software,
verzija 2.1.0.1139 (Thermo Fisher Scientific, San Jose, Kalifornija).
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3.2.8. Statisti¢ka analiza

Osim in vivo studija, koje su podrazumevala uce$ée veceg broja ispitanika, sva ostala merenja su
sprovedena kroz najmanje tri ponavljanja, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija. Statisticka analiza je uradena primenom programa OriginPro 8 Data Analysis and
Graphing Softwear (OriginLab, SAD). Nakon provere da li podaci prate normalnu raspodelu,
analiza je izvrSena kroz Studentov t-test (za 2 grupe podataka) ili analizu varijanse (ANOVA) i post
hoc analizu primenom Tuckey HSD testa (za 3 i viSe grupa podataka). Statisticki znacajnim
smatrane su razlike kod kojih je p-vrednost bila manja od 0,05.
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4, REZULTATI I DISKUSIJA
4.1. Rezultati i diskusija prve faze eksperimentalnog rada

4.1.1. Studija rastvorljivosti kurkumina i odabir ekscipijenasa za izradu nanoemulzija

Imajuéi u vidu molekulsku strukturu kurkumina, rezultati studije rastsvorljivosti su bili ocekivani
(Slika 4.1), i ukazali su na vrlo nisku rastvorljivost kurkumina u pre¢i§¢enoj vodi (<0,002 mg/ml),
dok je rastvorljivost u organskim rastvara¢ima bila znacajno veéa. Takode, rastvorljivost u uljima,
kao neophodnim komponentama emulzionih sistema, iako ve¢a u odnosu na rastvorljivost u vodi,
ukazala je upravo na ¢injenicu da kurkumin pripada grupi supstanci koja se u literaturi naziva brick
dust (Lipinski, 2005) — odlikuje se i niskom rastvorljivo$¢u u vodi, ali i u lipofilnim rastvaracima,
nude¢i jedan sveden broj formulacionih resenja. Dodatak surfaktanata/solubilizatora u neki od
rastvaraca u znacajnoj meri obezbeduje bolju rastvorljivost kurkumina.

Polizorbat 80

Pinen

E ukaliptol

Smeda ricinusovo ulje M CT (1:2)
Smeda ricinusovo ulje:M CT (1:1)
Capryvol 90

Trighiceridi srednje duzine lanca (MCT)
Ricinuzovo ulje

Izoprop ilmiristat

Glicerol

Propilenglilnl

Izopropancl

E tanol

Pracifcena voda
1] T il kil 1] A

Rastvorljivost kurknmina {(mg/ml)

Slika 4.1. Rezultati studije rastvorljivosti kurkumina u razlicitim rastvaracima
(n=3, srednja vrednost + standardna devijacija)

Rezultati ispitivanja rastvorljivosti, uz dodatno razmotrene fizickohemjske osobine masne faze i
surfaktanata, uzeti su u obzir kao vazan faktor pri dizajniranju nanoemulzione formulacije. Poznato
je da je, uz procesne parametre, odabir masne faze i stabilizatora klju¢an za stabilnost nanoemulzije
sa jedne strane, ali i odrzavanje aktivne molekule solubilizovane u unutrasnjoj fazi nanoemulzije, sa
druge strane. Imajuci to u vidu, kao masna faza odabrani su trigliceridi srednje duzine lanca (engl.
medium-chain triglyceride — MCT). lako je rastvorljivost u ricinusovom ulju, odnosno njegovim
smeSama sa MCT neSto veca, veci viskozitet ricinusovog ulja, i posledi¢no veca rezilijentnost
prema disruptivnim silama u procesu nanoemulzifikacije, ¢ine ga nepovoljnim kandidatom za
formiranje masne faze nanoemulzija koje se pripremaju niskoenergetskim postupcima (Komaiko
and McClements, 2016; Wooster i sar, 2008). Takode, MCT predstavljaju ulje koje se vrlo slabo
mesa sa vodom, pa se time smanjuje i stepen Ostvaldovog sazrevanja potencijalne nanoemulzije. Sa
druge strane, odabir stabilizatora zasnivao se na cinjenici da mali molekuli brze difunduju i
efikasnije formiraju monosloj na povrsini dispergovanih kapi, ¢ine¢i nastale formulacije stabilnijim.
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Iz tog razloga je kao primarni surfaktant razmatran polisorbat 80. Lecitin je inkorporiran kao
sekundarni stabilizator, sa zeljom da se, dodatkom ovog prirodnog surfaktanta, smanji koncentracija
ctoksilovanog tenzida, uz znaajan doprinos stabilnosti formulacije - ne samo kroz elektrosterni
efekat, vec¢ i kroz potencijalni efekat blokiranja oksidabilnih vrsta (Pan i sar, 2013), sto je vrlo
vazno ukoliko se ima u vidu odabrana model aktivna supstanca. Odnos polisorbata 80 i lecitina
odreden je tako da nastala emulgatorska smeSa pogoduje nastanku hidrofilnih nanoemulzija. Pri
odnosu 9:1 dominira polisorbat 80, a smesa emulgatora ima HLB oko 14.

4.1.2. Ispitivanje faznog ponasanja u odabranom sistemu masna faza/emulgatori/vodena faza i
odabir formulacije za inkorporiranje aktivne supstance

Kroz pracenje faznog ponasanja odabranog pseudoternarnog sistema, uoceno je da nanoemulzije
mogu nastati u vrlo uskom regionu (Slika 4.2). Na dijagramu je uo€ljivo da su se niskoenergetske
nanoemulzije mogle dobiti iskljucivo kada je sadrzaj vode bio iznad 50%, i to pri SOR vrednostima
0,7 ili vise. Ispod SOR 0,7 dobijaju se grube disperzije koje, nakon muckanja, pokazuju vidljivo
,,zaostajanje* na staklu, i koje su sklone vrlo brzom razdvajanju masne i vodene faze. Pri manjim
udelima vodene faza, odnosno pri vrlo visokim udelima smeSe surfaktanata, nastaju vrlo ugusc¢eni
sistemi - te¢ni kristali ili sistemi kod kojih koegzistira vise razli¢itih struktura.

Trigliceridi srednje duZine lanca

% 10

0 50 &0 0 80 w 100

Voda Smesa polisorbata 80 i lecitina soje

Slika 4.2. Pseudoternarni fazni dijagram sa oznacenom niskoenergetskom nanoemulzionom oblascéu
za sistem koji se sastoji od trigliceridi srednje duzine lanca (masne faza), smese
polisorbata 80 i lecitina soje (stabilizatori) i visokopreciséene vode

Kako bi se detaljnije ispitao uticaj koncentracije surfaktanta na veli¢inu i distribuciju veli¢ina
dispergovanih kapi, kao osnov za dalje eksperimente, odabrane su formulacije sa 10% m/m masne
faze. Duz ove linije moguce je pripremiti i najveci broj formulacija za dalju analizu. Dodatno, s
obzirom na to da je u pitanju niskoenergetski postupak izrade, udeo masne faze iznad 10% m/m bi
se znaCajno odrazio na veli¢inu dobijenih kapljica i dugoroCnu stabilnost formulacija, a bez
znacajne dobiti u kontekstu kapaciteta za solubilizaciju.
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Formulacije sa 10% m/m masne faze i SOR vrednostima 0,7; 0,8; 1; 1,5; 2 i 3 su pripremljene
spontanoemulgujuéim postupkom i sprovedena je osnovna fizickohemijska karakterizacija. Sa
porastom SOR vrednsoti, belicaste formulacije plaviastog odsjaja transformisu se dajuéi sve
transparentnije formulacije (Slika 4.3), Sto ukazuje na smanjenje veli¢ine dispergovanih kapi sa
porastom koncentracije surfaktanata. Ovakav zaklju¢ak potvrden je i odredivanjem
hidrodinamic¢kog dijametra dispergovanih kapi (Slika 4.4). U pocetku, sa porastom SOR od 0,7 do
1, dolazi do znacajnog smanjena veli¢ina - od 167,5+1,4 nm (za SOR 0,7) do 105,4+1,4 (za SOR 1).
Takode, isti trend prati i PDI, koji opada sa povecanjem SOR i ostaje uvek ispod 0,2, ukazujuéi na
usku distribuciju veli¢ina. Dalje povec¢anje SOR dovodi do smanjenja veli¢ina (¢ak do 52,83+4,84
nm za SOR 3), ali uz istovremeni znacajan porast PDI. Moze se pretpostaviti da je to posledica
formiranja vise frakcija kapi malih dimenzija usled znacajno veceg udela surfaktanata u odnosu na
sadrzaj masne faze, $to rezultuje nehomogenom distribucijom veli¢ina. Uz to, povecanje vrednosti
PDI moze biti i posledica viska surfaktanata koji dovode do stvaranja agregata surfaktanata/micela
(Tadros i sar, 2004). Uprkos izrazito velikim vrednostima za PDI kada je SOR 1,5 ili veéi, takav
Sirok raspon veli¢ina mozda ne bi trebalo dovesti u vezu sa nestabilnos¢u i1 podloznoscu
Ostvaldovom sazrevanju. Naime, ove formulacije su upravo one ,,grani¢ne®, koje se, usled visoke
koncentracije surfaktanata (npr. 30% m/m za formulaciju gde je SOR 3), verovatno priblizavaju
minimalnim vrednostima medupovrSinskog napona (Lawrence and Rees, 2000). U prilog tome
govori i ve¢ spomenuta Kelvinova jednacina (Jednacina 1.3), koja jasno ukazuje da rastvorljivost
ulja, a samim tim i1 podloznost Ostvaldovom sazrevanju, opada sa smanjenjem medupovrsinskog
napona (Tadros i sar, 2004).

Slika 4.3. Prikaz nanoemulzija izradenih spontanoemulgujucim postupkom sa rastu¢im SOR
vrednostima
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Slika 4.4. Zavisnost Z-ave i PDI nanoemulzionih kapi od SOR vrednosti
SOR - surfactant-to-oil ratio; PDI — indeks polidisperznosti (engl. polydispersity index);
Z-ave — prosecan hidrodinamicki dijametar
(n=3, srednja vrednost * standardna devijacija)

Ipak, sa Slike 4.4. jasno se vidi da je sa povecanjem SOR vrednosti za svaku jedinicu preko jedan
smanjenje veli¢ine kapi manje u odnosu na sluc¢ajeve kada su koncentracije smeSe surfaktanata nize
(porast SOR u opsegu 0,7-1). Ovakvi rezultati predstavlaju osnovu za pozivanje na ve¢ spomenute
savremene nalaze proucavanja molekularnih aspekata medupovrsinskog sloja nanoemulzija. Naime,
De Aguiar i sar. (2010) pokazali su da sa povecanjem udela surfaktanta kod nanoemulzionog
sistema stabilisanog natrijum-laurilsufatom dolazi do adsorpcije molekula amfifila na medupovsinu,
te da njihova gustina na medupovrsini raste sa povecanjem njihove koncentracije, ali samo do
odredenog trenutka, i to znacajno ispod kriticne micelarne koncentracije, dok je ukupna gustina
adsorbovanih molekula znac¢ajno manja nego kod planarnih sistema pri istoj koncentraciji
surfaktanta. Slican nalaz je dobijen i tokom pracenja vrednosti medupovrSinskog napona u istom
sistemu, koji ima vrlo blagi pad pri porastu koncentracije surfaktanta kod nanoemulzija (iako bi se
ocekivalo suprotno), dok je promena vrlo intenzivna kod planarnih sistema (Slika 4.5). Kako je ve¢
opisano, ovakvi rezultati posledica su razliitog molekularnog uredenja na zakrivljenim
medupovr§inama nanokapi. Upravo ovaj argument moze biti pogodan za objaSnjenje uocenog
trenda smanjenja veli¢ine kapi u funkciji SOR (tj. koncentracije surfaktanta). Dakle, moze se
zakljuciti da se, usled zasi¢enja medupovrsine, daljim povecanjem koncentracije smeSe surfaktanata
(iznad SOR 1) ne dobija podjednako znacajan efekat na smanjenje veli¢ine kapi kao pri nizim SOR
vrednostima, ¢ime su zakljucci o znacajnim razlikama u uredenju medupovrsinskog sloja planarnih
sistema i zakrivljenih nanopovrsina pro$ireni i na Situaciju kada se stabilizacija ostvaruje kroz
kombinaciju nejonskog i jonskog surfaktanta.
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Slika 4.5. Gustina natrijum-laurilsulfata na medupovrsinskom sloju (levo) i vrednosti
medupovrsinskog napona (desno) u funkciji koncentracije amfifila za planarne i

nanoemulzione sisteme (Preuzeto i prilagodeno prema referenci De Aguiar i sar,
2010).

Tokom izrade formulacija primenom spontanoemulgujuceg postupka, razmatrajuci kontakt smese
surfaktanata i masne faze sa vodom, uoc¢eno je da trenutno dolazi do stvaranja vrlo viskozne
»graniéne strukture, koja egzistira odredeno (krace) vreme, ali se tokom meSanja disperguje i
finalno ,,rastvori“ u masnoj fazi. Odredeni literaturni izvori predlazu da pri ovom kontaktu mogu
nastati bikontinualne mikroemulzije, ili, alternativno, te¢nokristalne strukture (Komaiko i
McClements, 2016; Komaiko i McClements, 2014). Ove tranzicione strukture vrlo su sturo opisane
u literaturi, a njihova analiza moze biti od velikog znacaju u proceni i tumacenju dinamike
medupovrSinskog sloja nanoemulzija, $to se u velikoj meri odrazava i na koloidnu stabilnost, ali 1
na kasniju isporuku solubilizovane aktivne molekule. Moguce interakcije na dodirnoj povrsini (koje
su odgovorne za sam proces emulzifikacije) i dalje su, barem u nekim segmentima, predmet
diskusije. U tom kontekstu, predlozeno je nekoliko mehanizama (Lopez-Montilla i sar, 2002):

1. turbulencije na granici faza,
2. negativan medupovrsinski napon,
3. difuzija i ,,nasukavanje*.

Prva dva mehanizma u vezi su sa mehanickom nestabilnoS$¢u na granici faza, dok je tre¢i predloZeni
mehanizam emulzifikacije ,hemijskog® porekla, i moZe rukovoditi proces emulgovanja u
situacijama kada je prisutna komponenta koja se meSa i sa masnom i sa vodenom fazom (npr.
korastvarac ili neka amfifilna molekula rastvorljiva i u masnoj i u vodenoj fazi). Sli¢na situacija je i
u ovom konkretnom slucaju, kada je prisutan polisorbat 80 — hidrofilni amfifil koji se dobro mesa 1
sa masnom fazom. U predloZzenom protokolu za izradu nanoemulzija, polisorbat 80 se prvo mesa sa
masnom fazom, a zatim se pripremljena smesa dodaje kap po kap vodenoj fazi, kada, zbog svog
hidrofilnijeg karaktera, difunduje u vodenu fazu nose¢i sa sobom male porcije ulja. Pri samom
kontaktu smese ulje-surfaktanti sa vodenom fazom, prvo dolazi do formiranja tranzicionog
(pseudo)trokomponentnog sistema, nakon ¢ega amfifil difunduje u vodenu fazu. Cim voda postane
zasi¢ena uljem, ove porcije ulja bivaju ,,nasukane u vidu malih kapi u vodenoj fazi oivicene
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stabilizatorom (Saberi i sar, 2013; Lopez-Montilla i sar, 2002). Upravo ovaj proces difundovanja
surfaktanta iz masne u vodenu fazu predstavlja fundamentalni osnov niskoenergetske
nanoemulzifikacije, bez obzira na primenjenu metodu (Anton i Vandamme, 2009).

Kako bi se stekao uvid u konkretne interakcije izmedu smese surfaktanti-masna faza i vodene faze,
analiza njihovog kontakta sprovedena je na mikroskopskoj plocici (Slika 4.6). Na samoj dodirnoj
povrsini voda-ulje-surfaktant(i) vrlo brzo dolazi do stvaranja turbiditeta, Sto ukazuje na pocetak
procesa emulzifikacije. Kada se ova dodirna povrSina pogleda pod polarizacionim mikroskopom,
lako se mogu uociti anizotropne formacije (Slika 4.7), koje ukazuju na stvaranje te¢nokristalne
strukture (Slika 4.8a), koja se brzo $iri, a zatim gubi nakon nekog vremena. Detaljniji uvid moze se
ste¢i kada se ova tranziciona faza posmatra AFM-om (Slika 4.8b). Jasno se mogu videti ,,cevaste®
strukture koje su posledica infiltracije smeSe masne faze i surfaktanata u vodenu fazu. Ovi nalazi u
skladu su sa predloZzenim mehanizmom spontanoemulguju¢eg postupka, koji navodi da se na
kontaktnoj povrsini surfaktanti-ulje-voda formiraju prolazne mijeloidne strukture, koje, u stvari,
predstavljaju dugacke ,,cevi“ lamelarnih te¢nih kristala. Nakon bubrenja u vodi, oni na kraju
,cksplodiraju” u uljane kapljice oivi¢ene slojem surfaktanata (Lopez-Montilla i sar, 2002;
Buchanan i sar, 2000). Prisustvo anizotropije nije detektovano kada su izradene nanoemulzije bile
podvrgnute polarizacionoj mikroskopiji, Sto potvrduje da je te¢nokristalna struktura zaista samo
prolazna faza u postupku nanoemulzifikacije kroz spontanoemulgujuéi postupak. Jasno je da je
spontanoemulgujuéi postupak prilicno kompleksan i voden razli¢itim mehanizmima koji ovise o
tipu 1 fizickohemijskim svojstvima odabranih komponenata.

Smega masne faze 1

/ surfaktanata

Turbiditet

Vodena faza

Slika 4.6. Shematski prikaz nastanka tranzitorne faze nakon kontakta masna faze, smeSe
surfaktanata i vodene faze na mikroskopskoj plocici
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Slika 4.7 Razlicite tranzitorne strukture koje nastaju pri inicijalnom kontaktu smese masne faze i
surfaktanata sa vodenom fazom za SOR 1, snimljene polarizacionim mikroskopom
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Slika 4.8. Mikrografije tranzitorne strukture nastale pri kontaktu masne faze, smese surfaktanata i
vodene faze — a) polarizaciona mikroskopija; b) AFM mikroskopija (2D i 3D
topografije)

Kada se razmatra aspekt bezbednosti, jasno je da su nize koncentracije surfaktanata u formulaciji
pozeljnije. Uz to, imajuci u vidu podatke o veli¢ini i distribuciji veli¢ina dispergovanih kapi u
funkciji SOR, za dalju analizu su uzete u obzir isklju¢ivo formulacije sa SOR vrednostima 0,7; 0,8 i
1, a sve sa ciljem odabira najpogodnije nanoemulzije za solubilizaciju kurkumina.

Dakle, nanoemulzije sa SOR 0,7; 0,8 i 1 1 10% masne faze su izradene, a zatim su ¢uvane na sobnoj
temperaturi tokom mesec dana. Inicijalno (24 h nakon izrade) i posle mesec dana, uz vizuelnu
inspekciju, praceni su fizickohemijski parametri od interesa koji bi ukazali na eventualnu pojavu
nestabilnosti tokom ovog kraceg perioda ¢uvanja. Rezultati ispitivanja su prikazani u Tabeli 4.1.
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Tabela 4.1. Rezultati ispitivanja odabranih fizickohemijskih parametara izradenih nanoemulzija sa

10% masne faze i SOR vrednostima 0,7, 0,81 1

SOR | Separacija faza | Z-ave (nm) PDI Zeta pH
Parametar +/- potencijal
(mV)
Vreme
._24 h nakon | 0,7 167,0£2,7 0,185+0,024 -37,8+£1.7 4,35+0,01
lzrade 08 1400£42 | 019120011 |-324+11 | 440001
1 105,4+1,4 0,197+0,011 -31,97£3,75 4,86+0,01
1 mesec 0,7 163,5+1,419 | 0,168+0,016 | -38,0+1,86 4,37+0,01
inzi‘;gg 08 138+1,026 0,171+0,005 | -32,740,6 4.42+0,01
1 110,4+1,5 0,172+0,006 -26,1+3,1 478001

SOR - surfactant-to-oil ratio; Z-ave — prosecan hidrodinamicki dijametar kapi
(n=6, srednja vrednost + standardna devijacija)

Kako je i o¢ekivano, uticaj koncentracije surfaktanta pri konstantnom udelu masne faze zna¢ajno
uti¢e na veli¢inu dispergovanih kapljica — najnize vrednosti dobijene su kod formulacije sa SOR 1
(sa najve¢im udelom smese stabilizatora), a nakon mesec dana nije doSlo do znac¢ajnih promena ni
kod jedne ispitivane formulacije. Poznato je da i formulacioni i procesni parametri imaju efekat na
fizickohemijska svojstva nanoemulzija i njihovu stabilnost (Borrin i sar, 2016). Ovde je potvrdeno
da se, tokom niskoenergetskog procesa nanoemulzifikacije, sa viSom koncentracijom surfaktanata, a
pri konstantnom udelu masne faze, generiSu nanoemulzione kapi manjih dimenzija. Kada se
posmatra PDI, sve formulacije su imale vrednosti ispod 0,2, Sto ukazuje na relativnho usku
distribuciju veli¢ina kapi. Takode, kod svake nanoemulzije uocen je trend smanjenja ovog
parametra tokom vremena, §to se moze dovesti u vezu sa konsolidacijom disperznog sistema.

Kao parametar od znacaja u pracenju stabilnosti nanoemulzija, moze se razmotriti i vrednost zeta
potencijala. UopsSteno posmatrano, kada se govori o povrSinskom naelektrisanju i zeta potencijalu
kao njegovoj meri, smatra se da apsolutne vrednosti iznad 30 mV ukazuju na dobru kineticku
stabilnost (Mdller i sar, 2012), sto pokazuju i odabrane formulacije. Medutim, ova vrednost se ne
moze posmatrati striktno, posebno kada se stabilizacija nanoemulzionih sistema ne zasniva
isklju¢ivo na elektrostatickim interakcijama, kao S§to je to ovde slucaj. U situacijama kada je
ukljucen i sterni stabilizator, zbog njegove adsorpcije na povrsini kapi, potencijal Sternovog sloja
meri se na vecoj udaljenosti od povrSine kapljice. Zbog eksponencijalnog pada potencijala u
difuznom sloju, izmerena vrednost zeta potencijala je niza u odnosu na situaciju bez sternog
stabilizatora (Pardeike and Miiller, 1996). Uoceno je da su, u slucaju elektrosterne stabilizacije,
apsolutne vrednosti zeta potencijala od oko 20 mV u vezi sa dobrom fizickom stabilnos¢u (Jacobs
and Muller, 2002).

Vrlo vazna karakteristika formulacije je 1 njena pH vrednost, koja treba da odgovara predvidenom
putu primene, ali i da obezbedi hemijsku stabilnost aktivne supstance koja ¢e biti inkorporirana.
Kako se kurkumin degradira u alkalnoj sredini (Sharma i sar, 2005), potrebno je da potencijalni
nosaci imaju podeSenu pH vrednost tako da ona ne favorizuje degradacione procese. Posto sve
ispitivane formulacije imaju pH koji se krec¢e izmedu 4 1 5, moZe se zakljuciti da su pogodne za
inkorporiranje kurkumina bez potrebe za korekcijom pH, uz pogodnost za dermalni put primene.
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lako sve tri odabrane formulacije pokazuju dobre preliminarne fizickohemijske karakteristike, pri
odabiru nosaca za kurkumin potrebno je pristupiti racionalnom razmatranju koje ¢e uzeti u obzir
aspekte bezbednosti, efikasnost inkapsulacije i isporuke aktivne supstance, kao i fizicka svojstva
formulacije i njenu stabilnost. Imajuci sve to u vidu, za dalju analizu i inkorporiranje kurkumina,
odabrana je formulacija sa SOR 1 i 10% masne faze (F1, 4.2) — uz procenu da ¢e ve¢i udeo
surfaktanata u odnosu na druge formulacije biti povoljan sa aspekta efikasnije solubilizacije, i
zakljucak da, posmatrajuci relevantne fizickohemijske karakteristike, kod ove formulacije postoji
optimalan odnos masne faze i surfaktanata sa jedne strane, te veli¢ine i distribucije veli¢ina
dispergovanih kapi sa druge strane.

Tabela 4.2. Kvalitativni i kvantitativni sastav nanoemulzije F1
Komponenta MCT | Polisorbat 80 | Lecitin soje Visokoprecis¢ena voda

Sadrzaj (%, m/m) 10 9 1 80

U nastavku, kako bi se dobila definitivna potvrda o raspodeli faza odabrane nanoemulzije,
sprovedena su merenja elektricne provodljivosti i prac¢enje termalnog ponasanja sistema sa SOR 1 i
rastu¢im udelom vode.

Uzorci sa malim udelom vode, ocekivano, pokazali su zanemarljivu elektricnu provodljivost, sa
znacajnijim povec¢anjem kada je udeo vode presao 10% m/m (Slika 4.9)
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Elektri¢na provodljivost (pS/cm)

Udeo vode uuzorku (% mim)

Slika 4.9. Promena elektricne provodljivosti sa porastom sadzaja vode u uzorku - SOR 1

Niske vrednosti elektri¢ne provodljivosti u po¢etnim tatkama u vezi su sa formiranjem polucvrstih,
tecnokristalnih struktura, kod kojih su kapljice vode ,,zarobljene” u unutrasnjosti, sa medusobno
slabim interakcijama. Dalje poveéanje udela vode pra¢eno je naglim porastom elektricne
provodljivosti, verovatno zbog stvaranja vodenih kanala. Najstrmija promena (povecanje) elektri¢ne
provodljivosti uocava se kada udeo vode prede 40% m/m, impliciraju¢i da sistem prolazi kroz
strukturnu promenu. Najvisa vrednost dostignuta je sa 60% m/m vodene faze, §to ukazuje na to da je
voda sada postala kontinuirana, spoljasnja faza, odnosno da je doslo do nastanka U/V nanoemulzije.
I upravo od ovog trenutka, uzorci imaju vidljivi pad u viskozitetu, ponaSajuci se kao tec¢nosti koje
lako proticu (njutnovske tec¢nosti), za razliku od sistema sa manjim udelom vode. Uzorci sa viSe od
70% m/m vode pokazuju odredeni pad u vrednosti elektrine provodljivosti, $to je verovatno
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posledica razblazenja dispergovane faze — kapljica ulja koje nose odredeno naelektrisanje na
povrsini usled prisutnog lecitina (Santana i sar, 2012). U svakom slucaju, jasno je da je formulacija
sa 10% m/m masne faze i SOR1 (F1) upravo U/V nanoemulzija.

Ove nalaze podrzali su i rezultati dobijeni pra¢enjem termalnog ponaSanja uzoraka sa rastu¢im
udelom vode pri SOR 1, hladenjem sa 25 °C na -50 °C. Naime, sama visokopreis¢ena voda
pokazuje snazan egzotermni pik na -15 °C. Evidentno je da u ispitivanim uzorcima dolazi do
odredene interakcije vode sa hidrofilnim komponentama surfaktanata, §to dovodi i do promene
temperature mrznjenja vode (Slika 4.10a). U pocetnim tackama (uzorci sa 10 i 20% m/m vode), pik
vode se ¢ak ne moze ni detektovati, dok je u uzorku sa 30% m/m vode tacka mrznjenja na vrlo
niskoj temperaturi (-30 °C), S§to nedvosmisleno ukazuje da je ona vezana u unutra$njosti
(Todosijevi¢ i sar, 2014). Sa porastom udela vode, pik postaje intenzivniji i pomera se ka viSim
temperaturama, dok se u uzorku sa 80% m/m vode (Sto odgovara formulaciji F1) pik poklapa sa
onim Kkoji poti¢e od same vode, upuéujuéi na Cinjenicu da je voda sada ,,dostupnija‘, tj. da je doslo
do reorganizacije u strukturi i da je sada ona spoljasnja faza emulzionog sistema.
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Slika 4.10. a) DSC termogrami za SOR 1 pri rasucem udelu vode; b) DSC termogrami

nanoemulzija sa 1, 2 i 3 mg/ml kurkumina i odgovarajuce placebo nanoemulzije, c)
DSC termogram kurkumina

Golim okom primetna promena u viskozitetu i reoloSkom ponasanju uzoraka sa porastom sadrzaja
vode potvrdena je i instrumentalno. Uzorci sa SOR 11 60, 70 i 80% m/m vode pokazali su linearan
odnos izmedu napona i brzine smicanja, potvrdujuci da je u pitanju njutnovski tip proticanja (Slika
4.11). Dodatno, uocava se i znacajan pad (¢ak 10 puta) u viskozitetu kod formulacije sa 80% m/m
vode (3,2 mPa-s) u odnosu na onu sa 60% m/m vodene faze (33,81 mPa:s).
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Slika 4.11. Krive proticanja nanoemulzija sa SOR 1 i rastuc¢im udelom vodene faze
(60, 70 i 80 % m/m vode)

Finalno, za direktan uvid u mikrostrukturu i morfologiju dispergovanih kapi odabrane
nanoemulzije, uzorak je podvrgnut AFM analizi. Uocene sferoidne kapljice neravnih povrsina bile
su dimenzija koje su u skladu sa vrednostima procenjenim primenom DLS (Slika 4.12). Nakon
uvida u mikrografije kontaktnog sloja, ovakav izgled dispergovane faze upravo ide u prilog teoriji
da se tokom nanoemulzifikacije kroz spontanoemulgujuéi postupak deSava ,,otkidanje“ porcija
masne faze vodenim molekulima amfifila. S obzirom na tip odabranih stabilizatora i formiranje
nanokristala na kontaktnoj povrSini, moze se pretpostaviti da je medupovrsinski sloj rigidan, sto je u
saglasju sa nalazima da dispergovane kapljice nemaju oblik idealne sfere. Ipak, ovakva tumacenja
treba potvrditi relevantnim tehnikama, ¢iji rezultati ¢e biti prikazani u nastavku.
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Slika 4.12. AFM mikrografije: a) 2D topografija i b) 3D topografija nanoemulzije F1

4.1.3. Odredivanje kapaciteta za solubilizaciju kurkumina u nanoemulziji i fizickohemijska
karakterizacija formulacija sa kurkuminom

Nakon prvog seta karakterizacija i odabira placebo nanoemulzije, bilo je potrebno odrediti kapacitet
za solubilizaciju, odnosno maksimalnu koncentraciju u kojoj ¢e kurkumin  Dbiti
solubilizovan/inkorporiran u formulaciji. Ovaj zadatak je dodatno bio motivisan ¢injenicom da, s
obzirom na tradicionalnu primenu i jo§ uvek nedefinisan status, preporuke o doziranju kurkumina
nisu uspostavljene, pa je svaki doprinos u kontekstu procene efekata u funkciji primenjene
koncentracije/doze od znacaja (Olotu i sar, 2020).

Sa ovim ciljem, pripremljene su nanoemulzije sa rastu¢im udelom kurkumina — 1, 2, 3, 4 i 5 mg/ml.
Nakon ekvilibracije tokom 24 h, izradene formulacije podvrgnute su vizuelnoj inspekciji. Kod
formulacija sa 4 mg/ml i 5 mg/ml kurkumina, evidentna je bila precipitacija ve¢ nakon 24 h. Ostale
formulacije su odavale homogen izgled, bez precipitacije. Kako bi se potvrdilo odsustvo kristala
aktivne supstance, ove 3 formulacije (Tabela 4.3) su podvrgnute termalnoj analizi, a dobijeni
termogrami uporedeni sa onim koji potice od kurkumina.

Tabela 4.3. Kvalitativni i kvantitativni sastav nanoemulzija sa kurkuminom

Formulacija MCT | Polisorbat 80 | Lecitinsoje | Kurkumin | Visokopre¢is¢ena voda
F1 CU_1 0,1 79,9
F1 CU 2 10 9 1 0,2 79,8
F1_CU_3 0,3 79,7

Kao $to se moze videti na Slici 4.9¢, kurkumin pokazuje oStar endotermni pik na oko 175 °C, koji
odgovara tacki topljenja, dok se taj termalni dogadaj nije mogao detektovati kod formulacija sa
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kurkuminom (Slika 4.9b). Ono $to je kod njih bilo jasno uocljivo, jeste intenzivan endotermni pik
koji se dovodi u vezu sa isparavanjem vode iz formulacija. Interesantno je istaci da je tokom DSC
analize bilo evidentno da dolazi do blagog pomeranja pika isparavanja vode ka nizim
temperaturama sa povecanjem koncentracije kurkumina. Ova pojava moze biti U Vvezi sa
interakcijom kurkumina sa hidrofilnim delovima stabilizatora na medupovrSini, dovode¢i do
odredenih promena u organizaciji koje smanjuju interakciju vodene faze sa surfaktantima. Sli¢ne
zakljucke izneli su Li i sar. (2017), Sreekanth i Bajaj (2013) i Chen i sar. (2012), analiziraju¢i druge
vrste nanodisperzija sa kurkuminom.

Imajuéi u vidu da je voda prisutna u znacajnom udelu u svakoj od formulacija, da bi se izbegla
moguénost da ovaj intenzivni pik ,sakrije“ pik koji poti¢e od topljenja nesolubilizovanog
kurkumina, uzorci nanoemulzija su ponovo analizirani, ali sada nakon uparavanja vode (suSenjem
na sobnoj temperaturi). Ni tada nije detektovano prisustvo nesolubilizovanog kurkumina. Ovi nalazi
podrzani su i posmatranjem uzoraka pod polarizacionim mikroskopom, gde nisu uoceni
nerastvoreni kristali aktivne supstance (Slika 4.13).

20 um 20 um 20 um

F1_CU 1 F1 CU 2 F1 CU 3

Slika 4.13. Mikrografije (polarizaciona mikroskopija) nanoemulzija sa 1 mg/ml (F1_CU _1),
2 mg/ml (F1_CU_2) i 3 mg/ml kurkumina (F1_CU_3)

Kako bi se procenio uticaj solubilizovanog kurkumina na fzickohemijska svojstva nanoemulzija,
ponovo su sprovedena osnovna merenja — odredivanje veli¢ine i distribucije veli¢ina dispergovanih
kapljica, odredivanje zeta potencijala, pH vrednosti, elektricne provodljivosti i viskoziteta
formulacija. Komparativni pregled rezultata navedenih ispitivanja dat je u Tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Rezultati ispitivanja odabranih fizickohemijskih parametara nanoemulzija sa
kurkuminom i odgovarajuce placebo nanoemulzije

Parametar | Z-agve(nm) | PDI Zeta pH Elektri¢na Viskozitet
potencijal provodljivost | (mPa*s)
Oznaka (mV) (uS/cm)
uzorka
F1 101,13+0,59 0,165+0,018 | -31,97£3,75 | 4,78t£0,05 | 116,9+0,9 3,12+0,12
F1 CU 1 121,442,4" 0,176+0,016 | -25,2+1,5" 5,6+0,1" 93,1+0,02" 3,12+0,13,
F1 CU 2 | 129,3+0,9 0,172+0,01 -28,8+4,1" 5,7+0,1" 93,2+0,5 3,12+0,30
F1 CU 3| 127,47+0,95" | 0,187+0,012 | -30,33+1,81 | 5,7+0,05° | 94,43+231" | 2,93+0,09

ANOVA: "p<0,05 u poredenju sa F1 (n=3, srednja vrednost + standardna devijacija)
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Dijametar (nm)

Formulacija

Slika 4.14. Volumenska distribucija velic¢ina dispergovanih kapi nanoemulzija sa kurkuminom i
odgovarajuce placebo nanoemulzije odredene primenom laserske difrakcije

(n=8, srednja vrednost * standardna devijacija)

Prisustvo kurkumina u formulaciji dovelo je do statisticki znacajnog povecanja procenjenog
hidrodinamickog precnika kapljica dispergovane faze, i to povecanje je bilo koncentraciono
zavisno. Kako bi se iskljucilo postojanje odredenih agregata ve¢ih dimenzija koji su ispod granice
vidljivosti za foton korelacionu spektroskopiju, uzorci su analizirani i primenom laserske difrakcije.
Ni kod jednog uzorka nisu detektovane kapljice dimenzija veéih od 200 nm (Slika 4.14)
Solubilizacija kurkumina dovela je do porasta pH vrednosti, ali i dalje su vrednosti bile u opsegu
koji pogoduje hemijskoj stabilnosti kurkumina, kao i namenjenom putu primene formulacija.
Takode, sve formulacije sa kurkuminom imale su statisticki znacajno nize vrednosti zeta potencijala
i elektri¢ne provodljivosti u poredenju sa placebo nanoemulzijom. Ovakvi nalazi mogu se dovesti u
vezu sa tim da kurkumin u pH opsegu 3-7 deluje kao snazan proton donor (Sharma i sar, 2005),
umanjujuci time jonizaciju fosfolipida prisutnih na povrSini kapljica, $to se direktno odraZava na
vrednosti ovih fizickohemijskih parametara. Ipak, kao S§to je ve¢ napomenuto, elektrostaticki
mehanizam nije jedini odgovoran za stabilizaciju ovih nanoemulzija, te se u ovom slu¢aju apsolutne
vrednosti zeta potencijala ispod 30 mV mogu smatrati adekvatnim (Jacobs i Miller, 2002). Kao $to
je bilo 1 ocekivano, na osnovu procene reoloSkog ponaSanja, jasno je da dodatak kurkumina nije
doveo do promene u tipu proticanja ispitivanih formulacija, i nije bilo promena u vrednostima
njihovih viskoziteta.

U cilju sveobuhvatne fizickohemjske karakterizacije nanoemulzija sa kurkuminom, u nastavku su
formulacije podvrgnute AFM analizi, kako bi se stekao uvid u unutra$nju strukturu. Takode,
sprovedena je i EPR analiza nanoemulzija, kako bi se procenila mikrostrukturna organizacija
povrsinskog sloja, procenile interakcije izmedu aktivne supstance i ekscipijenasa, odnosno odredila
tacna lokalizacija kurkumina unutar formulacije.

Na Slici 4.15 prikazane su 2D i 3D mikrografije formulacije F1_CU_3. | ovde se mogu uociti
kapljice sferoidnog (ali ne idealno sfernog) oblika. Ono $to je karakteristi¢no za mikrografije i
placebo i formulacija sa kurkuminom jeste Cinjenica da se moze uociti znac¢ajan udeo malih kapi,
¢ak 1 ispod 100 nm, uz poneku vecu kap precnika izmedu 100 1 200 nm. Sa druge strane, kada se
pogleda Z-ave (Tabela 4.4), vrednost za npr. F1_CU_3 je 135,542,3 nm. Na ovom primeru se
upravo moze sagledati sva nesavrSenost procene veli¢ine primenom batch mode DLS o kojoj je bilo
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re¢i u uvodu — iako su vece kapljice procentualno manje zastupljene (Sto se jasno vidi na
mikrografijama), zbog metodologije procene veli€ina, ali i pretpostavke od koje se u ovom merenju
polazi - da su Cestice/kapi idealne sfere, dolazi se do diskrepance izmedu realnih vrednosti i onih
koje se dobijaju merenjem. Dodatno, prisutan sloj sternih stabilizatora, kao i jonska jacina
medijuma u kojem se meri znac¢ajno uticu na dobijene rezultate. Sa druge strane, direktan uvid kroz
mikrografije daje realniju sliku. Upravo ovakva situacija pokazuje nedvosmislenu potrebu za
primenom viSe od jedne metode karakterizacije u domenu procene veli¢ine. Ukoliko nam je
potreban tacan rezultat, posebno kada uzorci nisu monodisperzni, neophodne su metode visoke
rezolucije (kao Sto je AFM). U velikom broju naucnih publikacija se Cesto sre¢e deklarisanje
isklju¢ivo Z-ave vrednosti, koja, posmatrana samostalno, sustinski ne daje sasvim realnu
informaciju o uzorku. Ipak, DLS (i u batch mode sistemu) je neosporno korisna tehnika (brza i
precizna) za poredenje formulacija, odnosno procenu stabilnosti i detekciju trenda u promeni
veli¢ine tokom vremena, za Sta je u ovom radu 1 kori§¢ena.

Slika 4.15. AFM mikrografije: a) 2D topografija i b) 3D topografija uzorka F1_CU 3

U nastavku, dinamika medupovrSinskog sloja i njegova mikrostrukturna organizacija rasvetljeni su
primenom EPR spektroskopije uz primenu 5-DSA kao amfifilnog obeleZivac¢a sa paramagnetnim
svojstvima. Zahvaljuju¢i amfifilnoj strukturi, 5-DSA ima sposobnost inkorporiranja u
medupovrsinski sloj, a pra¢enjem dinamike ovog molekula, moguce je sagledati molekularnu
organizaciju u mikrookruzenju.
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Slika 4.16. EPR spektar nanoemulzije F1: Uocavaju se 2 populacije 5-DSA — ,,brza* (populacija 1,
sa procentualnom zastupljenoséu od 87,4+2,1%) i , sporija“ (populacija 2, sa
procentualnom zastupljenoscéu od 12,8+0,4%)

U datoj analizi i nakon primene EPR simulacija, snimljeni su standardni trolinijski spektri 5-DSA, i
uocene su 2 populacije obelezivaca — jedna izrazito imobilisana (,rigidna“, ,,sporija“) i jedna
fleksibilnija (,,brza*) (Slika 4.16). Kao logi¢no objasnjenje namece se ¢injenica da je medupovrsina
nanoemulzija heterogene strukture — sastoji se iz polisorbata 80 i lecitina soje u odnosu 9:1. S tim
uvezi je i nalaz da je relativan odnos ove dve populacije upravo priblizno jednak masenom odnosu
ova dva stabilizatora u medusloju. Vrlo je verovatno da je jedan deo molekula 5-DSA lociran
isklju¢ivo izmedu molekula polisorbata (oko 90%), dok se jedan deo nalazi u regionima gde je
prisutan i lecitin (oko 10%). Ako se pogledaju vrednosti za tr (Tabela 4.5), jasno je da se vrednosti
znacajno razlikuju, $to ukazuje na postojanje 2 razliite mikrosredine oko 5-DSA. Tzv. ,,populacija
1 je vise zastupljena i odgovara fleksibilnijem okruzenju (nize tr vrednosti) , dok je ,,populacija 2%
zastupljena manje, i odgovara rigidnijoj mikrosredini (vise tr vrednosti) - verovatno regionima gde
je prisutan lecitin. Dakle, ¢ak iako je prisutan u koncentraciji od 1%, lecitin uzrokuje poteskoce i
smetnje u rotiranju obelezivaca, Sto je verovatno posledica njegove kompleksnije strukture, pa
kretanje u medupovrSinskom sloju postaje teze (Avramiotis i sar, 2000).
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Tabela 4.5. Parametri EPR spektra 5-DSA kod nanoemulzija sa kurkuminom i odgovarajuce
placebo nanoemulzije

5-DSA
Volumenska VVolumenska
E lacii tr1(nNs)  distribucija 5-DSA - 1r2(NS) distribucija 5-DSA —

ormulacija populacija 1 (%) populacija 2 (%)

F1 4,9+0,2 87,4121 12,8+0,4 12,6+2,7
F1 CU_1 6,310,1 91,243,2 8,04+0,6 8,8+2,3
F1 CU_2 4,6+0,3 87,6+1,6 7,1+0,2 12,7+1,8
F1 CU_3 5,540,2 90,2+2,4 6,510,1 9,8+0,9

(n=3, srednja vrednost * standardna devijacija)

Ipak, treba napomenuti da su odrednice ,brza“/“fleksibilnija“ odnosno ,sporija“ populacija
relativni. Na osnovu vrednosti tr (>2 ns), jasno je da obe populacije pripadaju regionu sporog
kretanja, §to govori o vrlo ,,gustom“ pakovanju na medupovrSini i rigidnosti medupovrSinske
membrane, samo §to je njena stuktura heterogena i stepen rigidnosti nije podjednak u svim
delovima medupovrsine. Slabofleksibilna medupovr§ina moze se dovesti u vezu upravo sa vec
diskutovanim rezultatom da ove nanoemulzije nastaju transformacijom te¢nokristalne strukture,
koja se svakako odlikuje manjom molekularnom mobilno$¢u u poredenju sa npr. bikontinualnom
mikroemulzionom strukturom (koja se navodi kao alternativni tranzicioni sistem u toku formiranja
nanoemulzija niskoenergetskim postupcima). U radu Nash i Erk (2017) upravo je pokazano da
medupovrsinski sloj nanoemulzija sa lecitinom poseduje viskoelasti¢na svojstva, verovatno zbog
stvaranja gelastih struktura i gustog filma sa susednim molekulima (Shchipunov, 2001).

Ovakva vrsta strukturnih informacija o emulzionim sistemima veoma je vazna sa aspekta tumacenja
biofarmaceutskih performansi i isporuke solubilizovanih molekula (Teochari i sar, 2017).

4.1.4. Odredivanje lokalizacije kurkumina u nanoemulziji

Za dalje tumacenje eksperimentalnih podataka u domenu bioloskih i biofarmaceutskih analiza,
pored poznavanja fluidnosti medupovrSinske membrane, vrlo je vazno poznavati i raspodelu aktivne
molekule u formulaciji, tj. njenu lokalizaciju.

Analizom EPR spektara nanoemulzija sa kurkuminom (Tabel 4.5, Slika 4.17), opet su uocene 2
populacije obelezivaca istih karakteristika kao i kod placebo formulacije. Vidi se da dodatak aktivne
supstance ima efekat na obe populacije. U slu¢aju one ,,sporije*, dodatak kurkumina doveo je do
smanjenja tr Vrednosti koncentraciono zavisno — sa ve¢im koncentracijama kurkumina, dobijaju se
nize tr vrednosti. Iako bi se mozda moglo o¢ekivati drugacije, ¢ini se kao da je dodatak kurkumina
doveo do stvaranja dodatnog prostora u gustom rasporedu molekula surfaktanata, obezbedujuci time
bolju mobilnost obelezivaca. Pri najviSoj koncentaciji kurkumina (formulacija F1_CU 3), u
,Hrigidnijem® regionu, doslo je do dvostrukog smanjenja tr u poredenju sa placebo formulacijom. Sa
druge strane, u ,fleksibilnijoj* populaciji su takode uocene promene, ali one nisu pratile neki
specifian trend. Dodatno, kada se uporede formulacije sa kurkuminom u odnosu na placebo
formulaciju, uocava se da dodatak kurkumina uti¢e na smanjenje razlike imedu tr2 i Tr1. Kako bi se
ovaj nalaz objasnio, vazno je razmotriti i pH formulacija. Naime, pKa vrednost za 5-DSA iznosi
6,55. Kako je izmerena pH placebo nanoemulzija 4,78+0,05, §to je skoro 2 pH jedinice ispod pKa
obelezivaca, moze se zakljuciti da je 5-DSA tokom interakcije sa placebo nanoemulzijom skoro u
potpunosti u svojoj nejonizovanoj formi, a time blize i nepolarnim regionima surfaktanata u
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monosloju. Solubilizacijom kurkumina dolazi do poveéanja pH vrednosti (na 5,7-5,8), Sto za
posledicu ima 1 povecanje jonizovane frakcije 5-DSA, indukuju¢i pomeranje glomazne
paramagnetne ,,glave* obelezivata ka polarnim delovima surfaktanata. Na taj nacin delimicno
dolazi do rasterec¢enja regiona u kome se nalaze i lecitin i polisorbat 80, i pomeranja 5-DSA ka
regionima sa ,,fleksibilnijim pakovanjem* molekula (polarni regioni, okrenuti ka vodenoj fazi)
(Ching-San, 1982). Medutim, neosporno je da su uofene promene dominatno posledica
molekularnog preuredenja u nepolarnim slojevima surfaktanata, jer ¢ak i u datim okolnostima, 5-
DSA je i dalje dominantno u nejonizovanoj formi, jer povecanje pH vrednosti, koje je i dalje za 1
pH jedinicu ispod pKa spin probe, nije dovoljno da dovede do njene znacajnije jonizacije.
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Slika 4.17. Komparativni prikaz EPR spektara 5-DSA za nanoemulzije sa kurkuminom
(sa rastu¢om koncentracijom kurkumina) i odgovarajucu placebo nanoemulziju

Dobijeni ukazuju da kurkumin participira u medupovrsinskom sloju, i to verovatno blize lipofilnim
regionima surfaktanata. U suprotnom, da je u potpunosti rastvoren u masnoj fazi nanoemulzije, ne
bi se mogle uociti dinamicke promene u rotaciji 5-DSA (Mitsou i sar, 2018). Ovakav zakljucak bi
se mogao naslutiti i na osnovu ve¢ diskutovanih podataka o rastvorljivosti kurkumina (Slika 4.1).
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4.2. Rezultati i diskusija druge faze eksperimentalnog rada

4.2.1. Modifikovanje osnovne formulacije — dodatak monoterpena kao hemijskih pojacdivaca
penetracije: fizickohemijska karakterizacija

Kako je ve¢ napomenuto u uvodu, brojne su strategije koje se mogu primeniti u cilju poboljSanja
dermalne raspolozivosti aktivnih molekula. Pored dizajniranja nanformulacija, kao inovativnog
pristupa, primena hemijskih pojafivaca penetracije ve¢ ima dugogodiSnju primenu. U tom
kontekstu, u nastavku istrazivanja razmotren je dodatak monoterpena (eukaliptola i pinena) u
postoje¢u osnovnu formulaciju, i to tako $to je jedan deo masne faze zamenjen odgovarajuéim
monoterpenom. Sastav formulacija prikazan je u Tabeli 4.6. Svaka formulacija pripremljena je na
isti nacin, sponatnoemulguju¢im postupkom. Kurkumin je solubilizovan u najvecéoj koncentraciji —
3 mg/ml.

Tabela 4.6. Kvalitativni i kvantitativni (% m/m) sastav placebo i formulacija sa kurkuminom
(sa hemijskim pojacivacima penetracije ili bez njih

Formulacija MCT | Eukaliptol | Pinen | Kurkumin | Lecitin soje | Polisorbat 80 | Voda
F1 10 / /
F1_EUC 5 5 / / 80
F1_PIN 5 / 5 . 9
F1_CU_3 10 / /
F1_EUC_ CU 3| 5 5 / 0,3 79,7
FLPIN.CU 3 | 5 / 5

Svaka formulacija prvo je posmatrana vizuelno, a zatim je podvrgnuta daljoj karakterizaciji.

Nanoemulzije su bile lako proto¢ne, njutnovske teCnosti, zamucene, sa plavi¢astim odsjajem
prilikom posmatranja prema izvoru svetlosti. Formulacije kod kojih je deo masne faze zamenjen
monoterpenom bile su vizuelno transparentnije, $to je moglo da ukaZe na odredene fizickohemijske
interakcije 1 rearanziranje u medupovrSinskom sloju. Odredivanjem hidrodinamickog dijametra,
pokazano je da je doSlo do znacajnog smanjenja veli€ine kod formulaija sa monoterpenima U
odnosu na F1 (Tabela 4.7). Uporedivi rezultati dobijeni su i primenom laserske difrakcije, koja je
sprovedena sa ciljem da se uoc¢e kapljice vecih veli¢ina, odnosno agregati koji su ispod granice
vidljivosti za foton korelacionu spektroskopiju (Slika 4.18). Ovaj efekat smanjenja veli¢ine kapi
unutrasnje faze nedvosmisleno potice od primenjenih monoterpena, buducéi da je to jedina razlika u
odnosu na F1. Takvi rezultati navode na pretpostavku da monoterpeni ispoljavaju efekte
kostabilizatora.
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Tabela 4.7. Rezultati ispitivanja odabranih fizickohemijskih parametara placebo nanoemulzija sa

hemijskim pojacivacima penetracije i nanoemulzije koja ih ne sadrzi

Formulacija Z-ave (nm) pH Elektri¢na Zeta
provodljivost potencijal
(US/cm) (mV)

F1 101,13+ 0,59 4,78+0,04 97,1£5,1 -33,07 £0,95

F1_EUC 41,25+ 0,25 6,25+0,03" 104,7+0,3 21,17+1,17°

F1 PIN 65,24+ 0,24 % | 4,65+0,017* 100,3+0,7 -39,5+1,3"

Z-ave — proseéni hidrodinacki dijametar; ANOVA: “p<0,05 u odnosu na F1, #p<0,05 u odnosu na
F1_EUC (n=3, srednja vrednost + standardna devijacija)

[REREN
I ¢=0)
[ EIE
a2, 2)

Dijametar (nm)

Formulacija

Slika 4.18. Volumenska distribucija veli¢ina (odredena primenom laserske difrakcije)
dispergovanih kapi placebo nanoemulzija sa hemijskim pojacivacima penetracije i
nanoemulzije bez hemijskih pojacivaca penetracije

(n=6, srednja vrednost + standardna devijacija)

Vrednosti elektricne provodljivosti su u ocekivanom opsegu, karakteristicnom za hidrofilne
formulacije, ali pH vrednost formulacije sa eukaliptolom belezi statisti¢ki znacajan porast u odnosu
na F1. Ipak, i dalje su vrednosti u kiselom opsegu pH, §to svakako ne bi kompromitovalo hemijsku
stabilnost kurkumina.

4.2.2. Ispitivanje efekta monoterpena kao kostabilizatora nanoemulzija
(,,surfactan-like activity <)

Kako bi se potvrdile pretpostavke o efektu monoterpena kao kostabilizatora, i kako bi se
detektovale eventualne promene u dinamici medupovrsinskog sloja (u poredenju sa F1) u prisustvu
monoterpena, ponovo je sprovedena EPR spektroskopija (Slika 4.19)..

Ocekivano, i u ovom sluc¢aju, dobijene tr Vrednosti ukazuju na postojanje 2 populacije 5-DSA —
Hrigidnije” i ,fleksibilnije, koje su posledica heterogene strukture medupovrsinskog sloja (Tabela
4.8). Dodatni parametar koji se moze dobiti analizom EPR spektra, a znacajan za tumacenje
medupovrsinske organizacije, jeste izotropna konstanta hiperfinog cepanja (a'0), koja govori o
mikropolarnosti sredine u blizini paramagnetnog jezgra obelezivaca (Papadimitriou i sar, 2008).
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Slika 4.19. EPR spektri 5-DSA4 u izradenim placebo nanoemulzijama
(sa hemijskim pojacivacima penetracije ili bez njih)
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Tabela 4.8. Parametri EPR spektra 5-DSA kod placebo nanoemulzija sa hemijskim pojacivacima
penetracije ili bez njih

Volumenska Volumenska
. ditribucija 5- ditribucija 5-
Formulacija a’01 TRL DSA — 02 TR2 DSA —
(ns) populacija 1 (ns) populacija 2
(%) (%)
F1 13,30+0,07 | 4,9+£0.2 87,4121 14,93+0,16 | 12,8+0,4 12,6+2,7
F1_EUC | 13,35+0,19 | 5,7£0.3 88,6+£2,4 14,77+0,37 | 14,4+0,3 11,424
F1 PIN 13,42+0,06 | 4,3+£0.5 87,9£2,1 14,61+0,07 | 13,8+0,3 12,1+1,90

o’ - konstanta hiperfinog cepanja; tr — rotaciono korelaciono vreme
(n=3, srednja vrednost * standardna devijacija)

Izmerene vrednosti a0 (Tabela 4.8) su vise za spin probu koja pripada ,,rigidnijoj* populaciji,
sugeriSuci da se nalazi u polarnijem okruzenju. Moze se pretpostaviti da kompleksna struktura
lecitina sprecava spin probu da ude dublje u medupovrsinski sloj (Avramiotis i sar, 2000), pa je
paramagnetno jezgro pomereno ka polarnijim strukturama sloja stabilizatora.

Dodatak eukaliptola i pinena uticao je na tr vrednosti obe populacije, sto ukazuje na promenu u
mikrookruzenju oko obelezivaca, koja je verovatno posledica prisustva veceg broja molekulskih
vrsta na medupovrsini, uticuéi na moguénost rotacije spin probe. Kada se zakljucci o njihovoj
lokalizaciji u formulaciji razmotre u svetlu poznavanja vrednosti proseénog hidrodinamickog
dijametra dispergovanih kapi, opravdano je pretpostaviti da eukaliptol i pinen imaju efekte
kostabilizatora, uticu¢i na zakrivljenost medupovrsine niskoenergetskih nanoemulzija. Do sli¢nih
zapazanja dosli su Z&nker i sar. (1980) nakon tenziometrijskih merenja.

Poznato je da viskozitet 1 gustina masne faze uti¢u na osobine nanoemulzija, i da su ova svojstva
posebno vazna kod niskoenergetskih metoda izrade (Tadros i sar, 2004). 1z tog razloga, izmereni su
viskozitet i gustina svake od komponenata masne faze, kao i njihovh smesa (Tabela 4.9). Evidentno
je da smeSe eukaliptola ili pinena i MCT imaju znacajno nizi viskozitet u poredenju sa MCT. Kako
su manje viskozna ulja mobilnija i manje rezilijentna u postupku nanoemulzifikacije, sastav masne
faze kod koje je 50% MCT zamenjeno nekim od terpenskih jedinjenja, ne moze se iskljuciti ni
mogucénost da je ta fiziCkohemijska osobina uticala na dobijanje kapi manjih dimenzija.

Tabela 4.9. 1zmerene vrednosti viskoziteta i gustine komponenata masnih faza
izradenih nanoemulzija

Vrsta ulja/masne faze Viskozitet Gustina
(mPa*s) (g/cm?)

MCT 23,58+0,19 0,94289+0,00010

Eukaliptol (EUC) 2,58+0,01 0,92229+0,00008

Pinen (PIN) 1,32+0,01 0.85674+0,00031

EUC/MCT (1:1) 3,34+0,14 0,93150+0,00014

PIN/MCT (1:1) 2,39+0,02 0,90007+0,00007

(n=3, srednja vrednost * standardna devijacija)

lako to prevazilazi domen konkretnog eksperimenta, interesantno je prokomentarisati i nize
vrednosti gustine terpenskih jedinjenja, posebno pinena, u kontekstu koloidne stabilnosti. Velika
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razlika u gustini izmedu spoljaSnje i unutraSnje faze nanoemulzije moze kompromitovati stabilnost
nanodisperzije. U konkretnom slucaju, kada bi se formirala nanoemulzija ¢ija masna faza bi bila
sastavljena iskljucivo iz terpenskih jedinjena, moglo bi se ocekivati relativno brzo razdvajanje faza,
Sto je i1 pokazano u nekim preliminarnim eksperimentima. Iz tog razloga je vazno obezbediti
,nosece* ulje za terpenska jedinjenja.

Kako bi se doslo do finalnog argumenta koji ide u prilog hipotezi da odabrani monoterpeni imaju
efekat kostabilizatora, pripremljene su formulacije sa istim udelom i sastavom masne faze, ali uz
variranje SOR vrednosti. Na Slici 4.20 prikazani su rezultati odredivanja veli¢ine dispergovanih
kapi primenom laserske difrakcije za formulacije koje kao masnu fazu sadrze smese MCT sa
eukaliptolom ili pinenom, ali pri razli¢itim SOR vrednostima. Interesantno je da su formulacije koje
su kao deo masne faze sadrzale monoterpene bile stabilne ¢ak pri SOR 0,3, za razliku od situacije
kada je MCT jedina komponenta masne faze, kada je minimalna SOR vrednost potrebna za
dobijanje nanoemulzija 0,7. Upravo ovaj rezultat pokazuje da je prisustvo monoterpena smanjilo
potrebu za ukljuéivanjem emulgatora, tj. bila je dovoljna njihova znafajno niza koncentracija,
ukazujuci na njihove efekte kostabilizatora. Evidentno je i da sistemi sa manjim SOR vrednostima
imaju vece prosecne vrednosti velicine, §to je i oekivano. Kada se zavisnost promene u veli¢ini
dispergovanih kapljica od SOR vrednosti prikaze graficki i matematicki opise (Slika 4.21a), uocava
se da promena prati polinomsku regresiju drugog reda, a odgovarajuca funkcija je opadajuca u
¢itavom ispitivanom regionu za oba tipa masne faze (i smesa sa eukaliptolom i smeSa sa pinenom).
Kada se izracuna prvi izvod funkcije, postaje vidljivije da sa malom promenom SOR (tj. malim
povecanjem koncentracije primenjenih surfaktanata) dolazi do znacajnijeg smanjenja u velicini
dispergovanih kapljica pri poc¢etnim SOR vrednostima, nakon ¢ega je smanjenje manje izraZzenO
(Slika 4.21b), ¢ime se ponovo potvrduje teorija De Aguiar i sar. (2010).
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Slika 4.20. Volumenska distribucija velicina kapi nanoemulzija izradenih sa monoterpenima u
sastavu masne faze, pri razlicitim SOR vrednostima, odredena laserskom difrakcijom:
a) formulacije sa eukaliptolom; b) formulacije sa pinenom
(n=6, srednja vrednost * standardna devijacija)

Usled zasi¢enja medupovrSine, daljim povecanjem koncentracije smeSe surfaktanata (iznad SOR
0,5) ne dobija se podjednako znacajan efekat na smanjenje veliCine kapi kao pri nizim SOR
vrednostima. Sli¢ni nalazi su pokazani i za formulacije koje sadrze samo MCT kao masnu fazu, ali
sa ve¢im SOR vrednostima. Sama moguénost formiranja stabilne nanoemulzije pri nizim SOR
vrednostima kada su u sistemu prisutni monoterpeni, u poredenju sa sistemima gde je masna faza
sastavljena samo od MCT, nedvosmisleno upucuje na njihov efekat kostabilizatora, koji verovatno
potice od interakcija na medupovrsinskom sloju.
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Efekat koji se uocava kada se deo masne faze zameni monoterpenima moze se objasniti i analizom
EACN upotrebljenih ulja — parametra koji govori o njihovoj polarnosti (,,oiliness* of the oil).
Literaturni izvori navode da je EACN za MCT oko 16, dok pinen ima EACN 3,6. Eukaliptol se
takode svrstava u vrlo polarna ulja — hemijski je cikli¢ni alkan sa kiseonikom u strukturi, pa se
moze pretpostaviti da je i njegova EACN oko 3 (Bouton i sar, 2009; Engelskirchen i sar, 2007;
Acosta i sar, 2003). Ovako polarna priroda terpenskih ulja omogucuje njihovu interakciju sa
surfaktantima i olakSava proces solubilizacije, $to je u skladu sa hipotezom da poseduju efekte
kostabilizatora. Vrlo je verovatno da se monoterpeni, zbog svoje vece polarnosti, smestaju u
medupovrsSinski sloj, smanjujuc¢i posledicno i1 gustinu surfaktanata na medupovrSini. Eukaliptol
(1,8-cineol) je monoterpen sa kiseonikom u svojoj strukturi, koji ima sposobnost gradenja
vodoni¢nih veza. Logi¢no je ocekivati da ¢e na medupovrSini uticati na stvaranje dipol-dipol
interakcija sa polarnom glavom polisorbata 80, ali i sa molekulima vode, uticué¢i na njihovu
orijentaciju u povrsSinskom sloju, ¢ime doprinosi dodatnoj stabilizaciji (Zdrali i sar, 2017). Uz sve
navedeno, pokazano je da se kod izrazito malih kapi koje poseduju naelektrisanu medupovrsinu (5to
je ovde slucaj) javlja i dodatna elektrostaticka interakcija — elektrostaticko odbijanje medusobno
udaljenih delova iste medupovrsine. Time su, uz prisustvo novih hemijkih vrsta, ukupne interakcije
na medupovrsini postale znatno kompleksnije za tumacenje.

b) Surfactant-to-oil ratio

Formulacije sa pinenom
Formulacije sa eukaliptolom

di, 3] (nm)

Formulacije sa pinenom
Formulacije s& eukaliptolom

Promena d(4,3) sa promenom SOR (nm)

Surfactant-to-oil ratic

Slika 4.21. Promena vrednosti prosecnog dijametra kspi razlicitih formulacija nanoemulzija kapi a)
sa povecanjem SOR vrednosti; b) sa promenom SOR vrednosti

U cilju vizuelizacije kapljica unutrasnje faze nanoemulzija F1_EUC i F1_MCT_PIN, ponovo je
sprovedena AFM analiza. U poredenju sa morfoloskim karakteristikama kapljica nanoemulzije F1,
formulacije sa monoterpenima odlikuju se kapljicama pravilnog sfernog oblika, a topografija
ukazuje na njihovu glatku povrSinu (Slika 4.22), $to govori o tome da su dodate komponente
(monoterpeni) uticale na zakrivljenost i morfologiju medupovrSinskog sloja, olakSavajuéi proces
niskoenergetske nanoemulzifikacije. Kada se razmatra veli¢ina dipergovanih kapljica, opet se vidi
znacajno veci udeo kapljica €iji precnik je ispod 100 nm.
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Slika 4.22. AFM mikrografije nanoemulzija F1_EUC i F1_PIN: a) 2D topografija,
b) 3D topografija, c) ,,signal greske

4.2.3.Procena uticaja solubilizacije kurkumina na karakteristike formulacija sa
monoterpenima

Kao $to je prikazano u Tabeli 4.5, kurkumin je solubilizovan u nanoemulzijama u najvi$oj
koncentraciji — 3 mg/ml. Prac¢enjem vrednosti fiziCkohemijskih parametara (Table 4.10), dolazi se
do interesantnog nalaza da, za razliku od osnovne formulacije F1, sa solubilizacijom kurkumina u
formulacijama sa monoterpenima ne dolazi do povecanja prose¢nog dijametra kapi u odnosu na
placebo nanoemulzije, $to je bio dodatni motiv za procenu mikrostrukturne organizacije. Verovatno
je to posledica njihovog pokazanog uticaja na molekularnu organizaciju na medupovrSinskom sloju.
Dodatno, solubilizacija kurkumina nije dovela do promene pH vrednosti i zeta potencijala kod
formulacije sa eukaliptolom, dok je kod formulacije sa pinenom doslo do znacajnog povecanja pH
vrednosti u poredenju sa placebo formulacijom.
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Tabela 4.10. Uporedni prikaz prosecnog dijametra kapi, pH vrednosti, elektricne provodljivosti i
zeta potencijala nanoemulzija sa kurkuminom

Formulacija d[4,3] Z-ave pH Elektri¢na Zeta
(nm) (nm) provodljivost | potencijal
(uS/cm) (mV)
F1 CU_3 128,67+£2,52 | 124,9+2,3 | 5,36+0,03 | 95,1+0,9 30,33+1,81
F1 EUC_CU_ 3] 102,67+1,53 | 53,35+0,36 | 6,23+0,01 | 99,7+1,5 31,1+0,1
F1 PIN_CU_3 | 115,33+0,58 | 63,12+1,00 | 5,80+0,03 | 96,5+1,1 22,27+0,06

Z-ave — prosecan hidrodinamicki dijametar (odreden foton korelacionom spektroskopijom)
Odredivanje veli¢ine kapi primenom laserske difrakcije;
(n=3, srednja vrednost * standardna devijacija)

Nakon sprovedene EPR spektroskopije, uoceno je da je dodatak kurkumina doveo do promena u
mikrostrukturnoj organizaciji — doslo je do znacajnog (skoro dvostrukog) poveéanja tr1 vrednosti
za populaciju spin probe koja se nalazi u ,rigidnijem® mikrookruzenju, dok je za onu populaciju
koja je u ,(fleksibilnijem™ mikrookruzenju zabelezeno smanjenje vrednosti ovog parametra u
poredenju sa odgovaraju¢im placebo nanoemulzijama (Tabela 4.11). Dakle, i ovde se moZe izvesti
slican zakljucak kao i kod formulacija bez monoterpena — kurkumin interaguje sa medupovrsinskim
slojem, 1 to dominantno sa nepolarnim regionom sloja stabilizatora i1 utie na organizaciju
medupovrsinskog sloja. Svakako, ponovo treba napomenuti da, bez obzira na postojanje ,,rigidnijih*
i ,,fleksibilnijih* regiona medupovrSinskog sloja, dobijene vrednosti tr pripadaju oblasti sporog
kretanja, te se moze re¢i da i ove formulacije imaju prili¢no rigidan medupovrsinski sloj.

Tabela 4.11. Uporedni prikaz vrednosti tr, kao parametra EPR spektra 5-DSA, za nanoemulzije sa

kurkuminom
5-DSA
Formulacija R1 (NS) R2 (NS)
F1 CU 3 5,5+0,1 6.5+0.1
F1_EUC_CU_3 8,540,2 13,4405
F1_PIN_CU 3 5,90,4 13,2+0,2

5-DSA — 5-doksilstearinska kiselina; tr - rotaciono korelaciono vreme
(n=3, srednja vrednost * standardna devijacija)

Nakon sveukupne analize, moze se zakljuciti da na medupovrSinskom sloju vlada citav niz
kompleksnih medumolekularnih interakcija, koje poti¢u od amfifilnih molekula stabilizatora,
komponenata masne faze, ali i prisustva aktivne supstance. Upravo rasvetljavanje ovih odnosa
predstavlja vazan segment prikazanog istraZivanja.
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4.2.4. Ispitivanje dugorocne stabilnosti odabranih nanoemulzija

Nakon sprovedenog seta sveobuhvatne fizickohemijske karakterizacije kako placebo, tako i
formulacija sa kurkuminom, neophodno je potvrditi dugoro¢nu (fizicku) stabilnost odabranih
nanoemulzija, kao i hemijsku stabilnost solubilizovanog kurkumina. Sa tim ciljem, fizickohemijski
parametri od interesa, odnosno sadrzaj kurkumina u formulacijama, praceni su tokom vremenskog
perioda od godinu dana, i analiziran je trend njihovih promena kako bi se potvrdila preliminarna
pogodnost primene datih formulacija.

Tokom c¢itavog perioda Cuvanja, sve formulacije imale su ujednacena reoloSka svojstva, bile su
niskoviskozne, i bez znakova razdvajanja faza. Kod formulacija sa kurkuminom, izostanak
talozenja 1 pojave kristala kurkumina potvrden je polarizacionom mikroskopijom.

Kada je u pitanju prose¢an hidrodinamicki dijametar, kod formulacije F1, postoji statisticki
znacajno povecanje samo u poredenju sa prvom vremenskom tackom (nakon 24h), dok je u ostatku
vremenskog perioda pracenja veli¢ina ujednacena (Slika 4.23). Ovakav nalaz bi se mogao dovesti u
vezu sa konsolidacijom sistema u pocetnim vremenskim tackama. Sli¢no tome, PDI je u svim
vremenskim tackama bio ispod 0,2, bez statisti¢ki znacajnih promena tokom vremena, sugerisuci
relativno usku distribuciju veli¢ina, bez koalescencije (Slika 4.23).

Ako se paramear Z-ave formulacije F1 uporedi sa formulacijom F1 CU 3, postoji statisticki
znaCajna razlika (u svim vremenskim taCkama), koja poti¢e od solubilizacije kurkumina i
posledi¢nog povecanja hidrodinamickog dijametra kapi nanoemulzije. Ali, i ova formulacija je
ocCuvala ujednacene vrednosti veli¢ine i distribucije veli¢ina tokom ¢itavog vremena pracenja, bez
statisticki znacajnih promena (Slika 4.23).

Sa druge strane, formulacije sa terpenima (F1_EUC i F1_PIN) pokazuju znac¢ajno manje vrednosti
prosecnog hidrodinamickog dijametra u poredenju sa F1. Kod uzorka F1 EUC zabeleZen je 1
statisti¢ki znacajan porast u vrednosti Z-ave od prve do druge vremenske tacke, koji je u nastavku
perida ispitivanja zadrzao konstantne vrednosti, znacajno ispod 100 nm (Slika 4.24). U poredenju sa
F1, uzorak F1 EUC karakteriSe se zna€ajno Sirom distribucijom veli¢ina kapi. Medutim, osim u
prvoj vremenskoj tacki, ovaj parametar zadrzava vrednosti ispod 0,25, $to opet ukazuje na relativno
usku distribuciju veli¢ina kapi. Sli¢ni nalazi dobijenu su 1 za mikroemulzione sisteme na bazi
terpenskih ulja (Liu 1 sar, 2011). Veée PDI vrednosti bi se mogle objasniti postojanjem dodatne
frakcije kapi manjih dimenizija. Kako je i navedeno, iako se u teoriji to tumaci kao nepovoljno,
zbog veceg rizika za Ostvaldovo sazrevanja, visok udeo surfaktanata, a i pokazani kostabiliSuci
efekat monoterpena obezbeduju dugoro¢nu fizicku stabilnost ovih formulacija, $to je 1 pokazano.
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Slika 4.23. Odabrani parametri fizicke stabilnosti nanoemulzija F1i FI_CU 3
ANOVA: *p<0,05 (Z-ave formulacije F1 24 h nakon izrade u odnosu na Z-ave vrednost
u svim ostalim vremenskim tackama; n=3, srednja vrednost + standardna devijacija)
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Slika 4.24. Odabrani parametri fizicke stabilnosti nanoemulzija FI_EUC i F1_EUC_CU_3
Studentov t-test: *p<0,05 (pH formulacije F1_EUC_CU_3 nakon godinu dana u odnosu
na pocetnu vrednost; N=3, srednja vrednost * standardna devijacija)

89



Formulacija F1_PIN, za razliku od F1 i F1_EUC, pokazuje znacajniju promenu u veli¢ini kapi
tokom vremena (Slika 4.25). Ove promene postaju i vizuelno uocljive nakon 6 meseci, kada se,
nakon muckanja, vidi i blago ,,zaostajanje* formulacije po zidovima bocice. EPR spektroskopijom
je pokazano da se pinen stacionira u medupovrs$inskom sloju, u interakciji sa nepolarnim repovima
surfaktanata. Medutim, njegova struktura je takva da ne favorizuje stvaranje vodoni¢nih veza, pa
medupovrsinski sloj nema ovu dodatnu vrstu interakcija koja doprinosti stabilnosti, kao $to je to
sluc¢aj kod F1_EUC. Njegovo prisustvo na medupovrsini potencijalno uti¢e na smanjenje gustine
stabilizatora, bez dodatnih interakcija sa slojem molekula vode koji su u prvom redu do medufaze,
to moze biti uzrok povecanja veli¢ine kapi tokom vremena. Takode, niza gustina pinena, odnosno
njegove smese sa MCT u odnosu na MCT, eukaliptol i smeSu eukaliptola sa MCT (Tabela 4.8)
ukazuje na to da se moze oc¢ekivati veca podloznost razdvajanju 2 faze kod formulacije sa pinenom.
Sa druge strane, interesantno je da se znacajne promene u veli¢ini tokom vremena ne desavaju kod
formulacije sa kurkuminom (F1_PIN_CU_3), sto mozZe biti posledica prisustva ovog molekula na
medupovrsini, koji, uprkos svojoj hidrofobnosti, ima moguénost stvaranja vodoni¢nih veza sa
vodom na medupovrsinskom sloju (IInytskyi, 2016). Time formira blago orijentisane dipole vode
na medupovrsini, koji doprinose sprec¢avanju koalescencije kapi.
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Slika 4.25. Odabrani parametri fizicke stabilnosti nanoemulzija FI_PINi FI_PIN CU 3:
ANOVA: *p<0,05 (Z-ave formulacije F1_PIN nakon godinu dana u odnosu na Z-ave u
svim ostalim vremenskim tackama; n=3, srednja vrednost + standardna devijacija)

Zeta potencijal, kao mera povrSinskog naelektrisanja, imao je stabilne vrednosti tokom citavog
perioda ispitivanja, bez statisticki zna¢ajnih promena. Iako je ve¢ napomenuto da elektrostaticki
mehanizam nije jedini odgovoran za stabilizaciju datih nanoemulzija, eksperimentalni podaci
pokazuju da nanoemulzije ¢ije kapi imaju negativno naelektrisane monoslojeve amfifila pokazuju
znatno bolju stabilnost u odnosu na formulacije sa pozitivno naelektrisanim ili elektroneutralnim
medupovrSinama. Prisustvo naelektrisanja na medupovrSini obezbeduje manju gustinu pakovanja na
medupovrsini usled postojanja elektrostatickog odbijanja izmedu suprotnih strana medupovrsine,
usled prisustva istoimenog nelektrisanja (Zdrali i sar, 2017).

Prac¢enjem pH vrednosti utvrdeno je da su sve ispitivane formulacije ostale u opsegu koji pogoduje 1
hemijskoj stabilnosti kurkumina, ali i nameravanom putu primene, uz statisticki znac¢ajan pad nakon
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godinu dana jedino kod formulacije F1 _EUC CU. Ali, uprkos rezultatu koji ukazuje na statisticku
znacajnost, dobijene vrednosti su vrlo bliske i ne bi se mogle dovesti u vezu sa odredenim vidom
nestabilnosti formulacije.

Kako je kurkumin izrazito sklon oksidativnoj degradaciji, najveéi izazov upravo predstavlja
oCuvanje njegove hemijske stabilnosti u formulaciji. Tokom perioda pracenja formulacija, nije
doslo da znaGajnog pada u sadrzaju kurkumina (Slika 4.26).

Koncentracija knrkumina (mg/ml)

IN_CU3

o

F1_CU3 F1_EUC _CU3

(==

1

Slika 4.26. Sadrzaj kurkumina u nanoemulzijama sa kurkuminom 24 h nakon izrade i nakon godinu
dana (n=3, srednja vrednost * standardna devijacija)

Treba naglasiti da se ve¢ina oksidativnih reakcija deSava u blizini medupovr§ine nanoemulzionih
kapi (McClements and Decker 2000). U praksi, odabir surfaktanata se najce$ce bazira isklju¢ivo na
njihovoj sposobnosti da obezbede fizi€ku (kineticku) stabilnost formulacije, dok se vrlo malo
paznje obra¢a na njihovu moguénost da zastite bioaktivnhu molekulu koja je solubilizovana u
nanoemulziji (Pan i sar, 2013). Ipak, kao jedna od moguénosti za poboljsanje oksidativne stabilnosti
hemijski nestabilnih solubilizovanih aktivnih molekula, navodi se i ¢injenica da ,,gusto pakovanje®
molekula surfaktanata na medupovrSinskom sloju U/V emulzija deluje kao fizicka barijera
(pro)oksidansima, $to se moze posti¢i pri visokim koncentracijama surfaktanata (kao npr. kod
niskoenergetskih nanoemulzija). Takode, postoje 1 nalazi koji idu u prilog tvrdnji da visak
surfaktanata u vodenoj fazi formira micele koje imaju sposobnost ,,zarobljavanja“ prooksidativnih
hemijskih vrsta (McClements i Decker, 2000). Dodatno, dokazana je i sposobnost lecitina da
blokira permeaciju peroksi radikala koroz medupovr$inu emulzija, Stite¢i solubilizovane aktivne
molekule od oksidacije (Pan i sar, 2013). Dakle, moze se pretpostaviti i da su navedeni faktori
(visoka koncentracija surfaktanata na medupovrsini i1 prisustvo lecitina), uporedo sa odgovaraju¢om
pH vrednosti formulacija, doprineli hemijskoj stabilnosti kurkumina.

Na kraju, moze se zakljuciti da tokom ispitivanog perioda Cuvanja na sobnoj temperaturi nisu

uoceni ni fizicki ni hemijski znaci nestabilnosti placebo nanoemulzija F1 i F1_EUC, dok je kod
formulacije F1_PIN uoceno znacajnije povecanje prosecne veliine kapi tokom navedenog perioda.
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Sve nanoemulzije sa kurkuminom pokazale su se kao stabilne — i fizicki i hemijski, tokom
vremenskog perioda od godinu dana.
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4.3. Rezultati i diskusija treée faze eksperimentalnog rada

Nakon formulacionih ispitivanja i sveobuhvatne fizickohemijske analize u prvoj i drugoj fazi
eksperimentalnog rada, fokus tre¢e faze usmeren je ka odredenim aspektima biofarmaceutske
procene (ispitivanje in vitro oslobadanja kurkumina iz nanoemulzija), te in vitro procenu bioloskih
efekata.

4.3.1. Ispitivanje in vitro brzine oslobadanja kurkumina iz razvijenih nanoemulzija

U cilju preliminarne procene raspolozivosti aktivne supstance iz razvijenih nanoemulzionih sistema,
sprovedeno je in vitro ispitivanje oslobadanja primenom vertikalnih difuzionih ¢elija. Iako za ovaj
tip sistema nema standardnih preporuka o metodologiji ispitivanja, primenje su one koje su date za
polucvrste preparate za primenu na kozi (USP, 2021). Jasno je da se na osnovu in vitro oslobadanja
ne moze doneti sud o bioraspolozivosti aktivne supstance nakon realne primene, ali ovaj vid
ispitivanje moze ukazati na odredene razlike medu formulacijama, odnosno efekat formulacionih i
procesnih parametara na performanse proizvoda (USP, 2021; Shah i sar, 2015). Procena Kinetike
oslobadanja aktivne supstance iz razvijenog farmaceutskog oblika svakako je neophodan element
sveobuhvatne karakterizacije i, logi¢no, namece se pre bilo kakvih in vivo procena.

lako ispitivanje pri finite dose uslovima bolje odgovara primeni u realnim uslovima (Selzer i sar,
2013), usled slabe rastvorljivosti kurkumina i njegove relativno niske koncentracije u ispitivanim
uzorcima, ispitivanje je radeno pod infinite dose uslovima. Prema OECD vodicu, finite dosing za
te¢ne preparate podrazumeva primenu <10 pl/cm? (OECD 428, 2004), $to u slu¢aju formulacije sa
lako isparljivim ekcipijensima (kakve su npr. nanoemulzije sa monoterpenima), moze dovesti do
talozenja supstance na membrani i posledi¢no dobijanja rezultata testa koji ne odgovaraju realnom
stanju (Selzer i sar, 2013). Takode, bez poznavanja ta¢ne terapijske koncentracije aktivne supstance,
nije jednostavno ni odrediti odgovarajucu koli¢inu formulacije koja je adekvatna za ekperimente
pod finite dosing uslovima. Zato je, sa ciljem uocavanja eventualnih razlika u kinetici oslobadanja
medu razvijenim formulacijma, sprovedeno preliminarno ispitivanje pri infinite dosing uslovima. S
obzirom na anticipirani put primene, test je trajao 6 h.

Na Slici 4.27 uocava se da sve tri formulacije imaju linearnu zavisnost kumulativne koli¢ine
oslobodenog kurkumina u funkciji kvadratnog korena vremena (r>>0,99 u sva tri sluéaja), §to
ukazuje na to da se kinetika oslobadanja najbolje moze opisati Higuchi modelom, odnosno da je
oslobadanje kontrolisano difuzijom.
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Slika 4.27. Rezultati ispitivanja in vitro oslobadanja kurkumina iz nanoemulzija F1 _CU 3,

F1 EUC _CU_3iF1 PIN_CU_3 (n=6, srednja vrednost + standardna devijacija)

Takode, jasno se wuoCava ralika u brzinama oslobadanja kurkumina iz nanoemulzija sa
monoterpenima, u odnosu na nanoemulziju F1 (Tabela 4.12). Kumulativna koli¢ina oslobodenog
kurkumina je statisticki znacajno veca kod formulacija FI_EUC_CU_3i F_PIN_CU_3 u odnosu na
F1 CU_3. S obzirom da su sve formulacije niskoviskozne njutnovske te¢nosti, data razlika se ne
moze objasniti razlikama u viskozitetu (koje su 1 naj¢e$¢i uzrok koji dovodi do razlike u
oslobadanju aktivne supstance iz formulacija). Kao logi¢an zaklju¢ak namecée se da je zamena
jednog dela MCT monoterpenima imalo presudan uticaj na performanse emulzija u kontekstu
brzine i koli¢ine oslobodenog kurkumina, i to prevashodno efektima na dinamiku medupovrsinskog
sloja, ¢ine¢i ga fluidnijim i ,lakse prohodnom®. Dodatno, poznato je da je glavna pokretacka snaga
za difuziju aktivne molekule kroz membranu odredena njenom termodinamic¢kom aktivnosc¢u, koja
zavisi od koncentracije i saturacione rastvorljivosti kako u formulaciji, tako i u akceptorskom
medijumu (Walters, 1996). Moguce je i da je nakon 2-3 sata eksperimenta deo eukaliptola iz
F1_ EUC_CU_3, odnosno pinena iz F1_PIN_CU_3 ispario, smanjujuéi saturacionu rastvorljivost
kurkumina u uzorku, $to je povecalo brzinu difuzije/oslobadanja, a time i ukupnu koli¢inu
oslobodenog kurkumina na kraju testa. Svakako, ne moze se ni zanemariti zna¢ajno manja veli¢ina
kapi nanoemilzija F1_EUC_CU_3 i F1_PIN_CU_3, sto je dodatno moglo uticati na adheziju za
membranu i oslobadanje aktivne supstance.

Tabela 4.12. Brzina oslobadanja i ukupna kolicina oslobodenog kurkumina nakon 6 h ispitivanja in
vitro oslobadanja kurkumina iz nanoemulzija primenom Franz-ovih difuzionih celija

Uzorak Brzina oslobadanja Ukupna koli¢ina
(ng/cm?*h) oslobodenog kurkumina na
kraju testa — Qsh (ng/cm?)
F1 CU_3 80,20+6,96 163,21+11,18
F1 EUC_CU_3 115,06 * 3,20* 212,33+2,51*
F1 PIN CU 3 108,08+1,94* 208,33 £ 4,73*

ANOVA: *p<0,05 u odnosu na F1_CU_3 (n=6, srednja vrednosttstandardna devijacija)
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Izracunati procenat oslobodene aktivne supstance iz uzoraka, kod formulacije F1_CU_3 iznosi oko
10%, dok su nanoemulzije sa monoterpenima oslobodile oko 14% kurkumina u periodu ispitivanja.
Poredenjem koli¢ina oslobodenog kurkumina po jedinici povrSine iz ispitivanih formulacija,
redosled nanoemulzija je slede¢i: F1_EUC_CU_3>F1 PIN_CU _3>F1_CU_3.
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4.3.2. Ispitivanje antioksidativnog potencijala nanoemulzija sa kurkuminom

Imajuéi u vidu bioloska svojstva kurkumina kao model aktivne supstance, ispitivanje
antioksidativnog potencijala nanoemulzija u kojima je ona solubilozovan predstavlja znacajan
element u preliminarnoj proceni njihove bioloske efikasnosti, ali i njihove podobnosti da ocuvaju
hemijsku stabilnost inkorporiranog kurkumina.

Kao Sto se i1 fizickohemijska karakterizacija nanoemulzija mora bazirati na ¢itavom setu metoda i
tehnika, tako se ni zakljucak o antioksidativnoj aktivnosti ne moze izneti na osnovu samo jednog
testa, posebno kada se imaju u vidu znacajne razlike koje su u osnovi trenutno etabliranih metoda,
te poteskoce u poredenju rezultata (Alam i sar, 2013). Generalno, antioksidansi mogu neutralisati
slobodne radikale kroz 2 mehanizma (Prior i sar, 2005):

o transferom vodonikovog atoma (engl. hydrogen atom transfer — HAT-based methods),
o transferom elektrona (engl. single electron transfer — SET-based methods).

Naravno, moguce je da molekul ima takva svojstva da su oba mehanizma prisutna, ali jedan je uvek
dominantan.

U kontekstu ispitivanja antioksidativnog potencijala antioksidanasa inkorporiranih u sisteme sa
nanostrukturom (kakve su ispitivane nanoemulzije), vazno je napomenuti i da nanomaterijali mogu
posedovati inherentna antioksidativna svojstva koja poticu od njihove velike specificne povrsine i
moguénosti da adsorbuju ili ,,zarobe* slobodne radikale, sprecavajuci ih tako da nastavljaju lancane
reakcije oksidacije. U cilju dobijanja adekvatnih zakljucaka, i takve osobine nanomaterijala per se
je potrebno proveriti (Valgimigli i sar, 2018).

U cilju Sto kompletnije karakterizacije, u ovom eksperimentalnom segmentu sprovedeni su DPPH 1
FRAP testovi, kao i procena stepena i Kinetike antioksidativne aktivnosti primenom EPR
spektroskopije. Zbog slicnosti u hemijskoj strukturi, kao poredbeni antioksidans koriS¢en je
tokoferol.

DPPH antioksidativni test je spektrofotometrijski test koji se zasniva na neutralizaciji slobodnih
radikala predominantno HAT mehanizmom. Kao rezultat testa mogu se dobiti podaci o procentu
(%) antioksidativnog efekta u funkciji koncentracije antioksidansa, kao i ICso koncentracija, koja je
parameter znacajan za poredenje antioksidativne sposobnosti razlic¢itih antioksidanasa procenjenih
ovom metodom (Amorati i Valgimigli, 2014).

Na Slici 4.28 je prikazana zavisnost procenat neutralizacije DPPH radikala u funkciji koncentracije
antioksidansa — samostalno, kao i u nanoemulzijama. Na osnovu ICso vrednosti (Tabela 4.13),
uoCava se da je efekat kurkumina vrlo blizak tokoferolu — njemu strukturno slicnom 1 vrlo
potentnom antioksidansu. Tokom samog eksperimenta, promena boje se deSava gotovo
momentalno, upucujuci na vrlo brz antioksidativni efekat kurkumina. Pokazano je da je keto-enolna
tautomerija, odnosno keto-enol-enolat ravnoteza heptadienonske strukture kurkumina, uz aktivirani
C-atom, odgovorna za antioksidativni efekat (Jovanovi¢ i sar, 1999). Kao i u slucaju samog
kurkumina (u rastvoru), efekat formulacija je gotovo trenutan. Ipak, ovakav rezultat za
nanoemulzije se mora uzeti sa rezervom, imajuci u vidu uslove izvodenja testa, koji podrazumevaju
primenu organskog rastvaraca (metanola), Sto posledi¢no dovodi do destrukcije nosaca. Kurkumin
biva osloboden iz unutrasnje faze, Sto ga ¢ini dostupnim za brzu reakciju — kao kod rastvora.
Medutim, ovakav nalaz govori u prilog tome da se kroz postupak nanoemulzifikacije stabilnost
kurkumina ocuvala. To je i potvrdeno sprovodenjem istog testa nakon 6 meseci, €iji rezultati nisu
odstupali od efekata sveze pripremljenih formulacija.
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Slika 4.28. Rezultati ispitivanja antioksidativnog potencijala primenom DPPH testa:
a) Rastvor kurkumina i rastvor tokoferola; b) Nanoemulzije sa kurkuminom
(n=3, srednja vrednost + standardna devijacija)

Tabela 4.13. Izracunate 1Cso vrednosti nakon DPPH testa za kurkumin
(rastvora i nanoemulzije) i za tokoferol (rastvor)

Uzorak I1Cs0 (mg/ml)
F1_CU_3 0,0994+00051
F1 EUC_CU 3 0,0929+0,0044
F1 PIN_CU_3 0,0979+0,0040
Kurkumin 0,1028+0,0056
Tokoferol 0,1106+0,0079

ICs0— koncentracija antioksidansa koja neutraliSe 50% slobodnog radikala
(n=3, srednja vrednost + standardna devijacija)

Sa druge strane, primena FRAP testa je upravo pogodna ne samo za procenu antioksidativnog
potencijala pojedina¢nih supstanci, ve¢ 1 hidrofilnih formulacija, s obzirom da se izvodi u vodenoj
sredini. To omogucuje da se uoce potencijalne razlike u aktivnosti izmedu formulacije i Ciste
supstance. Analizom rezultata je utvrdeno da je FRAP vrednost za kurkumin znacajno veca u
odnosu na tokoferol, te da su formulacije imale gotovo isti antioksidativni efekat kao i kurkumin
(Slika 4.29). Izrazeniji efekat kurkumina potice od njegove fenolne strukture koja omogucuje
antioksidativnu aktivnot i SET mehanizmom, kao $to je to pokazano i za neka druga fenolna
jedinjenja (Zugié i sar, 2015; Jovanovi¢ i sar, 1999). Iako bi se mozda moglo oéekivati drugagije,
nisu uocene znacajne razlike izmedu formulacija i rastvora kurkumina. Ovakav rezultat bi se mozda
mogao donekle 1 objasniti upravo podatkom da je kurkumin prisutan na medupovrsini, $to ga Cini
dostupnim za brzi kontakt sa oksiduju¢im agensima iz okoline, bez potrebe za oslobadanjem iz
formulacije.
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Slika 4.29. Izracunate FRAP vrednosti za ispitivane uzorke: kurkumin iz rastvora i iz nanoemulzija,
I tokoferol iz rastvora;
ANOVA: *p<0,05 u odnosu na tokoferol
(n=3, srednja vrednost+standardna devijacija)

Kao pogodna alternativa prethodno opisanim spektrofotometrijskim metodama, predlaze se
evaluacija antioksidativne aktivnosti primenom EPR spektroskopije, posto omogucuje
prevazilazenje potencijalnih problema koji se mogu desiti usled preklapanja apsorpcionih spektara
uzorka sa primenjenim reagensom, uz dodatnu moguénost pracenja kinetike ove reakcije
(Valgimigli sar, 2018, Nawab i sar, 2017). Takode, za razliku od prethodnih metoda, EPR
spektroskopija omogucuje 1 detekciju inherentne antioksidativne aktivnosti nosaca, koja poti¢e od
fizickih interakcija sa slobodnim radikalom, a ne kao posledica hemijskih promena. Takode,
mogucnost izvodenja u vodenoj sredini je znacajna prednost za uzorke koji su tipa U/V
nanoemulzije.

Upravo ovom tehnikom je potvrdena izrazita reaktivnost kurkumina u neutralizaciji slobodnog
radikala, koja se deSava ve¢ u prvom minutu nakon kontakta sa TEMPOL-om (Slika 4.30).
Pracenjem reakcije tokom 30 minuta, ukupan izracunati antioksidativni efekat kurkumina (u
rastvoru) bio je oko 56 % (pri koncentraciji kurkumina 3 mg/ml). Antioksidativha aktivnost
formulacija F1_CU_3, F1_EUC_CU_3i F1_PIN_CU_3 bile su nesto nize (oko 47%, 55% i 49 %,
respektivno), uz identi¢nu kinetiku reakcije sa rastvorom kurkumina — plato se dostigao ve¢ u prvim
minutima reakcije (Slika 4.31a). Nesto nize vrednosti kod nanoemulzija sa kurkuminom su donekle
1 ocekivane, s obzorom na to da je kurkumin u formulacijama solubilizovan, a ne u slobodnom
obliku, kao u rastvoru. Medutim, vazno je napomenuti da je uoCen i odredeni efekat placebo
formulacija na neutralizaciju slobodnog radikala (Slika 4.31a) — oko 5,7% za F1, cak 8% za
F1 EUC, i 59% za F1_PIN. Ovakve performanse placebo formulacija su verovatno posledica
antioksidativne aktivnosti stabilizatora (lecitina pre svega) (Pan i sar, 2013), ali i poznatog
antioksidativnog efekta monoterpena i etarskih ulja ¢iji su oni glavni konstituensi (Chabir i sar,
2011). Pan i sar. (2013) eksperimentalno su pokazali znacajnu barijernu funkciju medupovrsine
nanoemulzija koje u svom sastavu imaju lecitin - u kontekstu zastite solubilizovanih bioaktivnih
jedinjenja od prodora oksidativnih vrsta. Ovakvi zakljucci su potvrdeni i na ovom primeru, kada je
merenje antioksidativnhog potencijala ponovljeno nakon mesec dana. Antioksidativna aktivnost
kurkumina u etanolnom rastvoru opala je za viSe od 70%, dok je aktivnost formulacija ostala skoro
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nepromenjena (Slika 4.31b). Dakle, inkapsulacija kurkumina u dizajnirane nanoemulzije
nedvosmisleno je doprinela njegovoj dugoro¢noj hemijskoj stabilnosti.

—— Tempol
Kurkumin - rastvor 3 mg/ml

T T T T T T
344 346 348 350 352 354

Jacina magnetnog polja (mT)

Slika 4.30. EPR spektar Tempola — samostalno i u prisustvu rastvora kurkumina 3 mg/ml
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Slika 4.31. Antioksidativna aktivnost kurkumina, nanoemulzija sa kurkuminom i odgovarajucih
placebo formulacija a) inicijalno i b) nakon mesec dana cuvanja na sobnoj
temperaturi, zasti¢eno od direktnog izlaganja svetlosti
(n=3, srednja vrednost * standardna devijacija)

Prilikom odabira stabilizatora nanoemulzije, obi¢no se paZnja obra¢a na sposobnosti fizicke
stabilizacije, dok se na dodatne efekte, kao §to je sposobnost sprecavanja oksidacionih procesa,
obraca vrlo malo paznje. To je posebno vazno u slucaju kada inkapsulirani biomolekuli pokazuju
izrazitu oksidativnu osetljivost. Do sada se pristup prevenciji nezeljenih hemijskih promena mahom
bazirao na dodavanju antioksidanasa u neku od faza nanoemulzije. Medutim, s obzirom na
Cinjenicu da se vecina procesa oksidacije deSava upravo na medupovrSinskom sloju nanokapi
(Lomova i sar, 2010; McClements i Dacker, 2000), prisustvo amfifila sa antioksidativhim
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svojstvima ima mnogo veci prakti¢ni znac¢aj u oCuvanju hemijske stabilnosti solubilizovane aktivne
molekule (Pan i sar, 2013). Uz to, sama formulacija se pojednostavljuje, jer nema potrebe za
koris¢enjem dodatnih ekscipijenasa/antioksidanasa.

4.3.3. Invitro procena bezbednosnog profila nanoemulzija i sposobnosti za ostvarivanje
bioloskih efekata

Primena in vitro metodologija u preliminarnoj proceni bezbednosti, a zatim 1 efikasnosti
nanomaterijala predstavlja vrlo vaZzan segment karakterizacije, ¢inec¢i prekretnicu u daljem toku
istrazivanja. Kako bi se procenio bezbednosni profil izradenih nanoemulzija, najpre je sproveden
COMET test (u cilju procene genotoksi¢nosti), a nakon toga i procena citotoksi¢nosti kroz MTT
test. U nastavku, primenom istih metodologija, odabrane formulacije podvrgnute su proceni
efikasnosti u obezbedivanju poznatih bioloskih efekata kurkumina, za koje postoje odredeni
literaturni navodi (antigenotoksi¢ni i antikancerogeni efekti) (Sharam i sar, 2005).

4.3.3.1. Ispitivanje genotoksi¢nog efekta

Na osnovu rezultata COMET testa, poredec¢i efekat F1 formulacije sa PBS-om kao negativnom
kontrolom, evidentno je da nanoemulzija nije izazvala ostec¢enja na DNK humanih ¢elija periferne
krvi. Sli¢no, 1 formulacije sa kurkuminom pokazale su odsustvo genotoksi¢nog efekta, iako je
stepen oStecenja DNK bio neSto izrazeniji (ali ne statisticki znacajno) u poredenju sa placebo
formulacijom i PBS-om (kao negativhom kontrolom) (Slika 4.32). Kako bi se uocilo eventualno
postojanje koncentracionog zavisnog efekta, ispitane su nanoemulzije sa 3 mg/ml (F1_CU_3), 2
mg/ml (F1_CU_2) i 1 mg/ml kurkumina (F1_CU_1). Medutim, u svim slucajevima dobijeni Su
uporedivi rezultati, bez uo¢enog koncentraciono-zavisnog trenda. lako odredene studije navode da

kurkumin moze ispoljiti i cito- i genotoksi¢ne efekte na Celije (Sebastia i sar, 2012), ovde to nije
pokazano.
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Slika 4.32. Rezultati COMET testa: ispitivanje genotoksicnosti razvijenih nanoemulzija
ANOVA: *p<0,05 u odnosu na efekat vodonik-peroksida
(n=6, srednja vrednost+standardna devijacija)
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Sa druge strane, formulacije sa monoterpenima izazvale su zna¢ajna oSteCenja genetskog materijala.
Ovakav rezultat ne treba da bude iznenadujuci, s obzirom na to da su geno- i citotoksi¢ni efekti
monoterpena poznati, posebno kada se primenjuju u visim koncentracijama (Nikoli¢ i sar, 2015). U
ovoj eksperimentalnoj postavci, nanoemulzije su primenjene bez prethodnog razblazivanja, pri
koncentraciji monoterpena od 5%, S$to je verovatno doprinelo ovakvom rezultatu. Takode,
potencijalni bioloski efekti koji se pripisuju monoterpenima, npr. antitumorski ili antivirusni,
upravo se zasnivaju na genotoksi¢nom ili antioksidativnom efektu, kao i na uticaju na brojne
¢elijske signalne puteve (Sobral i sar, 2014; Chaudhary i sar, 2012; Horvathova i sar, 2006). Sli¢no
je 1 sa njihovim uticajem na povecanje dermalne raspolozivosti lekovitih supstanci, koji se, izmedu
ostalog, zasniva na promeni u strukturi i organizaciji lipoproteinskog matriksa stratum corneum-a,
Sto Cesto moze biti u vezi sa nezeljenim reakcijama na kozi (Marwah i sar, 2016). Ta interakcija sa
lipidima i proteinima nije selektivna, te se odredeni stepen ,,toksi¢nosti“ ovih molekula moze
o¢ekivati u in vitro testovima. Sta vise, iako su razli¢iti monoterpeni, odnosno etarska ulja koja ih
sadrze u izrazito visokom procentu, Cesti sastojci kozmetickih i proizvoda prehrambene industrije, i
to najcesce kao mirisne note, poznat je njihov visok potencijal da izazovu reakcije senzitizacije
nakon kontakta sa kozom (EDQM, 2016). Ipak, imaju¢i u vidu specifi¢nost izvodenja testa, uz
direktnu izloZenost ¢elija uzorku, koja ne odgovara uobic¢ajenim uslovima primene, ovakvi rezultati
svakako ne treba da budu striktno uzeti kao dokaz generalne neprihvatljivosti formulacija sa
monoterpenima.

Na osnovu dobijenih rezultata, radi jednostavnije procene efekta koji ispoljava kurkumin nakon
primene u obiku nanoemulzije, za nastavak bioloske karakterizacije odabrane su formulacije bez
monoterpena.

4.3.3.2. Ispitivaje antigenotoksi¢nog efekta

Procena antigenotoksicnog potencijala znacajna je sa aspekta realnog uvida u mogucnosti
kurkumina da ostvari neke od anticipiranih bioloski vaznih uloga, i to nakon primene u obliku
nanoemulzije. Sa tim ciljem, ponovo je sproveden COMET test, ali sada u 2 razli¢ita protokola:
protokol sa predtretmanom i protokol sa posttretmanom.

U protokolu sa predtretmanom, kako bi se procenio efekat kurkumina da prevenira oksidativna
oste¢enja DNK, humani leukociti iz periferne krvi su prvo tretirani odabranim formulacijama, a
zatim, nakon ispiranja, podvrgnuti su delovanju vodonik-peroksida. U drugom protokolu, redosled
je bio obrnut — leukociti su prvo tretirani oksidacionim agensom, nakon Cega su podvrgnuti
delovanju odabranih nanoemulzija, kako bi se procenila moguénost kurkumina iz nanoemulzija da
vr$i oporavak oste¢ene DNK.

I u jednom i u drugom slucaju, pokazan je izraziti antigenotoksi¢ni efekat nanoemulzija sa
kurkuminom (Slika 4.33). S obzirom na tip oStecenja, logi¢no je zakljuciti da je antigenotoksi¢ni
efekat kurkumina u predtretmanu, barem jednim delom, u vezi sa njegovim ve¢ pokazanim
potentnim antioksidativnim svojstvima. Sa druge strane, intenzivna reparacija DNK nakon vec
izvrSenog oSteéenja sugeriSe da neutralizacija slobodnih radikala nije jedini mehanizam za
postizanje ovog bioloski vaznog efekta, ve¢ da je moguce pretpostaviti i da je doSlo do preuzimanja
kurkumina od strane ¢elija (Banajeree i sar, 2008), uz stimulacju enzima odgovornih za reparaciju
DNK i antioksidativnu zastitu u uslovima oksidativnog stresa. Sli¢ni rezultati ve¢ su pokazani i za
neka druga polifenolna jedinjenja (Ghanema i sar, 2012). Sta vige, u prilog ovoj tvrdnji idu i dokazi
o tome da kurkumin povecava intracelularnu koncentraciju redukovane forme glutationa i ucestvuje
u regulaciji ekspresije gena odgovornih za adaptivni odgovor ¢elija na stresne uslove spoljasnje
sredine (Sharma i sar, 2005). I u ovom eksperimentu je ispitano eventualno postojanje
koncentraciono-zavisnog efekta. Medutim, u opsegu 1-3 mg/ml nije primecéena razlika u efektu.
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Interesantno je prokomentarisati 1 da je 1 placebo formulacija pokazala odredenu efikasnost, Sto se
moze dovestu u vezu sa ve¢ prethodno opisanim i uocenim antioksidativnim svojstvima lecitina
(Pan i sar, 2013), ali i moguc¢nos$¢u i da same nanostrukture (micele, nanoemulzione kapi) per se
imaju sposobost ,hvatanja“ prooksidativnih vrsta, sprecavaju¢i ith da vrSe dalja oSteéenja
(McClements i Dacker, 2000).
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Slika 4.33. Rezultati COMET testa: ispitivanje antigenotoksicnog potencijala razvijenih
nanoemulzija u pretretmanu i posttretmanu u odnosu na indukovana ostecenja
vodonik-peroksidom na humanim éelijama periferne krvi
ANOVA: *p<0,05 u odnosu na efekat vodonik-peroksida
(n=6, srednja vrednost +standardna devijacija)

4.3.3.3. Ispitivanje citotoksi¢nosti

U nastavku ispitivanja bezbednosti, sprovedeni su testovi citotoksi¢nosti na HaCaT (normalnim
humanim keratinocitima) i MRC-5 (normalnim fibroblastima plu¢a) ¢elijskim linijama,
inkubiranjem formulacija u razli¢itim koncentracijama tokom 48 h. Ove celije odabrane su na
osnovu anticipiranog puta primene (primena na kozi), budué¢i da su dominantne gradivne celije
epidermisa, odnosno dermisa.

Pracenjem celijske vijabilnosti, pokazano je da na keratinocitima nije doslo do znaCajnog pada u
broju metaboli¢ki aktivnih ¢elija u koncentracionom opsegu od 800 do 12,5 pg/ml kurkumina,
odnosno odgovarajuéih razblazenja nanoemulzije F1_CU 3 i placebo formulacije F1 (Slika 4.34),
Sto je ukazalo na dobar bezbednosni profil. Pra¢enjem efekta na MRC-5 liniju uo¢ene su znacajnije
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promene, pri ¢emu je kurkumin pokazao izrazeniji efekat na celijsku vijabilnost u odnosu na
F1 CU_3. Testni opseg je u ovom slucaju bio nesto uzi — od 200 do 12.5 pg/ml, s obzirom na to da
je znacajan pad u ¢elijskoj vijabilnosti zabelezen pri koncentracijama iznad 25 pg/ml kurkumina u
rastvoru, odnosno iznad 50 pg/ml kurkumina u nanoemulziji i korespondentim razblazenjima
placebo nanoemulzije (Slika 4.35).

Kod kontrolne grupe ¢elija nije bilo promena u metabolickoj aktivnosti, niti u morfoloSkim
karakteristikama.

11 - Raztvor kurlumina
g B Nanoemulaja za kurkuminom
2 1.05 - w Odgovarajuée razblaZenje placeboe nancemulzje
3
a
5

L I
1 T I I T I
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09
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Koncentracija kurkumina {pg/ml). odnosno odgovarajuce razblaienje
placebo nancemulzije

Slika 4.34. Opticka gustuna normalnih humanih keratinocita tretiranih rastvorom kurkumina,
nanoemulzijom F1_CU_3 i placebo nanoemulzijom F1
(n=6, srednja vrednost +standardna devijacija)

Kako bi se procenio efekat kurkumina i nanoemulzija sa kurkuminom na maligne celije, te
potencijalna selektivnost u citotoksi¢énom efektu, isti eksperiment je sproveden na Fem-X c¢elijskoj
liniji (maligni humani melanom), i HeLa liniji (humani cervikalni karcinom) — kao u literaturi ¢esto
koris¢enoj liniji za ispitivanje citotoksi¢nosti. I ovde je trend u promeni metaboli¢ke aktivnosti bio
ocekivan, i1 zavisio je od primenjene koncentrcije uzorka. HelLa linija je pokazala znatnu osetljivost
na sva tri ispitivana uzorka, ali se bolja distinkcija u efektu mogla uociti kod Fem-X linije (Slika
4.35).
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Slika 4.35. Rezultati MTT testa — celijaska vijabilnost (MRC-5, HelLa i Fem-X Celijske linije) u
funkciji  koncentracije kurkumina iz rastvora, kurkumina iz nanoemulzije, i
korespondentnog razblazenja placebo nanoemulzije
(n=6, srednja vrednost tstandardna devijacija)

Ipak, na osnovu podataka o optickoj gustini u funkciji koncentracije uzorka kod MRC-5, Hela i
Fem-X linija (Slika 4.36), vazno je prokomentarisati da se kod uzoraka sa kurkuminom javlja trend
povecéanja opticke gustine pri najvisim koncentracijama, $to je opisan fenomen u literaturi povezan
sa spektroskopskim metodama, koji moze remetiti tacnost dobijenih rezultata (Gioria i sar 2018).
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Slika 4.36. Opticka gustina celija u kulturi (MRC-5, Fem-X i HelLa) u funkciji koncentracije
kurkumina u rastvoru, kurkumina iz nanoemulzije F1 CU 3 i korespondentnih
razblazenja placebo nanoemulzije F1
(n=6, srednja vrednost + standardna devijacija)

Nije neobi¢no da se u toku in vitro ispitivanja nanocestica/nanoemulzija primenom ovih standardnih
tehnika moZe uociti netipi¢an trend u vijabilnosti, odnosno optickoj gustini u funkciji koncentracije.
Npr. u literaturi su opisane nelogi¢ne promene u trendu prezivljavanja (povecanje metabolicke
aktivnosti) kod visokih koncentracija nanomaterijala, koja ne odgovara realnom stanju vec¢ je
posledica interferencije analita u toku samog merenja. Takode, nije redak slucaj da se pri vrlo
niskim koncentracijama uzorka dobije neo¢ekivan pad u metabolickoj aktivnosti, koji je, u stvari,
posledica prevelikog razblaZzenja nanomaterijala, koji dovodi do desorpcije stabilizatora i
naruSavanja strukture sistema, pa oslobodene komponente dovode do povecanog oste¢enja Celija,
Sto nije inherentna karakteristika nanomaterijala sa o¢uvanom strukturom (Gioria i sar, 2018). Ovim
se jo§S jednom pokazuje kolika je neophodnost Sirokog opsega metoda karatkterizacije
nanomaterijala, kojima bi se uocila i prevazisla ograni€enja.

Kada se pogledaju 1Cso vrednosti (Tabela 4.14), vidi se da je solubilizacija kurkumina dovela do
povecanja ICso vrednosti u odnosu na rastvor kurkumina kod HeLa i MRC-5 ¢elijskih linija. Upravo

104



ovakav rezultat dobar je kontekst za komentarisanje dozimetrije prilikom in vitro procene
nanomaterijala. Naime, zbog malih dimenzija i prisutnih stabilizatora, nanomaterijali nisu podlozni
efektima sile gravitacije. Kako ¢elije obi¢no adheriraju za dno bunari¢a, moze se desiti da ne budu
izlozene istoj kolic¢ini uzorka kao kada se ispituju rastvori odredenih aktivnih supstanci, za koje se
zna da se vrlo brzo raspodeljuju u u ¢itavoj zapremini medijuma u bunari¢u. Za razliku od rastvora,
kod nanomaterijala se ne moze tvrditi da je efektivna izloZenost Ccelija uzorku jednaka
koli¢ini/koncentraciji uzorka koji je dodat, $to moze predstavljati potesko¢u u ispitivanjima
citotoksi¢nosti (Rischitor i sar, 2016; Lison i sar, 2008). Interesantan nalaz koji govori u prilog
tome jeste i rad Moore i sar (2019), koji je pokazao da nacin dodavanja uzorka, kada su u pitanju
nanomaterijali, utice na eksperimentalne rezultate. Ispitivani su ,,bolus dodavanje bez mesanja,
bolus dodavanje pra¢eno meSanjem pomocu pipete, i na kraju dodatak ve¢ pripremljenog
razblazenja u ¢elijskom medijumu. Razli¢iti rezultati upravo su dovedeni u vezu sa razliitom
moguc¢noscu da nanocestice dopru do monosloja Cestica, odnosno u razlikama u efektivnoj
izlozenosti ¢elija uzorku.

Table 4.14. I1Cso vrednosti za kurkumin iz rastvora i kurkumin iz nanoemulzije F1_CU_3
na Fem-X, HeLa i MRC-5 éelijskim linijama

1Cso (ng/ml)
Uzorak Fem-X HelLa MRC-5
Kurkumin 70,73+30,89 15,03+0,61 71,17+22,60
F1 CU 3" (izraZeno na kurkumin) 37,87+7,09" 22,89+2.09 67,72+0,48"

ICs0 - koncentracija supstance koja dovodi do pada u ¢elijskoj vijabilnosti od 50%
ANOVA: *p<0,05 u poredenju sa (n=6, srednja vrednost + standardna devijacija)

Sa druge strane, nanomaterijali podlezu i odredenim interakcijama sa ¢elijskim medijumom, pa, u
zavisnosti od veli¢ine, oblika i povrSinskih svojstava, mogu imati razli¢ite transportne mehanizme
preko kojih stupaju u kontakt sa ¢elijama (Cohen i sar, 2014; Cho i sar, 2011; Teeguarden i sar,
2007), a moguca je i adsorpcija biomolekula u ¢elijskom medijumu (npr. proteina), Sto moZe
izazvati promene u veli¢ini i stabilnosti nanomaterijala, uz direktni uticaj na dostizanje celijskog
monosloja i eventualno preuzimanje od strane c¢elija (Cohen i sar, 2014). Kada je u pitanju
dozimetrija nanomaterijala u in vitro testovima, poseban segment zauzima i odredivanje opsega
koncentracija u okviru testa. Na primer, pri vi§im koncentracijama uzorka moze se desiti i
mehanicko ostecenje Celijskog monosloja, usled tzv. preopterecenja Celija (engl. cellular overload),
Sto se, oslanjaju¢i se na uobicajenu praksu u radu sa rastvorima supstanci, moze pogresno
protumaciti kao citotoksi¢ni efekat koji je inherentna Kkarakteristika datog nanomaterijala
(Wittmaack i sar, 2011).

Kako bi se procenila efektivna izlozenost ¢elija nanoc¢esticama u toku testa, Rischtior i sar. (2016)
su predlozili pra¢enje koncentracije nanomaterijala, u nekoliko vremenskih tacaka, u supernatantu
bunari¢a sa celijama u kojima je dodat uzorak, i poredenjem koncentracije nanomaterijala u
supernatantu bunari¢a u kome je prisutan samo medijum, bez ¢elija. Medutim, ovakav pristup bi se
mogao primeniti samo na nanomaterijale koji pokazuju apsorpciju u UV/VIS delu spektra.

Oslanjaju¢i se na navedene izazove in vitro testova nanomaterijala, kako bi se procenio efekat
¢elijskog medijuma na veli¢inu, stvaranje protein korone ili agregaciju nanoemulzionih kapi i
mogudi uticaj na rezultate in Vitro ispitivanja citotoksi¢nosti, nanoemulzije su razblazene ¢elijskim
medijumom u koncentraciji koja odgovara razblazenju koris¢enom tokom ispitivanja veliCine
primenom DLS-a (in situ tehnika). Zatim su, nakon 10, 60 i 180 min odredeni Z-ave i PDI.
Dodatno, diperzije nanoemulzionih kapi snimljene su i AFM-om (ex situ tehnika), sa ciljem da se
uoce eventualno prisutni adsorbovani slojevi biomolekula ili specifi¢ne interakcije kapi.
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Obradivanjem dobijenih rezultata, a i prostim osvrtom na konkretne vrednosti, primenom DLS-a
nisu detektovane promene u veli¢ini i distribuciji veli¢ina kapi u odnosu na vrednosti koje se
dobijaju razblaZzivanjem u visokopre¢is¢enoj vodi (Slika 4.37). Medutim, kada se pogledaju
mikrografije dobijene nakon AFM-a, uocava se izvesno povecanje veli¢ine kapi (Slika 4.38). Vrlo
verovatno, dati nalazi korespondiraju sa interakcijom kapi sa slozenim ¢elijskim medijumom uz
stvaranje protein korone — sloja adsorbovanih proteina na povrSini nanoemulzionih kapi. Ovaj
fenomen moze uticati na kontakt nanomaterijala sa ¢elijama, i to u oba smera — moze olakSati
kontakt i preuzimanje ili pak smanjiti intenzitet interakcija (Monopoli i sar, 2012; Walkey i sar,
2012; Lynch i sar, 2009). Pokazano je da komponente iz bioloskog okruZenja (dominantno proteini)
utiCu na prepoznavanje nanostruktura od strane celija. Drugim rec¢ima, ishodi interakcije
nanostruktura sa c¢elijama, barem delimi¢no, ovise 0 identitetu protein korone i vremenu
zadrzavanja na povrSini nanostrukture (Albanese i sar, 2014). Nepodudaranje nalaza dve
primenjene tehnike mozda je posledica upravo nesavrSenosti batch mode DLS-a da primeti fine
razlike u veliCini. Ipak, za potvrdu ovakvih tvrdnji bilo bi neophodno sprovesti detaljniju procenu
uzoraka, primenom metoda koje bi obezbedile taéno odredivanje prisustva i vrste adsorbovanih
proteina.
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Slika 4.37. Pracenje hidrodinamickog precnika i distribucije veli¢ina naoemulzionih kapi nakon
inkubacije nanoemulzije u hranljivom ¢éelijskom medijumu nakon 10, 60 i 180 minuta: a)
placebo nanoemulzija — F1, b) nanoemulzija sa kurkuminom — F1_CU_3
(n=3, srednja vrednost + standardna devijacija)
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Slika 4.38. AFM mikrografije nanoemulzija nakon inkubiranja u hranjivom Celijskom medijumu;
placebo nanoemulzija — F1: a) 2D topografija, b) 3D topografija, c) “signal greske”;
Nanoemulzija sa kurkuminom — F1_CU_3: d) 2D topografija, €) 3D topografija, f)
“signal greske”

U svakom slucaju, eksperimenti na celijskim linijama pokazali su odlican bezbednosni profil
nanoemulzija na humanim keratinocitima, koji su ujedno i glavni konstituensi epidermisa. Dodatno,
znaCajan citotoksi¢ni efekat nanoemulzija sa kurkuminom prema maligno transformisanim
¢elijskim linijjama pokazao je efikasnost i odredenu selektivnost u ispoljavanju citotoksicnih
efakata.

4.3.3.4. Analiza ¢elijskog ciklusa

Kako bi bolje rasvetlio tatan mehanizam delovanja kurkumina i nanoemulzija sa kurkuminom,
odnosno kako bi se odredilo u kojoj fazi ¢elijskog ciklusa se desava zastoj u metabolickoj aktivnosti
¢elija, sprovedena je analiza Celijskog ciklusa na Fem-X i HeLa linijama. Kako bi se detektovao
efekat primenjene koncentracije, eksperimenti su uradeni pri 2 koncentracije — 1Cso i 21Cso.

Kod Fem-X ¢elija tretiranih kurkuminom u nizoj koncentraciji (ICso), zastoj u ¢elijskom ciklusu
primecen je u subGl, S i G2/M fazama, dok 24 h nakon primene 2ICsp veéina Celija vise nije
pokazivala metaboli¢ku aktivnost. F1_CU_3 u koncentraciji ICso dovela do akumulacije u S i G2/M
fazama. Pri koncentraciji 2I1Csp doslo je do viSestrukog povecanja ¢elija u SubG1 fazi u poredenju
sa kontrolnom grupom (Slika 4.39).

HelLa c¢elije tretirane obema koncentracijama kurkumina (u rastvoru) pokazale su akumulaciju ¢elija
u G2/M, dok se primenom nanoemulzije sa kurkuminom doslo do akumulacije ¢elija u subG1 i
G2/M fazi. Medutim, 24 h nakon primene 2 1Csq kurkumina u nanoemulzijama, veéina ¢elija nije
bila ziva (Slika 4.40).

Neovisno o koncentraciji, kada se uporedi sa kontrolnom grupom ¢elija, uzorak F1 nije doveo do
primetnih razlika u celijskom ciklusu kod HeLa c¢elija, dok je kod Fem-X celija doslo do
akumulacije u G2/M fazi (Slike 4.39 i 4.40).
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Slika 4.39. Rezultati analize celijskog ciklusa na Fem-X Celijskoj liniji, 24 h nakon tretmana
ispitivanim uzorcima: ICso koncentracija kurkumina iz rastvora (c); 1Cso i 2ICso
koncentracije kurkumina iz nanoemulzije (d), korespondentna razblaZenja placebo

nanoemulzije F1 (b)
ICso0 — koncentracija kurkumina (odnosno korespondentno razblazenje placebo

nanoemulzije) koja dovodi do smanjenja vijabilnosti ¢elija za 50%
(n=3, srednja vrednost + standardna devijacija).
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Slika 4.40. Rezultati analize celijskog ciklusa na HelLa Celijskoj liniji, 24 h nakon tretmana
ispitivanim uzorcima: ICso i 21Csp koncentracije kurkumina iz rastvora (c); ICso i 21Cso
koncentracije kurkumina iz nanoemulzije (d), korespondentna razblazenja placebo

nanoemulzije F1 (b)
ICs0 — koncentracija kurkumina (odnosno korespondentno razblaZenje placebo

nanoemulzije) koja dovodi do smanjenja vijabilnosti ¢elija za 50%
(n=3, srednja vrednost + standardna devijacija)
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Prikazani rezultati pokazuju da su ispitivani uzorci sa kurkuminom doveli do znacajnih promena u
broju ¢elija u razli¢itim fazama celijskog ciklusa, ali nije se mogao uociti zajednicki $ablon po
kome se navedene promene deSavaju. Ovo nije jedinstven slucaj u literaturi (Antonijevi¢-Nikoli¢ i
sar, 2019) i verovatno je u vezi sa ¢injenicom da kurkumin ostvaruje efekte na celije brojnim
mehanizmima, interagujuéi sa velikim brojem signalnih puteva (Wang i sar, 2019). Ipak, moze se
izvesti zakljucak da se zastoj u celijskom ciklusu najéesce javljao u G2/M i subG1 fazama, dok je
koncentraciona zavisnost pokazana kod Fem-X celija. Zastoj u G2/M fazi ukazuje na uticaj uzorka
na mitozu (Di Paola, 2002; Tyagi i sar, 2002), dok akumulacija u subG1 fazi moze ukazivati na
apoptozu (Li i sar, 2018). Medutim, mehanizme koji su odgovorni za dobijene efekte neophodno je
detaljnije ispitati metodama molekularne biologije, kako bi se uocilo eventualno postojanje
zajedni¢kog mehanizma, ili utvrdila razliCitost u efektima u zavisnosti od celijskog tipa i
mikrookruZzenja.

4.3.4. Invivo studija bezbednosti placebo nanoemulzija

Lokalna primena dermalnih preparata povezana je sa promenama u barijernim svojstvima koze, §to
moze izazvati i ispoljavanje odredenih nezeljenih reakcija, posebno ukoliko formulacije sadrze
relativno visok udeo surfaktanata (kao $to je slucaj sa nanoemulzijama izradenim niskoenergetskim
postupcima), i neke druge pojacivace penetracije. Nanoemulzije koje su predmet 0vog istrazivanja
sadze 10% surfaktanata, pri cemu je dominantno prisutan polisorbat 80 — nejonski surfaktant. lako
se za ovaj tip surfaktanata navodi da su relativno blagi za kozu, dodatno prisustvo monoterpena
moze izmeniti bezbednosni profil datih formulacija. 1z tog razloga, sprovedena je in vivo studija
bezbednosti placebo formulacija (F1, F1_EUC, F1_PIN) primenom tehnika bioinZinjeringa koze, u
uslovima koji realnije oslikavaju potencijalnu primenu, kroz pracenje parametara TEWL, El i SCH.

Dodatno, kako bi se procenila dinamika pojavljivanja eventualnih promena, nakon merenja bazalnih
vrednosti, isti parametri su odredeni 15, 60 i 120 minuta po nanoSenju uzoraka. Takode, kako bi se
stekao kompletniji uvid, test mesta su posmatrana i vizuelno, a ispitanici su zamoljeni da prijave
bilo kakve senzacije koje osete (npr. peckanje, zatezanje koze, i sl.), a koje se mogu dovesti u vezu
sa primenom formulacija. Na Slici 4.41. prikazane su apsolutne promene u vrednostima ispitivanih
parametara u svim vremenskim tackama i za svakog ispitanika.
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Slika 4.41. Rezultati in vivo procene bezbednosti placebo nanoemulzija F1, F1_EUC i F1_PIN kroz
pracenje apsolutnih promena parametara EI, TEWL i SCH 15, 60 i 120 minuta po
nanosSenju formulacija, kao i pracenjem promena istih parametara na netretiranom
mestu (netretirana kontrola): a) promena ispitivanih parametara na netretiranom
mestu; b) promena El; ¢) promena TEWL; d) promena SCH
(n=4, srednja vrednost + standardna devijacija)

Kao primarni parametar koji moze kvantifikovati promene kao §to su crvenilo i iritacija, izmerene
su vrednosti El. Tako se kod pojedinih ispitanika mogao uociti trend povecanja EI u odnosu na
bazalnu vrednost, date promene se ne bi mogle okarakterisati kao znacajne s obzirom na velike
inter-, ali i intraindividualne varijabilnosti kod ovog tipa merenja. Dodatno, kod istih ispitanika,
sli¢ne promene su uocene 1 na mestima koja su oznafena kao netretirana kontrola, $to dodatno
potvrduje izneti zakljucak. Takode, pregledom tretiranih mesta nije se moglo ustanoviti postojanje
crvenila, a anketiranjem ispitanika konstatovano je da formulacije nisu izazivale peckanje, niti bilo
kakvu drugu vrstu neprijatnosti koja bi bila posledica neZeljenih efekata na kozi.

Na sam integritet kozne barijere bolje mogu ukazati vrednosti TEWL, koje su bile ujednacene
tokom ispitivanja, i nisu uo¢ena povecanja ni u odnosu na bazalne vrednosti, niti u odnosu na
netretiranu kontrolu, ni za jedan uzorak, ni u jednoj vremenskoj tacki. Ovakvi nalazi ukazuju na
dobar bezbednosni profil, uprkos prisustvu monoterpena u nekim od ispitivanih uzoraka.

Promene u vrednostim SCH na test mestu formulacije F1 pratile su promene netretirane kontrole.
Takode, kod istog uzorka, porast u SCH bio je najveci u prvoj vremenskoj tacki (15 minuta nakon
nanosenja formulacije), §to se mozZe povezati i sa velikim udelom vode u formulaciji, ali bez
statisticke znacajnosti u odnosu na naredne dve vremenske tacke. Promene SCH ni na test mestima
za F1_EUC i F1_PIN nisu bile znac¢ajno promenjene u odnosu na bazalnu vrednost, iako je, upravo
zbog isparljivosti monoterpena, i posledicnog potencijala da isuse kozu, bilo sasvim opravdano
ocekivati 1 blagu dehidrataciju koze na test mestima koja su tretirana uzorcima sa monoterpenima.
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Zbog malog broja ispitanika, na osnovu prikazane studije se ne moze izvesti potpun i definitivan
zakljucak. Ipak, preliminarni rezultati ukazali su na to da su placebo nanoemulzije pokazale dobar
bezbednosni profil, bez ispoljavanja nezeljenih reakcija na kozi ispitanika.

4.4. Rezultati i diskusija etvrte faze eksperimentalnog rada

Kako je ve¢ napomenuto, cilj Cetvrte faze eksperimentalnog rada, jednim delom, posvecen je
razvoju dermalnog adhezivnog sistema za isporuku aktivne supstance u kozu primenom
jontoforeze. Kako bi se uspostavio adekvatan protokol za sprovodenje samog postupka jontoforeze,
na pocetku su varirani uslovi u pogledu napona izvora struje, i duzine trajanja jontoforeze, odnosno
primene kontinuiranog ili intermitentnog protoka elektricne energije kroz kozu. Nakon sprovedene
in vivo studije, protokoli koji nisu ispoljili neZeljene efekte na kozi ispitanika, odabrani su za dalji
rad.

U nastavku poslednje faze eksperimentalnog rada, sprovedena je in vivo procena penetracije
kurkumina primenom tape stripping metode, i analiziran je i uporeden efekat hemijskih pojacivaca
penetracije (eukaliptola i pinena), odnosno jontoforeze kao fizicke metode za poboljSanje dermalne
raspolozivosti kurkumina.

4.4.1. Odabir eksperimentalnih uslova za sprovodenje jontoforeze: in vivo studija bezbednosti

Kako bi se stekao uvid u efekte jontoforeze na kozu i njena barijerna svojstva, u okviru in vivo stuje
koja je ukljucila 8 ispitanika, ponovo su pra¢eni EI, TEWL 1 SCH. Kako bi se pokrio ve¢i broj
razli¢itih protokola za primenu jontoforeze, ispitane su 3 kombinacije koje su ukljucile sledece
uslove:

o kontinuirani protok struje tokom 15 minuta — 15-0;
o diskontinuirani protok — 5 minuta protoka uz 1 minut pauze (3 ciklusa) — 5-1;
o diskontinuirani protok - 3 minuta protoka uz 2 minuta pauze (5 ciklusa) — 3-2.

Dakle, ukupno trajanje protoka struje kroz kozu je bilo isto za sve ispitivane protokole — 15 minuta.

Kao izvor napajanja kori§¢ene su spregnute baterije od 32 V i 9 V, odnosno samo baterijaod 9 V. U
prvom slucaju, kada su oba izvora napajanja koriS¢ena u sprezi, odmah po ukljucivanju protoka
struje, osetilo bi se izrazeno peckanje i toplota na mestu na kome su pri¢vrs¢ene elektrode na kozi,
koji bi dovodili do pojave crvenila. Zbog neprijatnog propratnog osecaja, i potencijalnog ostecenja
koze koje se moglo javiti kod odredenih ispitanika, u eksperimentalnoj postavci je nadalje kori§¢en
jedino izvor napajanja od 9 V.

Merenje parametara EI, TEWL i SCH sprovedeno je na mestima koja odgovaraju i katodi i anodi,
kao i na mestu oznacenom kao netretirana kontrola.

Kod protokola 3-2, nakon merenja EI i poredenjem sa netretiranom kontrolom, vrednosti su se
statisticki zna€ajno promenile na mestu katode i na mestu anode, i to u prvoj vremenskoj tacki,
nakon Cega su se vrednosti ovog parametra vracale na bazalne (Slika 4.42d). Tada se i vizuelno
moglo uociti blago crvenilo koje je prolazilo nakon 15-ak minuta. Takode, sami ispitanicu su
navodili da bi kod ovog diskontinuiranog protoka struje osetili neSto $to su opisivali kao ,,blago i
povremeno golicanje®, koje nisu okarakterisali kao neprijatno. Kako bi se bolje uocile promene u
barijernim svojstvima koze, analitirane su vrednosti TEWL. Ova merenja su ukazala na znacajne
promene u prvoj vremenskoj tacki - i kod mesta za katodu i kod mesta za anodu (Slika 4.42e).
Vrednosti SCH nisu pokazale znacajne promene tokom ispitivanja (Slika 4.42f).

Kod protokola 5-1 pokazalo se da je jedina znacajna promena bila porast vrednosti EI na mestu
anode, u odnosu na netretiranu kontrolu, i to samo u prvoj vremenskoj tacki (Slika 4.429), ali to nije
bilo praceno vidljivim povecanjem crvenila. Svi ostali parametri bili su ujednaceni tokom
eksperimenta, bez zna¢ajnih promena u odnosu na netretiranu kontrolu (slike 4.42h i 4.42i).
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Protokol kod koga je protok struje bio kontinuiran, nije pokazao znacajne promene ispitivanih
parametara ni na jednom test mestu, ni u jednoj vremenskoj tacki (slike 4.42a, 4.42b i 4.42c).
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Slika 4.42. Rezultati in vivo procene bezbednosti predlozenih protokola jontoforeze (15-0; 3-2 i 5-

1) kroz pracenje apsolutnih promena parametara EI, TEWL i SCH 15, 60 i 120 minuta
po zavrSetku jontoforeze, kao i pracenjem promena istih parametara na netretiranom
mestu (netretirana kontrola); protokol 15-0: a) apsolutne promene EI, b) apsolutne
promene TEWL, c) apsolutne promene SCH; protokol 3-2: d) apsolutne promene El, e)
apsolutne promene TEWL, f) apsolutne promene SCH; protokol 5-1: g) apsolutne
promene EIl, h) apsolutne promene TEWL, i) apsolutne promene SCH; netretirana
kontrola: j) apsolutne promene El, k) apsolutne promene TEWL, 1) apsolutne promene
SCH

(n=8, srednja vrednost + standardna devijacija)

Sveukupnom analizom, moze se zakljuciti da ispitivani protokoli jontoforeze ne izazivaju nezeljene
promene na kozi. Iako su kod protokola 3-2 i 5-1 uocena povecanja u vrednostima EI i/ili TEWL u
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prvoj vremenskoj tacki, te promene nisu bile takvog karaktera koji bi podrazumevao bezbednosni
rizik po ispitanike. Takode, odredeni stepen povecanja bio je i ocekivan, s obzirom na ulogu
jontoforeze u isporuci aktivnih supstanci u kozu. 1z navedenih razloga, sva tri ispitivana protokola
su ukljucena u dalja ispitivanja u domenu procenjene njihove efikasnosti u dermalnoj isporuci
kurkumina.

4.4.2. In vivo procena penetracije kurkumina kroz koZu nakon primene nanoemulzija:
poredenje efekata hemijskih pojacivaca penetracije i jontoforeze

Kako bi se procenila penetracija kurkumina kroz kozu nakon primene nanoemulzija, odnosno
predlozenih protokola jontoforeze, sprovedena je dermatofamakokineticka analiza primenom tape
stripping tehnike, u in vivo studiji koja je ukljucila 4 ispitanika. Kod procene efekta jontoforeze,
primenjena je samo nanoemulzija F1_CU 3 (bez hemijskih poja¢ivaca penetracije). Na ovaj nacin
omoguceno je da se proceni efekat nanoemulzija izmedu sebe (F1_CU_3, F1_ EUC CU 3 i
F1 PIN_CU_3), tj. efekat hemijskih poja¢ivaca penetracije, te efekat jontoforeze tako Sto e se
pratiti penetracija kurkumina iz formulacije F1_CU_3 samostalno, a zatim i uz primenu sva tri
protokola jontoforeze. Dodatno, ovakav eksperimentalni protokol ukazace i na postojanje razlika u
penetraciji kurkumina primenom jontoforeze kada se koristi kontinuirani i diskontinuirani protok
elektri¢ne energije.

4.4.2.1. Odredivanje penetracionog profila kurkumina iz nanoemulzije uz primenu jontoforeze

Kurkumin ima 3 pKa vrednosti: pKai=7,8, pKa2=8,5 u pKas=9,0 (Tennesen i sar, 2001), koje
ukazuju na to da je pri pH vrednostima 3-7 nenaelektrisan. Dodatno, kako je pH formulacija veca
od pl koze, moze se zakljuciti da bi, prilikom primene jontoforeze, glavni mehanizam odgovoran za
transport kurkumina kroz kozu bila elektroosmoza. Dakle, u predlozenom eksperimentalnom
protokolu, nanoemulzija sa kurkuminom nanesena je na mesto koje odgovara anodi — anoda je bila
»aktivna elektroda®. Ipak, zbog lipofilnosti kurkumina, o¢ekuje se i odredeni doprinos pasivne
difuzije u njegovom dopremanju u kozu.

Na slici 4.43a prikazan je penetracioni profil kurkumina iz nanoemulzije F1_CU_3, nakon primene
sva tri predlozena protokola jontoforeze. U sva tri slucaja, jontoforeza je dovela do skoro
dvostrukog povecanja koli¢ine penetrirane supstance po jedinici povrsine u poredenju sa F1_CU_3
bez primene jontoforeze. Medutim, uprkos literaturnim navodima da diskontinuirani protok moze
biti efikasniji u dermalnoj isporuci u poredenju sa kontinuiranim (Gratieri i Kalia, 2017), ovde to
nije pokazano. Naime, za sva tri testirana nacina ekspozicije elektricnoj energiji, nisu uocene
statisticki znacajne promene u ukupnoj koli¢ini kurkumina koji je penetrirao kroz kozu (Qs-
2=7,04£3,21 ug/cmz; Q5.1=6,66+2,11 ug/cmz ; Q15.0=6,96+3,21 ug/cmz; Qbezjontoforeze, uz skidanje adhezivne
wrake=3,49+0,70 pg/cm?). U prilog tome govori i koli¢ina ekstrahovanog kurkumina po jedinici
povrsine za svaku primenjenu traku (Slika 4.43c). Dodatno, na osnovu rezulata studije iritacije
jontoforeze, mogla se ocekivati blaga prednost diskontinuiranog protokola (pre svega 3-2), s
obzirom na povecane vrednosti EI i TEWL koje su dobijene u prvim vremenskim tackama.
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Slika 4.43. Penetracioni profili kurkumina odredeni u in vivo studiji primenom tape stripping
metode: a) penetracioni proflili dobijeni nakon primene nanoemulzije F1_CU_3 uz
Jjontoforezu (poredenje 3 protokola jontoforeze); b) penetracioni profili kurkumina iz
nanomulzija (procena uticaja hemijskih pojacivaca penetracije uz modifikaciju
protokola), ¢) Ukupna kolicina kurkumina ekstrahovana sa svake trake, po jedinici
povrsine kod protokola sa jontoforezom; d) Kumulativne kolic¢ine ekstrahovanog
kurkumina — jontoforeza vs. hemijski pojacivaci penetacije (uz modifikaciju protokola)
ANOVA: *p<0,05 u poredenju sa F1_CU_3; #p<0,05 u poredenju sa svim F1_CU 31
formulacijama sa hemijskim pojaciva¢ima penetracije (n=4, srednja vrednost *
standardna devijacija)

Ovde treba napomenuti da sam adhezivni nosa¢ za elektrodu uklanja odredeni deo stratum
corneum-a nakon skidanja elektrode sa koze, a time i jedan deo kurkumina sa povrSine. Kako bi se
na adekvatan nacin uporedile koli¢ine aktivne supstance koja je penetrirala kroz kozu uz primenu
jontoforeze, sa koli¢inom koja je penetrirala bez primene ove metode, uradeno je prilagodavanje
protokola. Tape stripping na mestu gde je primenjena samo nanoemulzija sa kurkuminom (bez
jontoforeze) uraden tako S$to je na tom test mestu adhezivna traka sa elektrodom ipak postavljena, a
zatim uklonjena nakon 15 minuta. Na taj nacin je protokol prilagoden, tako da se u svakom od
ispitivanih slu¢ajeva uklonila ista koli¢ina kurkumina (odnosno povrSinskih slojeva stratum
corneum-a), sto je obezbedilo adekvatno poredenje rezultata.

Navedeni izostanak razlike u efikasnosti isporuke jontoforeze kontinuiranog u odnosu na
diskontinuirani protokol moze biti posledica i relativno malog broja ispitanika u studiji, ali i toga da
je, uprkos postojanju diskontinuiteta u protoku struje, efektivno trajanje protoka i pauze bilo istog
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reda veli¢ina. U nekim buduc¢im eksperimentima, korisno bi bilo ispitati i efekte koji se dobijaju pri
mnogo kra¢im vremenskim intervalima protoka i pauze.

4.4.2.2. Odredivanje penetracionog profila kurkumina iz nanoemulzija — procena efekata hemijskih
pojacivaca penetracije

Nasuprot nalazima koji su dobijeni tokom ispitivanja jontoforeze, poredenjem rezultata nakon
primene nanoemulzija (bez jontoforeze), uocena je znacajna razlika u ukupnoj koli¢ini kurkumina
koji je penetrirao kroz povrSinske slojeve koze. Kao $to se moze videti sa slike penetracionog
profila kurkumina (slike 4.44a i 4.44b), najuspesnija formulacija bila je F1 EUC CU 3, zatim
F1_CU_3, dok je najmanje uspe$na bila formulacija F1_PIN_3 (Tabela 4.15).

Tabela 4.15. Kumulativna kolicina kurkumina koja je penetrirala kroz povrsinske slojeve koze po
Jjedinici povrsine iz ispitivanih nanoemulzija

Formulacija Ukupna koli¢ina kurkumina Kkoja je
penetrirala kroz stratum corneum po
jedinici povrSine (ng/cm?)

F1 CU 3 30,62+2,62
F1_EUC_CU_3 34,24+5,68"
F1 PIN_CU 3* 21,61+4,01%

ANOVA: *p<0,05 u poredenju sa F1 CU 31 F1 EUC CU 3; #p<0,05 u poredenju sa F1_CU 3
(n=4, srednja vrednost * standardna devijacija)

Ovakav nalaz nije u potpunosti oc¢ekivan, s obzirom na ¢injenicu da se formulacija sa pinenom
pokazala daleko manje uspesnom u dermalnoj isporuci kurkumina u poredenju sa nanoemulzijom
koja nije sadrzala monoterpene. Veca ukupna koli¢ina penetriranog kurkumina iz formulacije
F1 EUC CU 3 i F1 CU_3 u odnosu na F1 PIN_CU_3 mogla bi se objasniti razlikama u
rastvorljivosti kurkumina u dva primenjena monoterpena i u MCT. Naime, odredena rastvorljivost u
eukaliptolu bila je oko 4,18 mg/ml, u MCT 1,67 mg/ml, dok je u pinenu visestruko manja — oko
0,21 mg/ml. U sluéaju F1_EUC_CU 3, takve razlike mogle su dovesti do vece termodinamicke
aktivnosti kurkumina nakon isparavanja monoterpena sa koze, uz posledi¢no bolju penetraciju kroz
stratum corneum. Sa druge strane, bolja rastvorljivost u MCT u odnosu na pinen mogla je dovesti
do znafajnije interakcije aktivne supstance sa endogenim lipidima, i na taj nain doprineti
penetraciji, koja se nije mogla ostvariti nakon primene F1_PIN_CU_3.

Ovakvi rezultati podvlace znacaj procene interakcija na molekularnom nivou, na konkretnom
uzorku, ukazuju¢i na nedovoljnu pouzdanost opstih zaklju¢aka. Dakle, iako bi se ocekivalo da
formulacija sa monoterpenom uvek bude superiorna u kontekstu dermalne raspoloZivosti u odnosu
na onu koja ne sadrzi penetracione inhensere, pokazalo se da su fiziCkohemijska svojstva aktivne
supstance i njena rastvorljivost u odabranim komponentama masne faze nanoemulzije presudna za
ostvarivanje ispitivanih efekata.
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Slika 4.44. Penetracioni profili kurkumina odredeni u in vivo studiji primenom tape stripping
metode: b) penetracioni profili kurkumina iz nanomulzija (procena uticaja hemijskih
pojacivaca penetracije), b) Ukupna kolicina kurkumina ekstrahovana sa svake trake,
po jedinici povrsine nakon primene nanoemulzija sa kurkuminom; c¢) kumulativne
kolicine ekstrahovanog kurkumina — poredenje efikasnosti nanoemulzija
ANOVA: *p<0,05 u poredenju sa F1 CU 3
(n=4, srednja vrednost + standardna devijacija).

4.4.2.3. Hemijski pojacivaci penetracije vs. fizicke metode za poboljsanje dermalne raspoloZivosti
kurkumina: poredenje rezultata

Konac¢no, ako se uporede ukupne koli¢ine kurkumina koji je penetrirao kroz stratum corneum po
jedinici povrsine, moze se videti da je jontoforeza bila statisticki znac¢ajno uspesnija u isporuci
kurkumina u odnosu na formulacije sa hemijskim poja¢iva¢ima penetracije (Slika 4.43d). | ovde je,
sa ciljem adekvatnog poredenja, sprovedena mala izmena u protokolu uz primenu adhezivnog
nosaca sa elektrodom i na onim mestima gde nije primenjena elektricna energija.

Ovakvi nalazi su vrlo znacajni imaju¢i u vidu da je ovde kurkumin posluzio kao model supstanca,
iako ne predstavlja molekulu koja je po svojim fizickohemijskim karakteristikama prvi izbor u
pogledu primene jontoforeze u dermalnoj isporuci. Takode, odredeni nedostatak ove studije ogleda
se u tome Sto je jontoforeza primenjena relativno kratko vreme, svega 15 minuta. Bilo bi logi¢no
ocekivati da bi se u toku duzeg vremena ekspozicije mogle ocekivati 1 vece koli€ine supstance u
dubljim slojevima koze. Medutim, s obzirom na raspolozivu metodologiju, u slucaju penetracije u
dublje slojeve, primenom tape stripping tehnike date koli¢ine se ne bi mogle adekvatno
kvantifikovati. Takode, prikazane apsolutne vrednosti ukupne koli¢ine kurkumina koji je penetrirao
kroz povrsinske slojeve kozZe u eksperimentu sa jontoforezom manje su od realnih, s obzirom na veé
napomenuti nedostatak koji se ogleda u uklanjanju znacajnog dela korneocita putem adhezivnog
nosaca za elektrode. Ipak, i ovakav eksperimentalni pristup obezbedio je uvid u efekte i trend koji
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se moze oc¢ekivati nakon primene elektricne energije u okviru stimulisane dermalne isporuke
aktivne supstance.
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S.

ZAKLJUCAK

5.1. Zakljucak prve faze eksperimentalnog rada

(@]

Nakon selekcije ekspcipijenasa, primenom spontanoemulguju¢eg postupka kao
niskoenergetske metode izrade, pripremljene su nanoemulzije sa trigliceridima srednje
duzine lanca kao masnom fazom, smeSom polisorbata 80 i lecitina soje (u odnosu 9:1) kao
stabilizatorima 1 visokopre¢is¢enom vodom kao vodenom fazom. Kroz set eksperimenata,
rasvetljeni su neki od fundamentalnih aspekata odgovornih za nastanak nanoemulzija kroz
niskoenergetski postupak. Pokazano je da, pri odabranim ekspcipijensima i njihovim
konkretnim udelima, na samom kontaktu masne i vodene faze, usled infiltracije smeSe
masne faze i stabilizatora u vodenu fazu, dolazi do stvaranja visokoviskozne lamelarne
teCnokristalne strukture, koja se daljim meSanjem transformiSe 1 ,otkida“, dajuci
dispergovane kapljice ulja stabilisane slojem emulgatora.

Pra¢enjem faznog ponasanja u sistemu sa 10% m/m masne faze, pokazano je da
nanoemulzije izradene spontanoemulguju¢im postupkom mogu nastati u uskom opsegu
masenih odnosa smese surfaktanata i masne faze (surfactant-to-oil-ratio — SOR) - od 0,7 do
1,5. Tako izradene nanoemulzije imale su prosecan hidrodinamicki dijametar kapi u opsegu
od 105 nm do 167 nm, uz relativno usku distribuciju veli¢ina kapi (<0,2). Apsolutna
vrednost zeta potencijala bila je iznad 30 mV (ukazuju¢i na dobru dugoro¢nu stabilnost), a
pH vrednost u opsegu od 4,35 do 4,86. Pokazano je da veli¢ina kapi opada sa porastom
SOR, pri ¢emu, kada je SOR>1, uz smanjenje veli¢ina, dolazi i do zna¢ajnog povecanja
distribucije veli¢ina, usled stvaranja veceg broja frakcija kapi malih dimenzija.

Smanjenje veli¢ina kapi sa porastom SOR znacajnije je do momenta dostizanja SOR 1.
Nakon toga, usled zasi¢enja medupovrSinskog sloja i specificnog molekularnog uredenja
stabilizatora na zakrivljenim nanopovrSinama, daljim poveéanjem SOR ne dobija se
podjednako znadajan efekat na smanjenje veliC¢ine kapi. Dobijeni rezultati idu u prilog
najsavremenijim analizama medupovrSinskih slojeva nanoemulzija sa  jonskim
stabilizatorima, koji ukazuju na razlike u molekularnom uredenju amfifila na zakrivljenim
nanopovr$inama u odnosu na planarne sisteme. Dodatno, ovim rezultatima, zaklju¢ci 0
uredenju medupovrSinskog sloja nanoemulzija proSireni su i na sisteme koji sadrze
kombinaciju jonskih i nejonskih surfaktanata.

Uzimaju¢i u obzir rezultate fizickohemijskih ispitivanja i procenjenu kratkoro¢nu fizicku
stabilnost nanoemulzija, za solubilizaciju kurkumina odabrana je formulacija sa SOR1 i
10% m/m masne faze (F1). Veli¢ina, oblik i morfologija dispergovanih kapi analizirani su
primenom AFM-a, i vizuelizovane su sferoidne kapljice neravnih povrsina, dimenzija koje
su u skladu sa vrednostima procenjenim kroz DLS. Ovakav izgled dispergovane faze upravo
ide u prilog teoriji da se tokom nanoemulzifikacije kroz spontanoemulgujuéi postupak
desava ,,otkidanje* porcija masne faze vodeno molekulima amfifila. S obzirom na tip
odabranih stabilizatora i formiranje tec¢nih kristala na kontaktnoj povrSini, moze se
pretpostaviti da je medupovrsinski sloj rigidan, §to je u saglasju sa nalazima da dispergovane
kapljice nemaju oblik idealne sfere.

Maksimalan kapacitet solubilizacije kurkumina u formulaciji F1 je 3 mg/ml. Primenom
termalne analize nisu uoceni pikovi koji bi poticali od nesolubilizovanih cestica aktivne
supstance, Sto je podrzano i polarizacionom mikroskopijom. Dodatak kurkumina doveo je
do povecanja veli¢ine kapi (porast Z-ave sa 101,13 nm na 127,47 nm) i pH vrednosti (sa
4,86 na 5,8), i dalje ostaju¢i u domenu pH vrednosti koje pogoduju hemijskoj stabilnosti
kurkumina. Sa solubilizacijom kurkumina nije bilo promena u viskozitetu formulacija.
Primenom AFM-a i ovde je utvrdeno postojanje sferoidnih kapljica, ali, slicno kao i kod
placebo nanoemulzija, uocen je znatan udeo malih kapi, dimenzija ispod 100 nm, §to se nije
bilo moguce otkriti primenom samo DLS tehnike i oslanjajuci se na zakljucke nakon batch
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mode DLS analize. Na ovaj nacin istaknuta je vaznost primene komplementarnih tehnika u
analizi fiziCkohemijskih svojstava formulacije u cilju dobijanja pouzdanih rezultata.

o Praéenjem fluidnosti medupovrsinskog sloja primenom EPR spektroskopije, potvrdeno je da
je medupovrSina izradenih nanoemulzija vrlo rigidna, ali da se razlikuju dva regiona — tzv.
region ,,brzeg kretanja“ (tr1 = 4,9 ns, dominantno prisutni molekuli polisorbata) i tzv. region
,,Sporijeg kretanja“ (tr2=12,8 ns, prisutni i molekuli lecitina i polisorbata), ¢ija zastupljenost
priblizno odgovara udelima surfaktanata u formulaciji. Nakon solubilizacije, kurkumin utice
na molekularno uredenje medupovrsinskog sloja, Sto se posebno moglo uocitu regionu
,.sporijeg kretanja“, rasporeduju¢i se na medupovrSini, blize regionu lipofilnih repova
surfaktanata. Ovakva lokalizacija aktivne molekule ¢ini je dostupnijom za isporuku i
ispoljavanje efekata.

5.2. Zakljucak druge faze eksperimentalnog rada

o Formulacije sa hemijskim pojaciva¢ima penetracije izradene su na isti nacin kao i osnovna
formulacija, ali je polovina masne faze zamenjem eukaliptolom, odnosno pinenom. Dodatak
monoterpena doveo je do znacajnog smanjenja hidrodinamic¢kog prec¢nika dispergovanih
kapi (promena Z-ave sa 101,13 nm na 41,25 nm za formulaciju F1_EUC, odnosno na 62,24
za formulaciju F1_PIN). Dobijeni rezultati ukazali su na kostabilisuéi efekat monoterpena,
koji je pokazan i primenom EPR spektroskopije — detektovano je njihovo prisustvo na
medupovrsinskom sloju nanoemulzija. I u ovom slucaju su primecene 2 mikrosredine, sa
vrednostima tr1 = 5,7+0,3 ns i tr2 = 14,4+0,3 ns za F1_EUC, osnosno trz1 = 4,3+0,5 ns i tr2 =
13,8+0,3 ns za F1_PIN. Dodatno, na mikrografijama AFM-a uoceno je postojanje
dispergovanih kapljica pravilnog sfernog oblika i glatkih povr$ina, §to je takode uticalo na
zakljuCak da monoterpeni imaju odredeni efekat na medupovrSinskom sloju. Kao finalni
dokaz njihovih kostabiliSu¢ih svojstava, moze se navesti i nalaz da je stabilizaciju
nanoemulzija u prisustvu monoterpena bila dovoljna znatno niza koncentracija surfaktanata
(minimalni SOR pri 10% m/m masne faze bio je 0,3, za razliku od situacije kada su samo
MCT deo masne faze, kada je minimalna vrednost potrebnog SOR-a bila 0,7). Uocena
pojava moze se objasniti kako nizim viskozitetom monoterpena u odnosu na MCT, tako i
njihovom polarnom prirodom, koja im omogucuje interakciju sa slojem surfaktanata,
gradenje vodoni¢nih veza (u slucaju eukaliptola) i reorijentaciju molekula vode na
medupovrsini, pruzajuci dodatnu stabilizaciju nanokapi.

o Interesantno je da solubilizacija kurkumina u koncentraciji 3 mg/ml nije dovela do promena
u veli¢ini dispergovanih kapi, Sto moZe biti posledica kompleksnih interakcija na
medupovrsini. Ocekivano, i u ovim nanoemulzijama, kurkumin se rasporedio na
medupovrSinskom sloju, verovatno blize nepolarnim regionima surfaktanata, Sto je
zaklju¢eno na osnovu EPR spektroskopije (tr1 = 8,5£0,2 ns i tr1 = 13,4+0,5 ns za
F1_EUC_CU_3, 0odnosno tr1=5,9+0,4 ns i tr2=13,2+0,2 ns za F1_PIN_CU_3).

o Tokom pracenja dugorocne fizicke stabilnosti i placebo i formulacija sa kurkuminom, tokom
godinu dana, sve nanoemulzije su bile nepromenjenih reoloskih svojstava (niskoviskozne
njutnovske tecnosti), bez znakova razdvajanja faza ili taloZenja kurkumina. Pradenjem
hidrodinamic¢kog dijametra kapi, u veéini slucajeva dolazi samo do znacajnijeg porasta u
veli¢ini kapi u drugoj vremenskoj tacki (nakon meseca dana od izrade), $to se moze dovesti
u vezu sa konsolidacijom sistema u toku prvih nedelja od izrade. Jedino formulacija F1_PIN
pokazuje znacajniju promenu u veli¢ini dispergovanih kapi tokom vremena. Vrlo verovatno,
prisustvo pinena na medupovrSini dovodi do smanjenja gustine stabilizatora na
medupovrsinskom sloju. Kako pinen nema moguénost stvaranja vodoni¢nih veza i dipol-
dipol interakcija sa susednim molekulima, on u formulaciji F1_PIN nema onaj doprinos
stabilnosti koji ima eukaliptol u formulaciji F1_EUC. Sa druge strane, znacajne promene u
veli¢ini kapi tokom vremena se ne deSavaju kod formulacije F1_PIN CU_3, §to moze biti
posledica prisustva kurkumina na medupovrsini, koji, uprkos svojoj hidrofobnosti, ima
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mogucénost stvaranja vodoni¢nih veza sa vodom na medupovrSinskom sloju. Stvaranjem
sloja blago orijentisanih molekula vode na medupovrsini, sprecena je koalescencija kapi.
Polidisperzni indeks, kao mera distribucije veli¢ina, zeta potencijal, kao mera povrSinskog
naelektrisanja, i pH vrednost imali su stabilne i ujednac¢ene vrednosti tokom ¢itavog perioda
pracenja.

Tokom godinu dana nije doslo ni do znacajnog pada u sadrzaju kurkumina u formulacijama.
Pored pogodne pH vrednosti formulacija, koja je od izrazitog znacaja kada je u pitanju
hemijska stabilnost kurkumina, gust sloj stabilizatora i1 prisustvo lecitina (koji ima
antioksidativna svojstva) imali su znacajan uticaj na prevenciju oksidativnih o$tecenja
kurkumina, predstavljajuci efikasnu barijeru za prodor prooksidativnih vrsta.

Zakljucak trece faze eksperimentalnog rada

In vitro ispitivanje brzine oslobadanja kurkumina iz formulacija primenom Franz-ovih
difuzionih ¢elija pokazalo je da se oslobadanje kurkumina iz sve tri odabrane nanoemulzije
moze najbolje opisati Higuchi modelom. Uocene su znatne razlike u brzini oslobadanja
kurkumina iz formulacija sa monoterpenima (F1_EUC_CU_3: 115,06+3,20 mg/cm?-h;
F1_PIN_CU_3: 108,08+1,94 mg/cm?-h u odnosu na F1_CU_3 (80,20+6,96 mg/cm?-h).
Kumulativne koli¢ine oslobodenog kurkumina nakon 6h ispitivanje pratile su isti redosled:
212,33+2,51 mg/cm? za F1_EUC_CU_3, 208,33 + 4.73 mg/cm? za F1_PIN_CU 3, i
163,21+11,18 mg/cm? za F1_CU_3. Dobijeni rezultati navode na zaklju¢ak da je zamena
dela masne faze monoterpenima uticala na termodinamicku aktivnost kurkumina. Usled
delimi¢nog isparavanja monoterpena u toku trajanja eksperimenta (nekoliko sati), Smanjena
je saturaciona rastvorljivost kurkumina u formulaciji i posledi¢no povecavana brzina
oslobadanja. Svakako, ne moze se prenebregnuti ni c¢injenica da nanoemulzije sa
monoterpenima imaju i znacajno manju veli¢inu kapi u odnosu na F1_CU 3 ($to povoljno
utice na adheziju kapljica za membranu), kao ni rezultati EPR spektroskopije, koji ukazuju
na razliku u dinamici medupovrsinskog sloja medu ispitivanim nanoemulzijama, §to se sve
odrazava i na in vitro kinetiku oslobadanja aktivne supstance.

Antioksidativna aktivnost kurkumina i nanoemulzija sa kurkuminom ispitana je kroz 3
razliita testa. Primenom DPPH testa, efekti 1 kurkumina iz rastvora, ali 1 nanoemulzija sa
kurkuminom bili su gotovo trenutni. Dobijene ICso vrednosti ukazale su na to da nema
razlike u efektu izmedu kurkumina (ICsp = 0,1028+0,0056 mg/ml) i njegovih formulacija
(1C50=0,0994+0,0051 mg/ml za F1_CU_3, 1C50=0,0929+0,0044 mg/ml za F1_EUC_CU_3 i
1C50=0,0979+0,0040 mg/ml za F1_PIN_CU_3) te i da je aktivnost kurkumina u ovom testu
vrlo bliska tokoferolu, njemu strukturno sliénom antioksidansu (ICso = 0,1106+0,0079
mg/ml). U nastavku, FRAP test je pokazao i na znacajnu aktivnost kurkumina u vodenoj
sredini, §to je od veleg znacaja, imaju¢i u vidu da tokom ovog testa ne dolazi do
naruSavanja strukture samog nosaca. Takode, ovaj test zasniva se na drugom
antioksidativnom mehanizmu, ¢ime je pokazao da kurkumin ostvaruje antioksidativni efekat
i putem doniranja H* jona, i putem transfera elektrona.

Na kraju, primenom EPR spektroskopije potvrdena je izrazita reaktivnost kurkumina u
neutralizaciji slobodnog radikala, koja se deSava ve¢ u prvom minutu nakon kontakta.
Prac¢enjem reakcije tokom 30 minuta, ukupan izracunati antioksidativni efekat kurkumina (u
rastvoru) bio je oko 56 % (pri koncentraciji kurkumina 3 mg/ml). Antioksidativna aktivnost
formulacija F1_CU_3, F1_EUC_CU_3 i F1_PIN_CU_3 bile su nesto nize (oko 47%, 55% i
49 %, respektivno), uz identi¢nu kinetiku reakcije sa rastvorom kurkumina — plato se
dostigao ve¢ u prvim minutima reakcije, Sto i ne ¢udi, s obzirom da je kurkumin u
nanoemulzijama solubilizovan u dispergovanoj fazi, pa time i neSto manje dostupan nego
kada se reakcija deSava sa rastvorom kurkumina. Uocen i odredeni efekat placebo
formulacija na neutralizaciju slobodnog radikala — oko 5,7% za F1, ¢ak 8% za F1_EUC, i
59% za F1 PIN. Ovakve performanse placebo formulacija su verovatno posledica
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antioksidativne aktivnosti stabilizatora (lecitina pre svega), ali i poznatog antioksidativnog
efekta monoterpena i etarskih ulja ¢iji su oni glavni konstituenasi. Merenje antioksidativnog
potencijala istom tehnikom nakon mesec dana, aktivnost kurkumina u etanolnom rastvoru
opala je za vise od 70%, dok je aktivnost formulacija ostala skoro nepromenjena. Dakle,
inkapsulacija kurkumina u dizajnirane nanoemulzije nedvosmisleno je doprinela njegovoj
dugoro¢noj hemijskoj stabilnosti.

Na osnovu rezultata COMET testa, pokazano je odsustvo genotoksi¢nog potencijala
nanoemulzija F1 i F1_CU 3. Takode, formulacija sa kurkuminom imala je i izrazen
antigenotoksi¢ni potencijal — i preventivni i reparativni, ¢ime je dokazana efikasnost
nanoemulzija sa kurkuminom u zastiti ¢elija od oksidativnog stresa. U opsegu koncentracija
kurkumina u nanoemulziji od 1 do 3 mg/ml, nije zabeleZena koncentraciona zavisnost u
efektima. Sa druge strane, donekle i ocekivano, formulacije sa monoterpenima su pokazale
genotoksi¢ni efekat

Ispitivanje citotoksi¢nih efekata na ¢elijskim kulturama primenom MTT testa pokazano je
da formulacije F1 i F1 _CU 3 ne uti¢u na vijabilnost humanih keratinocita, i to u vrlo
Sirokom koncentracionom opsegu kurkumin (od 800 do 12,5 pg/ml) i odgovarajuéim
razblazenjima placebo formulacije, §to je ukazalo na njihov odlican bezbednosni profil. To
je posebno vazno imajuéi u vidu da su keratinociti najbrojnije ¢elije epidermisa, i stoga
vazne u kontekstu dermalne primene farmaceutskih preparata. U nastavku je pokazan i
citotoksi¢ni efekat kurkumina i nanoemulzija sa kurkuminom prema maligho
tranformisanim ¢elijama Fem-X (¢elije humanog melanoma; 1C50=71,17+22,60 za kurkumin
iz rastvora, 1Cs0=67,72+0,48 za F1_CU_3) i HeLa (¢elije humanog cervikalnog karcinoma;
1C50=15,03+0,61 za kurkumin iz rastvora, 1C50=22,89+2,09 za F1_CU_3). Ispitivanjem
citotoksi¢nosti pokazana je efikasnost u ispoljavanju efekta nanoemulzija sa kurkuminom
prema maligno transformisanim ¢elijama.

Na osnovu ispitivanja efekata kurkumina iz rastvora, nanoemulzija sa kurkuminom i
odgovarajuce placebo nanoemulzije na ¢elijski ciklus, moze se izvesti zakljucak da se zastoj
u celijskom ciklusu najces¢e javljao u G2/M 1 subGl fazama, dok je koncentraciona
zavisnost pokazana je kod Fem-X celija. Zastoj u G2/M fazi ukazuje na uticaj uzorka na
¢elijsku deobu, dok akumulacija u subG1 fazi moze ukazivati na apoptozu celija.

Rezultati in vivo studije bezbednost ukazali su na dobar bezbednosni profil placebo
nanoemulzija, bez ispoljavanja neZeljenth reakcija na kozZi ispitanika. U odnosu na
netretiranu kontrolu, nisu zabelezene znaCajne promene u vrednostima parametara EI,
TEWL i SCH ni za jedan ispitivani uzorak (F1, F1_EUC, i F1_PIN).

Zakljucak cetvrte faze eksperimentalnog rada

U cilju odabira optimalnih uslova za sprovodenje jontoforeze kao fizicke metode u
poboljsanju dermalne raspolozivosti, sprovedena je in vivo studija iritacionog potencijala
koja je pokazala da primena izvora napajanja od 9 V u tri predloZena protokola (kontinuirani
protok struje tokom 15 minuta (15-0); diskontinuirani protok — 3 minuta sa pauzom 2
minuta (3-2, 5 ciklusa); diskontinuirani protok — 5 minuta sa pauzom 1 minut (5-1, 3
ciklusa)) ne dovodi do nezeljenih promena na kozi. Pra¢enjem parametara EI, TEWL i SCH,
u odnosu na netretiranu kontrolu, kod protokola 3-2 uoceno je znacajnije povecanje EI
(pojava blagog i kratkotrajnog crvenila) i TEWL u prvoj vremenskoj tacki 15 minuta po
prekidu protoka struje kroz kozu), na test-mestima i za katodu i za anadou, dok je kod
protokola 5-1 uo¢eno samo znacajno povecanje EI u prvoj vremenskoj tacki, i to samo na
mestu za anodu. Medutim, sve vrednosti su se vracale na bazalne veoma brzo, pa povecane
vrednosti nisu zabeleZene u drugim vremenskim tackama (nakon 60 i 120 minuta). Kod
protokola 15-0 nije bilo znacajnih promena u ispitivanim parametrima. 1z navedenih
razloga, eksperimenti su sprovedeni prema sva tri protokola, u cilju provere njihove
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efikasnosti u dermalnoj isporuci kurkumina. U istoj eksperimentalnoj postavci pokusano je i
ispitivanje sa 2 spregnuta izvora napajanja — od 32 V i 9 V. Medutim, ovakvi uslovi dovodili
su do peckanja i pojave crvenila na kozi, izazivajuci neprijatan osecaj tokom primene, te
nisu uzeti u obzir za dalja ispitivanja.

o Tokom in vivo ispitivanja penetracije kurkumina kroz kozu iz formulacije F1 CU 3 uz
primene jontoforeze, nisu uoéene znacajne razlike medu 3 predloZena protokola u ukupnoj
koli¢ini aktivne supstance koja je penetrirala kroz povrSinske slojeve koze po jedinici
povrsine (Q32=7,04£3.21 pg/cm?, Qs51=6,66+2,11 pg/cm? Q15.0=6,96+3,21 pg/cm?).
Medutim, primena jontoforeze pokazala se znac¢ajno efikasnijom u isporuci kurkumina u
odnosu na primenu formulacija sa hemijskim pojaciva¢ima penetracije (Qeuc=5,16+0,60
ng/cm?; Qpin=4,55+0,03 pg/cm?).

o Tokom procene uticaja dodatka hemijskih pojacivaca penetracije, doslo se do donekle
neocekivanih nalaza. Iako bi se na osnovu poznavanja efekata monoterpena moglo ocekivati
da su nanoemulzije sa hemijskim pojafiva¢ima penetracije iz ove grupe apsolutno
superiornije u dermalnoj isporuci kurkumina u odnosu na nanoemulziju bez monoterpena,
pokazalo se da to nije slufaj. Sama rastvorljivost aktivne supstance u odabranim
ekscipijensima i interakcija sa komponentama nanoemulzija pokazale su se kao presudne. U
konkretnom slucaju, redosled formulacija prema efikasnosti dermalne isporuke bio je
slede¢i: F1_EUC CU 3>F1 CU 3>F1 PIN CU 3. Ovakav redosled korespondira sa
rastvorljivis¢u kurkumina u komponentama masne faze nanoemulzija.

o Kroz prikazane eksperimente dokazano je da jontoforeza, pri predlozenim uslovima, u
kombinaciji sa naprednim nosacem sa nanostrukturom obezbeduje efikasniju dermalnu
isporuku kurkumina u poredenju sa formulacijama koje sadrze hemijske pojacivace
penetracije. Dodatno, jontoforeza nudi brojne mogucnosti za dalja istraZivanja, uz variranje
napona i vremena ekspozicije koze protoku elektri¢ne energije. Logi¢no bi bilo ocekivati da
bi se sa produzenjem trajanja jontoforeze mogle detektovati i veée koli¢ine aktivne
supstance koje su penetrirale u dublje slojeve koze. Medutim, dostupnom metodologijom za
analizu dermalne raspolozivosti (tape stripping) ne bi se moglo na adekvatan nacin
kvantifikovati koli¢ina supstance u dubljim slojevima epidermisa, pa je u ovom radu
ispitana samo jontoforeza u trajanju od 15 minta.

5.5. Opésti zakljucak i osvrt na dalja istraZivanja

Kao rezultat eksperimentalnog rada prikazanog u ovoj doktorskoj disertaciji, razvijene su
visokobezbedne niskoenergetske nanoemulzije namenjene dermalnoj isporuci kurkumina.
Primenom niza komplementarnih tehnika, detaljno su okarakterisane u domenu mikrostrukture,
oblika, veli¢ine i morfologije dispergovane faze, fizicke stabilnosti, bezbednosti primene i
pogodnosti za o¢uvanje hemijske stabilnosti supstance sloZenih fizi€kohemijskih osobina sa aspekta
ukljucivanja u sastav formulacije farmaceutskog preparata. Na samom kraju, in vivo je ispitana
penetracija kurkumina iz razvijenih nanoemulzija (sa hemijskim pojaciva¢ima penetracije ili bez
njih) i uporedena sa primenom adhezivnog sistema za jontoforezu u kombinaciji sa nanoemulzijom
kao naprednog i inovativnog nacina za efikasnu dermalnu isporuku aktivnih supstanci.

Kao najveci fundamentalni nauc¢ni doprinos ove doktorske disertacije moze se smatrati analiza
fenomena na granici faza, otkrivanje doprinosa razli¢itih ekscipijenasa koloidnoj stabilnosti, i
proSirenje savremene teorije stabilizacije nanoemulzija, koja se bitno razlikuje od dosadasnjih
razmatranja u ovoj oblasti. Poseban naglasak stavljen je i na znac¢ajnost primene veéeg broja tehnika
u tzv. kaskadnoj karakterizaciji nanosistema, a sve sa ciljem dobijanja pouzdanih rezultata.
Prikazani rezultati eksperimentalnog dela rasvetlili su neke od mehanizama odgovornih za nastanak
nanoemulzija kroz spontanoemulgujuéi postupak.

Dalja istraZivanja u ovoj oblasti svakako bi se morala osvrnuti na nova saznanja u domenu
analize medupovrsinskih slojeva nanoemulzija, i primenu savremenih tenika karakterizacije.
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Dobijena saznanja mogla bi znacajno doprineti razumevanju relacije izmedu fizicCkohemijskih
osobina nanosistema i njihovih bioperformansi, sto je, uprkos dugoj tradiciji prou¢avanja, i
dalje oblast sa mnogo nepoznanica.

Konacno, usavriavanje efikasnog mobilnog adhezivnog sistema za jontoforezu bio bi zna¢ajan
prakti¢an doprinos u domenu dermalne primene lekova.
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O6pa3zau 5.

UsjaBa o ayTopcTey

Wwme u npesnme aytopa WHec Hykonuh
Bpoj uHaekca 15/2015
UsjaBrbyjem

Aa je f[oKTOpCcKa AucepTaLMja Nog HacnoBOM

CnoHTaHoemynryjyhe HaHoeMyn3uje 3a NPUMEHY KypKYMUHA Ha KOXM: VCTpaxuBake yTuuaja mefygasHux peHomeHa

Y KONOWAHOM CUCTeMy Ha echmkacHoCT Ucnopyke un 6wonouu<y aKTUBHOCT

¢ pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTPaXknBauyKor paga,

* Aa auceprauuja y LENVHW HU Yy AenoBuMa Huje 6una npeanoxeHa 3a CTuUawe
Apyreé AavnnoMme npema CTyaujcKMM nporpamuma APYruxX BUCOKOLLIKONCKUX
YCTaHOBA;

¢ [aCy pes3yntaTu KOPeKTHO HaBegeHu n

® fAa Hucam Kplvo/na ayTopcka npaea M KopucTvo/na WHTEMNeKTyarnHy CBojuHy
APYrux nuua.

MoTtnuc aytopa

Y beorpagy, _11. mapta 2022. roguxe




O6pazau 6.

UsjaBa o ncrtoBeTtHocTu wTamnaHe m eNeKTPOHCcKe
Bep3uje [OKTOPCKOr paaa

Vme u npesume aytopa  V1HeC Hvkonmh

Bpoj uHaekca 15/2015

Cryaujckn nporpam _HokTopcke akapemcke ctyauje - Mmoayn (bapmaueyTcka TexHonoruja

CnoxTaHoemynryjyhe HaHoeMynauje 3a NPUMeHy KypKyMUHA Ha KOXM:
Hacnos pana vcrpaxusre ytuuaja mehydasHmx heHoMeHa y KOMomaHOM cUcTeMy Ha €P1KacHOCT ncropyke u 61ONOLLKY aKTUBHOCT

MeHTop _Npod. Ap CHexaHa Casuh

WsjaBrbyjem pa je wramnana Bep3uja Mor [OKTOPCKOr paga UCTOBETHA €IeKTPOHCKO]
Bep3uju Kojy cam npegao/na pagm noxpateHa y [lurutanHom penosutopujymy
YHusepsuteta y Beorpaay.

HosBorbasam fa ce objase MOjU NUYHM Nojaun BesaHW 3a nobujawe axkagemckor
Hasnea AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U Npe3uMe, roamHa U MecTo pohetba n gatym
oabpaHe paaa.

OBM nnuun nofjaun Mory ce o6jaBuTv Ha MPEXHUM CcTpaHuUaMa gurutanqe
6ubnuoteke, y enekTpoHckom katanory u y nybnukauwjama YHusepsauteta y Georpagy.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpaay, 11. mapta 2022. roguHe

(Uee. Huranu by




O6pasay 7.

UsjaBa o kopuwhemy

Osnawnhyjem YHuBEp3uTeTcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y Ourutantm
penosutopujym YHusepsuteta y Beorpagy YHeCe MOjy AOKTOpCKy AucepTauujy noa
Hacnoeom:

CrionTaHoemynryjyhe HaHoemynavje sa npumeny KYPKYMWHA Ha KOXU:

UcTpaxuBar-e yTuuaja mefychasHux cheHomeHa y KonougHoM CUCTEMY Ha eUKacHOCT UCTIOpYKe 1 BUOMNOLLIKY aKTMBHOGT

koja je Moje ayTopcko geno.

HAvcepTaumjy ca ceum npunosuma npepao/na cam y enekTpoHCKOM ¢hopmaty norogHom
3a TpajHO apxuBUpatLe.

Mojy  pokTopcky AvcepTauMjy noxpaweHy y [urutanHom penosuTopujymy
YHuBepsuteta y Beorpagy u AOCTYNHY y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOTy Aa KOpuUCTe CBM
koju mowTyjy onpeanGe cagpxaHe y ofabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuno/na.

1. AytopcTeo (CC BY)
2. AyTOpCTBO — HekoMepLujanHo (CC BY-NC)
AyTopCTBO — HeKomepLmjanHo — 6es npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AYyTOpCTBO — HekoMepLMjanHo — AenuTu noA uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6e3 npepapa (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — Aenuth nog nctTum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aokpyxute camo jenHy on wecT noHyReHnx nuueHum.
Kparak onuc nuueHum je cacrasHu Aeo oBe usjase).

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagy, 11. mapra 2022. roguHe
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1. AytopcTBO. [losBorbaBaTte yYMHOXaBare, ancTpubyumjy n jasHo caoniuTasame
Aéna, n npepage, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTtopa
Wnu fasaolia nuueHue, Yak 1 y komepuujante cepxe. OBo je HajcriobogHuja of cBux
nuueHun.

2. AytopctBO — HekoMepuujanHo. [losBorbaBate yMHOXaBaHe, ancTpubyunjy u
jaBHO caonwiTaBate Aena, v npepaze, ako ce Hasene nme ayTopa Ha HauuH ogpefeH
OA CTpaHe ayTopa unu aasaola nuueHue. Osa nuueHLa He 403BObaBa KoMepLjanHy
yrnoTtpeby nena.

3. AytopcTtBO — HeKkoMepuMjanHo — Ge3 npepaga. [o3eorbaBaTe YMHOXaBame,
ANCTPUOYLMjy u jaBHO caonwTasame fgena, Ges npomeHa, npeobnukoBara wunm
ynotpebe fena y cBoM fJeny, ako ce Hasege vme aytopa Ha HauvH oapefeH of
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa NULEHLA He [03BOMbaBa Komepuujanry
ynoTtpeby aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nnueHue, 0BOM JNMLIEHLIOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehu obum npaea kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLIMjaNIHO — JEeNUTH MO UCTUM ycnoBuMa. [lo3sorbasare
yMHOXaBak-€, ANCTPUbYLMjy 1 jaBHO caoniuTaBare Aena, u npepage, ako ce HaBege
NME ayTopa Ha HauvH oApeheH of cTpaHe ayTopa Wnv [aBaoLa MULEHLE M aKo ce
npepaja AUCTpubympa no4 WCTOM WAM CRMYHOM nuueHuoMm. OBa nvueHUa He
Ao3BOrbasa KomepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTeo - Ge3 npepapa. [lo3sorbasaTe yMHOXaBate, aucTpubyumjy u jasHo
caonwTasare aena, 6es npomeHa, npeobnykoBarwa unu ynotpebe aenay csom geny,
ako ce HaBede vwme ayTopa Ha HauuH ofpefieH of cTpaHe aytopa unu paeaoua
nuvueHue. Osa nuueHua f03BorbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - OenuTM nox MCTUM ycnoeuMa. HosBorbaBate yMHOXaBak-e,
AVCTPUOYLIMjY 1 jaBHO CaoniuTaBakbe fena, 1 Npepaae, ako ce HaBeae UMme aytopa Ha
Ha4H oapefleH oA cTpaHe ayTopa wnM gaBaoua AMUEHLE M aKo ce npepaga
AVCTpUOYMpa noA WCTOM WAM CANYHOM fuueHuom. OBa NMUeHUa [03Borbaea
KomepumjanHy ynotpeby aena u npepaga. CruuHa je COhTBEPCKUM NMLEHLaMa,
OAHOCHO fNULieHL|aMa OTBOPEHOT Koaa.



