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Dermalna isporuka takrolimusa - uporedna formulaciona i preklinicka
istrazivanja mikroemulzija, nanoemulzija i nanostrukturiranih lipidnih cestica
kao naprednih nosaca za slabo rastvorne lekovite supstance

SAZETAK

Takrolimus je snazan imunosupresiv koji se Kkoristi topikalno u tretmanu atopijskog
dermatitisa. Danas je na trZiStu registrovan samo jedan farmaceutski oblik sa takrolimusom za
primenu na koZi - mast. Zbog nepoZeljnih karakteristika masti (masna tekstura, teSko razmazivanje,
sporo upijanje, teSko spiranje) i teZnje da se poboljSa njegova isporuka u koZu, sve je veca potreba
za razvojem novih, naprednih nosaca sa takrolimusom, kao Sto su mikroemulzije, nanoemulzije i
lipidne nanocestice.

Usled njihove kompleksnosti, razvoj ovih nosaca je dugotrajan i neizvestan proces. Stoga je
cilj ove doktorske disertacije bio formulisanje mikroemulzija, nanoemulzija 1 nanostrukturiranih
lipidnih Cestica stabilizovanih lecitinom, kao nosaca za dermalnu isporuku takrolimusa.
Perspektivni nosa¢i su podvrgnuti sveobuhvatnoj fizickohemijskoj karakterizaciji 1 studiji
stabilnosti, a dermalna isporuka takrolimusa uporedena je sa referentnom mascu.

Formulaciona istraZivanja omogucila su skupljanje znanja o kriticnim formulacionim 1
procesnim parametarima za dobijanje stabilnih nosaca sa takrolimusom. U dvoc¢asovnoj in vitro
studiji penetracije takrolimusa u koZu uha svinje koriS¢enjem metode sa trakama, uoceno je da su
razvijeni nosa¢i superiorniji u poredenju sa referentnom maséu i omogucavaju bolju isporuku
takrolimusa u stratum corneum. Takrolimus je u zna€ajnoj meri penetrirao u folikule dlaka, Sto
dodatno moZe da osigura bolju dermalnu isporuku. Ipak, rezultati 24-Casovne in vitro studije
permeacije kroz koZu uha svinje pune debljine kori§¢enjem Franz-ovih difuzionih ¢elija ukazuju na
bolju permeaciju takrolimusa iz mikroemulzije i referentne masti u poredenju sa nanostrukturiranim
lipidnim Cesticama 1 nanoemulzijom, Sto moZe ukazivati i na mogucnost ispoljavanja sistemskih
neZeljenih efekata.

Generalno, rezultati ukazuju na veliki potencijal dobijenih nosafa za dermalnu isporuku
takrolimusa, $to bi trebalo potvrditi odgovarajuc¢im klinickim eksperimentalnim postavkama.

Kljuéne reci: mikroemulzije, nanoemulzije, nanostrukturirane lipidne Cestice, takrolimus, dermalna
isporuka lekova

Nau¢na oblas: Farmacija

UZa naucna oblast: Farmaceutska tehnologija






Dermal delivery of tacrolimus - comparative formulation and preclinical
evaluation of microemulsions, nanoemulsions and nanostructured lipid carriers
as novel carriers for poorly water-soluble drugs

ABSTRACT

Tacrolimus is a potent immunosuppressive macrolide which is topically used for treatment of
atopic dermatitis. Today, there is only one pharmaceutical form for topical application of tacrolimus
- tacrolimus ointment. Due to the undesirable characteristics of ointments (greasy texture, difficulty
of applying and spreading onto the skin, difficulty to wash them off) and desirable enhancement in
dermal delivery, there is an emerging need for development of novel carriers for tacrolimus, such as
microemulsions, nanoemulsions and lipid nanoparticles.

Owing to their complexity, the development of these carriers can be a long-lasting and
uncertain process. Therefore, the aim of this doctoral thesis was to formulate lecithin based
microemulsions, nanoemulsions and nanostructured lipid carriers as novel carriers for dermal
delivery of tacrolimus. The physicochemical characteristics and stability of promising carriers was
assessed, and dermal delivery of tacrolimus was compared to the referent ointment.

The formulation evaluation acquired important knowledge about the critical parameters for
obtaining stabile carriers with tacrolimus. Results of in vitro penetration of tacrolimus in porcine ear
skin suggested superiority of the developed carriers compared to the referent ointment.
Additionally, the delivery of tacrolimus into the hair follicles was increased as well, which could
provide better dermal delivery of tacrolimus. On the other hand, the results of 24-hour in vitro
permeation study using Franz diffusion cells and full thickness porcine ear skin indicated better
permeation of tacrolimus from the microemulsion and the referent ointment compared to the
nanostructured lipid carrier and the nanoemulsion, which can also suggest a risk of systemic
adverse effects by their usage.

Overall, the developed carriers could be suggested as promising carriers for dermal delivery
of tacrolimus, which should be confirmed by appropriate clinical evaluation.

Key words: microemulsions, nanoemulsions, nanostructured lipid carriers, tacrolimus, dermal drug
delivery

Scientific field: Pharmacy

Scientific subfield: Pharmaceutical technology
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1 UvVOD

1.1  Takrolimus kao model slabo rastvorne lekovite supstance
1.1.1 Otkriée takrolimusa

Tokom druge polovine XX veka sprovodena su brojna istraZivanja u cilju otkrivanja novih
imunosupresivnih supstanci prirodnog porekla. 1971. godine otkriven je ciklosporin, imunosupresiv
poreklom iz gljivice Tolypocladium inflatum koji je odobren za humanu upotrebu 1983. godine od
strane Americke agencije za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration, FDA). Par godina
kasnije, 1987. godine je grupa istrazivaca u Japanu objavila da produkt bakterije Streptomyces
tsukubaensis, obelezen kao FK-506, ispoljava mnogo potentniji in vitro i in vivo imunosupresivni
efekat od ciklosporina (Kino i sar., 1987). Kako je pokazano da ova supstanca poseduje makrolidnu
strukturu, njen naziv je promenjen u takrolimus (Tsukuba makrolidni imunosupresiv). 1994.
godine je FDA odobrila primenu takrolimusa u cilju spre€avanja odbacivanja transplantata jetre,
dok je par godina kasnije indikacijsko podrucije prosireno i na druge organe.

1.1.2 Fizickohemijske osobine

Takrolimus je kristalni prasak bele boje, rastvoran u organskim rastvara¢ima kao S§to su
metanol, etanol, dimetilsulfoksid (DMSO) i dimetilformamid (DMF). Vrlo je slabo rastvorljiv u
vodi (4 - 12 ug/mL, (Patel i sar., 2012)). Hemijski, takrolimus pripada grupi makrocikli¢nih laktona
- makrolida, molarne mase 804,02 g/mol, ¢iji se makrolidni prsten sastoji od 23 ¢lana (Slika 1-1).
Prva monografija takrolimus monohidrata objavljena je tek 2018. godine u tre¢em suplementu
devetog izdanja Evropske farmakopeje. Danas je na snazi deseto izdanje Evropske
farmakopeje(2020), u kome je ova supstanca definisana kao:

(3S,4R,5S,8R,9E, 125,14S,15R, 16S, 18R, 19R,26aS)-5, 19-dihidroksi-3-[ (1E)-1-[(IR,3R,4R)-4-
hidroksi-3-metoksicikloheksil]prop-1-en-2-il]- 14, 16-dimetoksi-4, 10, 12, 1 8-tetrametil-8-(prop-2-en-
1-il)-3,4,5,6,8,11,12,13,14,15,16,17,18,19,24,25,26,26a-oktadekahidro-7H-15, 19-epoksipirido[2, 1 -
c] [1,4]oksaazaciklotrikozin-1,7,20,21(23H)-tetron monohidrat

Dalje, u monografiji se navodi da je to beli ili skoro beli kristalni praSak, prakticno
nerastvorljiv u vodi, rastvorljiv u etanolu (96 %), prakti¢no nerastvorljiv u heptanu. SadrZi izmedu
97,0 % 1 102,0 % ukupnog takrolimusa, takrolimus jedinjenja I i1 takrolimus jedinjenja II
(anhidrovana supstanca).

Takrolimus je hemijski nestabilan, pogotovu u sredinama sa pH vrednoS¢u viSom od 7, pri
¢emu dolazi do formiranja raznih degradacionih proizvoda. Neki od identifikovanih degradacionih
proizvoda takrolimusa su takrolimus dien, takrolimus-regioizomer A, 8-epitakrolimus, 4-
epitakrolimus dien, takrolimus-alfahidroksilna kiselina (Peterka i sar., 2019; Skak i Hansen, 2016).

Njegova slaba rastvorljivost u vodi, velika molekulska masa 1 hemijska nestabilnost kljucne
su karakteristike koje otezavaju razvoj novih, stabilnih formulacija sa takrolimusom koje sadrze
veliki udeo vode.



Slika 1-1 Strukturna formula takrolimusa.
1.1.3 Mehanizam dejstva takrolimusa

Takrolimus pripada grupi imunosupresiva koji inhibiraju nastajanje i efekat interleukina 2,
vaznog signalnog molekula u aktivaciji imunog odgovora. Normalno, usled interakcije antigena sa
T-c¢elijskim receptorom dolazi do povecanja intracelularne koncentracije kalcijumovih jona (Slika
1-2). Povecana koncentracija kalcijumovih jona dovodi do aktivacije kalmodulina - proteina
odgovornog za signalnu transdukciju posredovanu kaclijumom. Aktivirani kalmodulin se vezuje za
kalcineurin, kalcijum i kalmodulin zavisnu serin/treonin fosfatazu koja potom defosforiliSe brojne
transkripcione faktore iz NFAT (nuklearni faktor aktiviranih T-¢elija) familije, ¢ime se oni
aktiviraju. Aktivirani transkripcioni faktori migriraju u jedro ¢elije i otpoCinju transkripciju gena za
interleukin 2 1 njegovu sintezu (Dale 1 sar., 2007).

Takrolimus gradi kompleks sa FK-506 vezuju¢im proteinom 12 (engl. FK-binding protein 12,
FKBP12). Ovaj kompleks se vezuje za kalcineurin i sprecava njegovu aktivaciju, Sto za posledicu
ima odsustvo sinteze interleukina 2 i generalno suprimiranje imunog odgovora. Naime, inhibirana
sinteza interleukina 2 1 smanjena ekspresija receptora za interleukin 2 dovodi do smanjene
proliferacije T-¢elija. Takode je uocena smanjena indukcija i klonalna proliferacija citotoksi¢nih T-
¢elija iz CD8+ prekursorskih T-¢elija, smanjena funkcija efektorskih T-Celija koje su odgovorne za
imuni odgovor posredovan Celijama (engl. cell-mediated response), smanjeni B-Celijski odgovor
zavistan od T-Celija (Dale 1 sar., 2007). Iako je dominantno smanjena proizvodnja interleukina 2,
uoceno je da takrolimus dovodi i do smanjene sinteze interferona gama, i interleukina 3 i drugih
citokina.

Mehanizam dejstva takrolimusa nakon topikalne aplikacije u cilju leCenja atopijskog
dermatitisa nije u potpunosti razjasnjen. Inhibicijom kalcineurina takrolimus dovodi do smanjene
sinteze interleukina 2, interleukina 3, interleukina 4, interleukina 5 i drugih citokina kao $to su
faktori stimulacije kolonija granulocita-makrofaga (GM-CSF), faktor nekroze tumora o (TNF-a) i
interferona y (IFN-y), za koje se smatra da imaju znaCajnu ulogu u patogenezi atopijskog
dermatitisa. Dodatno, nakon primene takrolimusa primecéena je smanjena ekspresija Fc receptora na
Langerhansovim ¢elijama u kozi, smanjeno oslobadanje proinflamatornih medijatora iz mastocita
(kao Sto su histamin, serin proteaze, lizozomalni enzimi, citokini, itd.), kao i smanjena ekspresija
receptora za interleukin 8 (Fleischer, 1999; Pascual i Fleisher, 2004).



T éelijski
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FK506 = Takrolimus NFATc = citozolni NFAT
CpN = Ciklofilin NFATnN = nuklearni NFAT
CaN = Kalcineurin fosfataza

Slika 1-2 Mehanizam dejstva takrolimusa, prilagodeno na osnovu reference Cassidy i sar., 2016.
1.1.4 Primena takrolimusa

Indikacije za sistemsku primenu takrolimusa su transplantacija organa, prevencija i terapija
epizoda odbacivanja transplantata bubrega i jetre. lako je efikasan i esencijalan u transplantaciji
organa, registrovana su 1 brojna neZeljena dejstva nakon sistemske primene, kao Sto su
nefrotoksi¢nost i neurotoksi¢nost, hepatotoksicnost, hipertenzija, hiperglikemija, hiperlipipdemija,
trombocitopenija, letargija, hirzutizam, tremor, parestezija, hipertrofija desni, gastrointestinalne
tegobe. Takode je povecani rizik od pojave sekundarnih tumora i oportunisti¢kih infekcija (Dale i
sar., 2007).

Prvi registrovani proizvod za topikalnu primenu takrolimusa je Protopic® mast (0,03% i
0,1%) proizvodaca Astellas Pharma. Danas su na svetskom trZiStu prisutni razliciti genericki
proizvodi, proizvedeni po ugledu na Protopic® mast, u kojoj je takrolimus rastvoren u kapljicama
propilenkarbonata, koje su uniformno dispergovane u podlozi zasnovanoj na smesi vazelina,
¢vrstog 1 tecnog parafina i pcelinjeg voska (Yoshida i sar., 2004). Iako primena masti dovodi do
hidratacije koZe koja je poZeljna u tretmanu razli¢itih koZnih oboljenja, pokazano je da komplijansa
pacijenata moZe biti znaCajno smanjena zbog nezeljenih karakteristika ovakvog farmaceutskog
oblika, kao Sto su masna tekstura, teSko razmazivanje po koZi (pogotovu u kosmatim regionima),
sporo upijanje i teSko spiranje/uklanjanje sa koze (Tan i sar., 2012). Drugi farmaceutski oblici za
topikalnu primenu takrolimusa, kao $to su krem, gel ili te¢ni preparati za primenu na koZi, i dalje
nisu dostupni na svetskom trzistu.



Indikacija za koriS¢enje takrolimus masti je tretman umerenog do teSkog atopijskog
dermatitisa kod odraslih koji nisu adekvatno odgovorili na konvencionalnu terapiju ili nisu
podnosili konvencionalnu terapiju lekovima kao $to su kortikosteroidi (SaZetek karakteristika o leku
- Protopic® mast, 2012). Osim u akutnim stanjima, takrolimus mast mozZe da se koristi i u terapiji
odrzavanja, kako bi se sprecilo pogorSanje zapaljenja koZe.

Kortikosteroidi generalno predstavljaju prvu liniju u leCenju atopijskog dermatitisa. Medutim,
cak 1 njihova kratkotrajna primena dovodi do smanjenja sinteze kolagena tipa I 1 III, Sto posledi¢no
vodi ka atrofije koze (Kyllonen i sar., 2004). Osim smanjenja kolagena, pokazano je da
kortikosteroidi suprimiraju sintezu glukozaminoglikana, ¢ime se smanjuje koli¢ina vode u koZi, Sto
doprinosi istanjivanju koZe. Za razliku od kortikosteroida, takrolimus ne dovodi do istanjivanja i
atrofije koZe, Stavise, pojedine studije ukazuju na povecanu sintezu kolagena nakon jednogodiSnjeg
tretmana takrolimusom (Kyllonen i sar., 2004). Ipak, kao glavni neZeljeni efekat topikalne primene
takrolimusa registrovan je relativno Cest osecaj pecenja, pruritus i iritacija na mestu primene, koji
prolazi nakon nedelju dana kontinuiranog tretmana (Furue i Takeuchi, 2009).

Pored atopijskog dermatitisa, pokazano je da je topikalna primena takrolimusa efikasana u
tretmanu psorijaze na licu i intertriginoznim regijama (Brune i sar., 2007; Freeman i sar., 2003), ali
ne i u tretmanu psorijaze na ostalim delovima tela zbog prisustva zadebljalih, hiperkeratoznih
psorijaznih plakova, koji onemogucavaju penetraciju aktivne supstance u kozu (Malecic i Young,
2016; Zonneveld i sar., 1998). Na osnovu ovoga, uocena je potreba za formulisanjem novih,
naprednih nosaca koji bi mogli da poboljSaju dermalnu isporuku takrolimusa i bili prihvatljiviji za
pacijente u pogledu jednostavnije aplikacije.

1.1.5 Farmakokinetika takrolimusa

Takrolimus ispoljava nisku bioloSku raspolozZivost nakon oralne primene (oko 25 %) sa
velikom inter- i intravarijabilno$¢u (4 - 89 %)(Venkataramanan i sar., 1995). Kod vecine ispitanika
dolazi do njegove brze apsorpcije nakon primene, pri ¢emu se maksimalna koncentracija
takrolimusa u krvi postize nakon 0,5 - 1 h. Medutim, kod pojedinih pacijenata je uocena spora,
kontinuirana apsorpcija tokom duzeg vremenskog intervala, bez postizanja maksimalne
koncentracije takrolimusa u krvi (Venkataramanan i sar., 1995). Hrana ima veliki uticaj na brzinu i
stepen apsorpcije takrolimusa, pri ¢emu su oni najveci pri gladovanju, dok uzimanje takrolimusa uz
masnu hranu znacajno smanjuje njegovu apsorpciju. U krvi se takrolimus intenzivno vezuje za
eritrocite, kao i serumske proteine (Venkataramanan i sar., 1995). Metabolizam takrolimusa se
dominantno odvija u jetri, posredstvom citohroma P450 3A4, iako je uoceno da se jedna koli¢ina
takrolimusa metaboliSe ve¢ u tankom crevu (Lampen 1 sar., 1995). Identifikovano je oko 15
metabolita, pri cemu mali broj njih ispoljava imunosupresivni efekat, te se smatra da oni ne
doprinose znacajno klinickom efektu. Izlu€ivanje metabolita vrSi se dominantno putem fecesa, dok
se manje od 1 % nepromenjenog takrolimusa moZe naci u fecesu i urinu. Poluvreme eliminacije
takrolimusa je takode varijabilno i u proseku iznosi oko 12 h (Venkataramanan i sar., 1995). Zbog
niskog terapijskog indeksa i generalno vrlo varijabilne bioloske raspolozivosti, u cilju adekvatnog
sistemskog efekta potrebno je redovno pratiti konentraciju takrolimusa u krvi tokom sistemske
primene (Venkataramanan i sar., 1995).

S druge strane, nakon topikalne aplikacije takrolimusa, oCekuje se lokalno dejstvo u koZzi sa
minimalnom sistemskom resorpcijom (Pascual i Fleisher, 2004). Rezultati klini¢kih ispitivanja
nakon jednokratne i ponovljene topikalne aplikacije takrolimusa u obliku masti (0,03%, 0,1 % ili
0,3 %) dva puta dnevno tokom dve do tri nedelje kod odraslih i dece (7-16 godina) ukazuje na vrlo
niske koncentracije takrolimusa u krvi (maksimalna izmerena 2,4 ng/mL, prosecna ispod 1 ng/mL)
(Fleischer, 1999; Undre i sar., 2009). Dodatno, uoceno je da tokom tretmana postepeno dolazi do
smanjenja sistemske apsorpcije takrolimusa usled poboljSanja stanja koZe. Takrolimus se ne
metaboliSe u kozi, a poluvreme eliminacije iz koze nakon poslednje aplikacije masti je procenjeno
na oko 72h, ali je takode uocena i velika varijabilnost medu ispitanicima (Undre i sar., 2009).



1.1.6 Izazovi u razvoju novih formulacija za dermalnu isporuku takrolimusa

U cilju razvoja stabilnih, naprednih koloidnih nosaca za poboljSanu dermalnu isporuku
takrolimusa, vrlo je vazno odabrati ekscipijense koji mogu da prevazidu slabu rastvorljivost
takrolimusa u vodi. Naime, prisustvo takrolimusa u rastvornom obliku je jedan od preduslova za
ostvarivanje farmakoloskog efekta (Pople i Singh, 2010). Osim toga, usled velike molekulske mase
takrolimusa, njegova penetracija u kozu je vrlo ograni¢ena. Zato je poZeljno poboljsati penetraciju
takrolimusa u stratum corneum 1 njegovu permeaciju do vijabilnog epidermisa i dermisa, gde se
ocekuje ispoljavanje njegovog dejstva (Olson i sar., 2014). To se mozZe uciniti primenom razlicitih
fizickih ili hemijskih metoda, kao i1 primenom adekvatnih naprednih nosaca. S druge strane,
pozeljno je da nosa¢i omogucée akumuliranje takrolimusa u koZzi. ali ne i njegovu resorpciju u
sistemsku cirkulaciju, jer to moZe dovesti do sistemskih neZeljenih efekata i imunosupresije (Olson
1sar., 2014).

Osim ovih izazova u pogledu razvoja formulacije, postoje i drugi izazovi vezani za rad sa
ovom supstancom. Naime, dugotrajno sistemsko izlaganje takrolimusu kod pacijenata sa
transplantacijom organa dovelo je do povecanja incidence od razvoja malignih tumora, posebno
tumora koze i to karcinoma skvamoznih ¢elija. (Euvrard i sar., 2004). Postoje i odredeni rezultati
kohortnih studija koji ukazuju na to da ¢ak 1 topikalna upotreba takrolimusa moZe da dovede do
pojave raka koze i limfoma (Castellsague i sar., 2018). Ameri¢ka agencija za hranu i lekove je u
martu 2005. godine izdala javno upozorenje zdravstvenim radnicima i pacijentima o potencijalnom
riziku od razvoja maligniteta usled upotrebe takrolimusa (Becker i sar., 2006). Imajuéi to u vidu,
razvoj formulacija sa takrolimusom nosi sa sobom odredenu vrstu rizika po zdravlje istraZivaca,
posebno u kritinim stupnjevima istrazivanja, kao Sto su odmeravanje aktivne supstance, pravljenje
formulacija 1 njihova karakterizacija. Zbog toga je veoma vazno preduzeti mere opreza prilikom
rada sa takrolimusom i koristiti odgovarajucu zastitnu opremu.

Na kraju, imaju¢i u vidu to da je takrolimus vrlo potentna aktivna supstanca, dostupni
preparati za topikalnu primenu imaju niske koncentracije takrolimusa (0,03 % ili 0,1 %). Stoga su
ocekivane niske koncentracije takrolimusa na mestu dejstva, Sto oteZava razvoj metoda za
biofarmaceutsku karakterizaciju razvijenih nosaca. U cilju kvantifikacije takrolimusa Cesto je
neophodno koristiti vrlo sofisticirane analiticke uredaje koji imaju dovoljno niske limite detekcije i
kvantifikacije, kao i posebno prilagodavanje metoda koriS¢enim formulacijama.

Ovi izazovi zajedno su najverovatniji razlog zaSto joS uvek nema dostupnih drugih
farmaceutskih oblika za topikalnu primenu takrolimusa osim prve registrovane masti sa
takrolimusom. Ipak, sprovodene su razli¢ite studije koje su za cilj imale poboljSanu dermalnu
isporuku takrolimusa. Izmedu ostalih, tu spada i razvoj razliitih nosaca, kao §to su liposomi
(Erdogan 1 sar., 2002), polimerne micele (Lapteva i sar., 2014), polimerni nanonosaci (Gabriel 1
sar., 2016) nanoemulzije na bazi prirodnih ulja (Sahu i sar., 2018), mikroemulzije (Goebel i sar.,
2011), lipidne nanocestice (Andrade i sar., 2017; Jain i sar., 2019), nanostrukturirani
supramolekularni hidrogelovi (Limon i sar., 2019), itd.



1.2  Tehnike za prevazilaZenje slabe rastvorljivosti lekovitih supstanci

Prema definiciji, rastvorljivost predstavlja maksimalnu koli¢inu supstance koja mozZe da se
rastvori u datoj zapremini odredenog rastvara€a pri konstantnoj temperaturi. Rastvorljivost lekovite
supstance je jedan od osnovnih faktora koji utiCu na brzinu rastvaranja supstance iz farmaceutskog
oblika, pa time i na biolosku raspoloZivost leka (Sanches i Ferreira, 2019). Slaba rastvorljivost
lekovitih supstanci i dalje predstavlja veliki izazov u razvoju novih lekova. Sa otkri¢em i sintezom
novih aktivnih supstanci, sve je viSe supstanci koje ispoljavaju vrlo slabu rastvorljivost u vodi.
Smatra se da je ¢ak 70 % novih kandidata za lekovite supstance zapravo prakti¢no nerastvorljivo u
vodi (Censi i Di Martino, 2015). To znafajno oteZava postizanje zadovoljavajuce bioloske
raspoloZivosti 1 ispoljavanje Zeljenih farmakoloSkih efekata ovih entiteta. Naime, rastvorljivost
lekovitih supstanci u vodi identifikovana je kao kriti¢ni parametar koji je najeS¢e odgovoran za
njihovu neadekvatnu (slabu ili varijabilnu) performansu pri isporuci lekova (Sanches 1 Ferreira,
2019). Imajuéi to u vidu, sve se viSe radi na razvijanju tehnika koji mogu da poboljSaju
rastvorljivost i brzinu rastvaranja lekovitih supstanci (Slika 1-3).

Lipidni Formiranje

nosaci . . soli
Pristupi za

prevazilazenje

slabe
rastvorljivosti
supstanci

Amorfni

Solubilizacija oblici

Slika 1-3 Prikaz odabranih pristupa kojima se moZe prevazi¢i slaba rastvorljivost supstanci
(prilagodeno na osnovu referenci Boyd i sar., 2019; Sanches i Ferreira, 2019).

Jedna od tehnika za prevazilazenje slabe rastvorljivosti supstanci predstavlja hemijsku
modifikaciju supstance, pri cemu se dobija prelek (engl. prodrug) - hemijski oblik koji ispoljava
vecu rastvorljivost, ali naj¢eS¢e ne ispoljava ili ispoljava slabo farmakolosko dejstvo, te se mora
modifikovati/degradirati u organizmu, na ili blizu ciljanog mesta dejstva, kako bi se ispoljio Zeljeni
farmakoloski efekat (Sanches i Ferreira, 2019). Prelekovi se generalno mogu podeliti u dve grupe:

* prelekovi linkovani sa nosa¢ima, kod kojih je aktivni princip privremeno vezan
kovalentnim vezama za odgovarajuci nosac, pri ¢emu u organizmu dolazi do raskidanja ove
veze;

* bioprekursori, koji nisu povezani za nosaCe, ve¢ se u organizmu aktiviraju
metabolickim modifikacijama funkcionalnih grupa.



Pojedini primeri gradenja prelekova su hemijske modifikacije u cilju dobijanja estara
(pogotovu estara sa polietilenglikolima, koji su veoma hidrofilni), koriS¢enje fosfatne grupe, bilo
direktnim vezivanjem za postojecu hidroksilnu grupu ili vezivanjem preko hemijskih linkera,
formiranje amida itd. (Sanches i Ferreira, 2019).

Rastvorljivost i brzina rastvaranja supstanci koje jonizuju moZe se znacajno poboljSati
koris¢enjem odgovaraju¢ih soli umesto kiselog/baznog oblika supstance. Ovaj pristup je
jednostavniji u odnosu na hemijsku modifikaciju, ali dosta zavisi od pH vrednosti sredine, buduci
da na odgovaraju¢im pH vrednostima dolazi do prelaska supstance iz jonizovanog u nejonizovan
oblik, 1 obrnuto (Boyd 1 sar., 2019). To posebno moze da bude problem ukoliko pH vrednost pri
kojoj se ispoljava maksimalna rastvorljivost supstance leZi izvan oblasti fizioloske pH vrednosti, Sto
moze da dovede do precipitacije nejonizovanog oblika (Boyd i sar., 2019). Ovo posebno vazi za
supstance u vidu kiselina kada se nadu u stomaku (kisela sredina), ili supstance u vidu baza kada se
nadu u intestinalnom traktu (neutralna do umereno bazna sredina). Ostali nedostaci ove tehnike su
to Sto supstanca mora imati jonizujucu grupu, kao i nedovoljno povecanje rastvorljivosti kada su u
pitanju izuzetno slabo rastvorne lekovite supstance (Boyd i sar., 2019).

KoriS¢enje amorfnih C¢vrstih supstanci umesto njihovog kristalnog oblika takode moze
znacajno da poveca brzinu rastvaranja lekovitih supstanci. Amorfni oblici se lakSe rastvaraju od
odgovarajuc¢ih kristalnih oblika budu¢i da je u procesu rastvaranja kristalnih oblika najpre
neophodno uloZiti odgovarajucu energiju rastvaranja u narusavanje kristalne reSetke, dok je kod
amorfnih, neuredenih sistema ovaj korak nepotreban, te je potrebna manja energija kako bi otpocelo
rastvaranje (Leuner 1 Dressman, 2000). Problem kod amorfnih oblika je taj Sto su oni vrlo nestabilni
i teze brzom prevodenju u stabilno, kristalno stanje. Zbog toga su razvijene amorfne Cvrste
disperzije, koje predstavaljaju ¢vrstu molekularnu smeSu slabo rastvornih lekovitih supstanci sa
hidrofilnim nosa¢ima, koja moZe da poboljSa kvaSenje i ubrza rastvaranje lekovitih supstanci
(Vasconcelos 1 sar., 2016). Neke od metoda za dobijanje amorfnih ¢vrstih disperzija su koriS¢enje
razli¢itih mlinova, metoda uparavanja rastvaraca (liofilizacijom, suSenjem rasprSivanjem), metoda
topljenja, itd. (Vasconcelos i sar., 2016). Ipak, glavni nedostatak ovog pristupa i dalje ostaje
intrinzi¢na termodinamicka nestabilnost dobijenih sistema koji teze da se vrate u stabilnu, kristalnu
formu.

Povrsinski aktivne materije (surfaktanti) su ekcipijensi koji se Cesto koriste kako bi se
poboljsala rastvorljivost supstanci u vodi (Boyd i sar., 2019). Kako bi doSlo do solubilizacije
lekovite supstance, mora do¢i do nastajanja micela u kojima ¢e se ona rastvoriti, odnosno koli¢ina
surfaktanata mora biti ve¢a od kriticne micelarne konentracije. Zapravo, ovaj pristup, slicno
gradenju kompleksa sa ciklodekstrinima, u ¢ijoj se unutrasnjosti moze solubilizovati lekovita
supstanca, dovodi do povecanja prividne rastvorljivosti supstanci u vodi (Boyd i sar., 2019).

Na kraju, jo§ jedna od vaZnih tehnika za prevazilazenje slabe rastvorljivosti lekovitih
supstanci podrazumeva koriS¢enje razliCitith lipidnih nosafa, kao S§to su mikroemulzije,
nanoemulzije, lipidne Cestice, koji sadrze surfaktante, kosurfaktante, masnu i vodenu fazu, i mogu
dobro da solubilizuju slabo rastvorljivu lekovitu supstancu unutar masne faze u smesi surfaktanata i
kosurfaktanata na medufazi.



1.3  Koza kao barijera za isporuku lekovitih supstanci
1.3.1 Struktura koze

U cilju poboljsanja terapije razliCitih koznih oboljenja, kao Sto su dermatitis, psorijaza,
bakterijske, gljivicne ili virusne infekcije koZe, intenzivno se radi na razvoju novih nosaca i primeni
novih tehnologija koje bi poboljSale dermalnu isporuku lekova. Osim topikalne primene, kod koje
je Zeljeno da lekovita supstanca penetrira u kozu i tu ispolji svoje dejstvo, vrlo je aktuelan i razvoj
transdermalnih sistema koji bi omogucili sistemsku isporuku razli€itih aktivnih supstanci nakon
primene na kozi. Posebno je interesantna transdermalna isporuka vakcina i drugih makromolekula,
koja se intenzivno istrazuje, dok na trZiStu postoje razli€iti transdermalni flasteri za primenu
hormona (estradiol, testosteron, levonorgestrel), analgetika (fentanil), nikotina, skopolamina i dr.
(Prausnitz i Langer, 2008). Medutim, da bi se omogucila dermalna ili transdermalna isporuka
lekova, neophodno je savladati glavnu i osnovnu ulogu koze - barijernu zaStitu od razlicitih
egzogenih supstanci prisutnih u naSem okruZenju. Savladavanje koZne barijere moZe biti dodatno
oteZano izmenjenom strukturom koZe usled prisutnog koznog oboljenja, kao Sto je slucaj sa
keratinoznim plakovima prisutnim u psorijazi (Prausnitz 1 sar., 2012; Prow 1 sar., 2011).

Ukratko, koZa se sastoji iz epidermisa, dermisa i hipodermisa (Slika 1-4). Epidermis se dalje
moze podeliti na stratum corneum, stratum granulosum, stratum spinosum i stratum basale (Slika
1-5).

Stratum corneum predstavlja glavnu barijeru za penetraciju supstanci iz spoljaSnje sredine. To
je povrsinski, spoljasnji sloj koZe debljine 10-20um. Njegova tipicna struktura cigala i maltera
(engl. bricks and mortar) posebno je odgovorna za oteZan prodor egzogenih supstanci u kozu, kao i
sprecavanje preteranog gubitka vode iz organizma (Prausnitz i sar., 2012). Pod ciglama
prvenstveno se misli na oko 20 slojeva korneocita (terminalno diferenciranih keratinocita), tj. ¢elija
bez jedara i organela ispunjenih umrezenim citokeratinskim filamentima, koje poseduju izuzetno
rigidan, kornizovani celijski omotaC u ¢iji sastav ulaze razliCiti proteini, kao Sto su involukrin,
lorikrin, mali proteini bogati prolinom, filagrin, idr. (Gorzelanny i sar., 2020). Korneociti su
medusobno povezani korneodezmozomima koji osiguravaju kohezivnost ovog sloja. Za normalnu
deskvamaciju koZze vrlo je vazan proces degradacije korneodezmozoma, u ¢ijem procesu ucestvuju
razli¢ite proteaze, kao $to su kalikrein-srodne peptidaze i katepsini.
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Slika 1-4 Prikaz poprecnog preseka kozZe, preuzeto i prilagodeno prema referenci (Young i sar., 2006 ).



Intercelularni prostor stratum corneum-a ispunjen je gusto pakovanim lipidnim slojevima,
takozvanim lipidnim lamelama, koji se sastoje od holesterola, slobodnih masnih kiselina i ceramida.
Organizacija lipidnog sloja je od velike vaznosti za barijernu ulogu koju ovaj sloj poseduje, i moze
se naruSiti hidratacijom koZe, primenom temperature ili razliitih pojacCivaca penetracije
(Gorzelanny 1 sar., 2020). Lipidni matriks je odgovoran kako za smanjenu penetraciju hidrofilnih
lekovitih supstanci, tako i za eventualno formiranje rezervoara lipofilnih lekovitih supstanci u kozi.
Zahvaljujuci ovakvoj strukturi i lipidnom matriksu u kome su korneociti uronjeni, permeabilnost
stratum corneum-a za vodu je hiljadu puta manja u odnosu na druge bioloSke membrane
(Gorzelanny i sar., 2020).

Jo$ jedna znaCajna komponenta koja ulazi u sastav stratum corneum-a je prirodni vlazeci
faktor (eng. Natural Moisturizing Factor), koji se sastoji se od smeSe aminokiselina, mlecne
kiseline, uree, citrata i Se¢era (Wiedersberg i sar., 2008). On je neophodan za odrzavanje hidratacije
koZe, i dominantno nastaje degradacijom filagrina, ali se takode nalazi i u znoju. Komponente
prirodnog vlazeceg faktora mogu da uticu na aktivnost raznih proteaza koje su ukljucene u proces
deskvamacije koZe, kao i na sintezu lipida (Gorzelanny i sar., 2020).
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Slika 1-5 LEVO: Slojevi epidermisa i deo dermisa: C — Stratum corneum, G — Stratum granulosum, S —
Stratum spinosum, B — Stratum basale, D — dermis, preuzeto i prilagodeno prema referenci Young i
sar., 2006 . DESNO - Sematski prikaz stratum corneum-a, preuzeto i prilagodeno na osnovu reference
Wiedersberg i sar., 2008.

Keratinociti nastaju u bazalnom sloju epidermisa - stratum basale, pri ¢emu se postepeno
diferenciraju i migriraju kroz stratum spinosum i stratum granulosum do stratum corneum-a.
Stratum granulosum je od posebne vaznosti jer su u njemu c¢elije spojene Cvrstim spojnicama (engl.
tight junctions), koje dodatno doprinose koZnoj barijeri. Ove spojnice sastoje se od razli¢itih
transmembranskih proteina, medu kojima su dominantni proteini iz porodice klaudina. Poznato je
da u lezijama koZe pacijenata sa atopijskim dermatitisom postoji izrazena nishodna regulacija
sinteze proteina klaudin-1, koja moZe biti odgovorna za naruSavanje koZne barijere koja poti¢e od
¢vrstih spojnica (Gorzelanny i sar., 2020).

Osim keratinocita, vijabilni epidermis sadrZi i druge ¢elije, kao Sto su melanociti — Celije koje
produkuju melanin, pigment neophodan u =zastiti od UV zracenja, Merkelove Ccelije -
mehanoreceptori neophodni za percepciju teksture predmeta i laganog dodira, kao i Langerhansove
¢elije i T-limfocite neophodne u aktiviranju imunog odgovora (Nguyen i Soulika, 2019).

Na bazalnoj strani stratum basale, kao spojnica izmedu epidermisa i dermisa, nalazi se
bazalna membrana, koju sacinjavaju razliCiti proteini i ugljeni hidrati, kao S$to su laminini i
kolageni, proteoglikani i hijaluronska kiselina. U kojoj meri bazalna membrana doprinosi barijernoj
ulozi koZe joS uvek nije potpuno razjasnjeno, ali se zna da ona doprinosi zaustavljanju prodiranja
Herpes simplex virusa, kao i da je njena debljina smanjena kod pacijenata sa atopijskim
dermatitisom (Gorzelanny i sar., 2020).



Ispod epidermisa nalazi se dermis, sloj koZe ispunjen vezivnim tkivom, kolagenom, elastinom
i ekstracelularnim matriksom izgradenom pretezno od glikozaminoglikana (hijaluronska kiselina),
glikoproteina 1 proteoglikana (Wong 1 sar., 2016). Kroz dermis se proZima kompleksna mreza
krvnih i limfnih sudova, kao i nervnih zavrSetaka. S obzirom na to da se u epidermisu ne nalaze
kapilari, dermis je glavni izvor hranjivih materija i esencijalnih supstanci koje difuzijom prelaze u
epidermis. U dermisu su lokalizovane i sebacealne (lojne) Zlezde, znojne Zlezde, folikuli dlaka,
termoreceptori 1 mehanoreceptori. Fibroblasti su najzastupljenije celije 1 produkuju kolagen i
ekstracelularni matriks, a dodatno imaju znacajnu ulogu u zarastanju rana. Osim fibroblasta, u
dermisu su takode prisutne makrofage, limfociti i mast ¢elije, koje imaju znac¢ajnu ulogu u imunom
odgovoru (Nguyen i Soulika, 2019).

Ispod dermisa nalazi se hipodermis, najdublji sloj koZe koji se dominantno sastoji od
potkoznog masnog tkiva i miSi¢a. Hipodermis je bogat fibrocitima, adipocitima, proteoglikanima i
glikozaminoglikanima, kao 1 razli¢itim celijama odgovornim za imunoloSki odgovor (Nguyen i
Soulika, 2019). Njegova glavna funkcija je skladiStenje energije u vidu masnih kiselina, kao i
endokrina uloga u homeostazi glukoze i metabolizma lipida. Dodatno se hipodermis ponaSa kao
toplotni i mehanicki izolator (Young i sar., 2006 ).

1.3.2 Putevi isporuke lekovitih supstanci u/kroz kozu

Bez obzira na njenu barijernu ulogu, koza predstavlja vazan put primene mnogih lekova. U
zavisnosti od mesta dejstva lekovite supstance, moZe biti o¢ekivano/Zeljeno da supstanca ostane na
povrsini koZe (topikalni efekat, preparati za zastitu od sunca, antimikotici), penetrira u stratum
corneum 1 dublje slojeve koZe sa ciljem ostvarivanja lokalnog efekta (tretman psorijaze, dermatitisa,
raka koze), ili da permeira kroz kozu i bude apsorbovana u sistemsku cirkulaciju (transdermalna
isporuka, nikotinski transdermalni flasteri, hormonalni transdermalni flasteri). Generalno, isporuka
lekovitih supstanci u/kroz koZu najvise zavisi od: 1) interakcije supstanci sa intercelijskim lipidnim
matriksom, 2) interakcije supstanci sa keratinom u korneocitima, 3) interakcije kosolvensa ili
pojacivaca penetracije sa lipidnim matriksom stratum corneum-a, koja moze da dovede do
reverzibilnog narusavanja koZne barijere i poboljSanja transporta supstanci u/kroz kozu (Alexander
1sar., 2012).

Transport lekovitih supstanci kroz stratum corneum se odvija pasivnom difuzijom koja je u
saglasnosti sa Fikovim zakonom difuzije, prema kome je stepen apsorpcije supstance (fluks, J) kroz
barijeru proporcionalan njenoj razlici u koncentraciji izmedu barijere (Czajkowska-Kosnik i sar.,
2019). Fikov zakon se moZe opisati slede¢com formulom:

J=(DK,, /L) *C,

pri cemu D predstavlja difuzioni koeficijent supstance u stratum corneum-u, Km predstavlja
particioni koeficijent izmedu stratum corneum-a i nosaca, L je duzina difuzionog puta, a Cv je
koncentracija supstance u nosacu. Ova Cetiri faktora kontroliSu kinetiku perkutane apsorpcije, pri
¢emu u razvoju novih nosaca posebno treba voditi raCuna o kriticnim faktorima: rastvorljivost
supstance u nosatu i maksimizovanja raspodele supstance iz nosaCa u stratum corneum
(Czajkowska-Kosnik i sar., 2019).

Postoje tri osnovna puta transporta supstanci kroz kozu (Slika 1-6)(Bellefroid i sar., 2019):

1) intercelularni, kroz meducelijski matriks stratum corneum-a

2) intracelularni/transcelularni, kroz korneocite u stratum corneum-u

3) transfolikularni/transapendagealni, kroz folikule dlake ili eventualno lojne/znojne
Zlezde
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Slika 1-6 Putevi prolaska supstanci u/kroz kozu (prilagodeno na osnovu reference Bellefroid i sar.,
2019).

Koji tip transporta ¢e biti aktuelan najviSe zavisi od lipofilnosti ispitivane supstance, kao i
njene molekulske mase i rastvorljivosti. Naime, Lipinski i saradnici predloZili su pravilo broja 5, na
osnovu kog se moZe predvideti loSa apsorpcija ili permeacija ukoliko supstanca ima molekulsku
masu vecu od 500, broj donora vodoni¢nih veza vec¢i od 5, broj akceptora vodoni¢nih veza veci od
10, i particioni koeficijent oktanol-voda (log P) veci od 5 (Lipinski i sar., 2001). Generalno, male,
lipofilne supstance, sa log P vrednoS¢u oko 2 lako penetriraju u koZu intercelularnim putem, prodiru
kroz kozu i bivaju apsorbovane u sistemsku cirkulaciju (Tettey-Amlalo, 2008). Iako se ranije
smatralo da je transcelularni put zastupljen kod hidrofilnih supstanci, danas postoje oprecni stavovi
i veliki broj histohemijskih i teorijskih dokaza ukazuju na to da vecina supstanci biva
transportovana intercelularnim putem, kroz lipidni matriks (Prow 1i sar., 2011). Imajuci u vidu to da
znojne  Zlezde 1 folikuli dlaka okupiraju oko 0,1 % ukupne povrSine koZe,
transfolikularni/transapendegealni put se ne smatra znaCajnim za permeaciju, ali u odredenim
slucajevima, kao $to je isporuka nanocestica, ipak moZe biti od vaznosti (Lademann i sar., 2011;
Lane, 2013).

1.4  Strategije za poboljSanje dermalne isporuke lekova

Potraga za strategijama koje se mogu koristiti u poboljSanju isporuke lekovitih supstanci traje
joS od praistorijskih dana. Tada je bilo vrlo vaZzno brzo tretirati rane, koZne opekotine i druga
oboljenja koze, kako bi se sprecio nastanak infekcija koje su Cesto bile fatalne. Jedan od prvih
pristupa u cilju leCenja koZnih oboljenja 1 povreda bila je primena razli¢itih masnih obloga preko
lekovitih trava i melema (Hartmann, 2016), za koje se danas zna da dovode do okluzije koZe, Sto
hidratiSe koZu i olakSava prodiranje lekovitih supstance kroz stratum corneum, kao glavnu koZnu
barijeru.

Razvojem medicine, farmacije, tehnologije i dijagnostike, uoceni su brojni inovativni pristupi
kojima se moze poboljsati isporuka lekovitih supstanci. Takode, potreba za razvojem neinvazivnih
nacina za primenu vakcina, proteina, peptida, oligonukleotida i gena, kao i sve veca incidenca
razli¢itih tipova raka kozZe, koje je poZeljno le€iti topikalno u cilju smanjenja sistemskih nezeljenih
efekata terapije, intenzivirala je potragu za novim, poboljSanim nac¢inima dermalne i transdermalne
isporuke ovih i slicnih makromolekula. Danas postoje razlicite strategije kojima se moZe prevazici
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barijerna funkcija stratum corneum-a i1 poboljSati dermalna ili transdermalna isporuka lekova. S
obzirom na to da se Cesto koriste kombinacije razliCitih strategija, nije lako napraviti strogu podelu
izmedu metoda koje se koriste u tu svrhu. Ipak, u zavisnosti od toga da li je potrebno upotrebiti
spoljasnje izvore energije, mogu se razlikovati aktivne i pasivne metode za poboljSanje dermalne ili
transdermalne isporuke lekova. S druge strane, posmatraju¢i mehanizme kojima se omogucava
povecana propustljivost kozne barijere, ove strategije se mogu podeliti na fizicke, hemijske,
biohemijske i formulacione (Morrow i sar., 2007; Rizwan 1 sar., 2009).

Kod aktivnih strategija neophodno je koristiti spoljasnji izvor energije, kako bi se privremeno
naruSila struktura stratum corneum-a. Tu spadaju (Rizwan i sar., 2009):

. jontoforeza - primena elektri¢ne struje u cilju bolje penetracije i permeacije
naelektrisanih molekula),

. elektroporacija - kratkotrajna (< 1 s) primena impulsa visokog napona (50 -
500 V), koja dovodi do privremenog i reverzibilnog formiranja vodenih kanala kroz lipidne
membrane

. sonoforeza - primena ultrazvuka razli¢itih frekvencija (20 kHz - 16 MHz)

koji posredstvom kavitacije - formiranja gasovitih mehura unutar intercelularnih lipida -
dovodi do disrupcije stratum corneum-a

. magnetoforeza - primena magnetnog polja kako bi se poboljSao difuzioni
koeficijent dijamagneti¢nih supstanci u kozu. Iako jo§ nedovoljno istraZzena, smatra se da
moZe biti od znacaja, pogotovu u kombinaciji sa primenom magnetnih (nano)cestica (Park 1
sar., 2016)

Pristupi za poboljsanje penetracije lekova kroz kozu

Lek-nosac

interakcije / Modifikacija

osobine supstance

stratum corneum-a

eTermodinamicka e Lipozomii * Hidratacija *Primena * Jontoforeza

aktivnost analozi * Pojativaci mikroigala « Elektroporacija
* Jonski parovi * Mikroemulzije penetracije * Ablacija e Sonoforeza
e Eutekticki * Nanoemulzije e Folikularni « Magnetoforeza
sistemi e Lipidne transport
* Prelek nanocestice * Primena metode
sa trakama

Slika 1-7 Razliciti pristupi za poboljSanje penetracije lekova kroz kozu (prilagodeno na osnovu
referenci Morrow i sar., 2007; Rizwan i sar., 2009).

Budu¢i da primenom ovih aktivnih strategija dolazi do fizickog narusavanja strukture koze,
one se mogu takode smatrati fizickim strategijama za poboljSanje dermalne/transdermalne isporuke
lekova. Iako su vrlo efiksne, njihova upotreba je i dalje ograni¢ena zbog znacajnih nedostataka, kao
Sto su neophodnost posedovanja skupe opreme, invazivna primena i bolnost prilikom primene
(Bellefroid i sar., 2019).

Primena mikroigala (igala mikrometarske dimenzije, duZine 150 - 2000 um) smatra se takode
jednom od znacajnih strategija, kojom se fizickim putem formiraju reverzibilne mikrometarske pore
u stratum corneum-u, ¢ime se olakSava pasivna difuzija aktivnih supstanci u kozu (Bellefroid 1 sar.,
2019). Postoje razli€iti tipovi mikroigala koje se mogu primenjivati u tu svrhu, kao §to su Cvrste
mikroigle, obloZene mikroigle, rastvorljive (biodegradabilne) mikroigle, Suplje mikroigle, hidrogel
formirajuc¢e mikroigle (Rzhevskiy i sar., 2018). Slika 1-8 prikazuje mehanizme oslobadanja lekovite
supstance iz razlicitih tipova mikroigala. S obzirom na brojne prednosti koriS¢enja mikroigala, kao
Sto su mogucnost isporuke velikih molekula (npr. nukleinskih kiselina), minimalna invazivnost i
bezbolnost primene, jednostavna primena, relativno niski troSkovi izrade, moguc¢nost odabira
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ciljanog mesta isporuke modifikacijom duzine mikroigala, moguc¢nost kontrolisane isporuke lekova,
itd. (Bellefroid i sar., 2019), sve je ve¢i broj istraZzivackih grupa koje se bave ovom tematikom, kao i
komercijalno dostupnih sistema sa mikroiglama (Rzhevskiy i sar., 2018). Ipak, i dalje je potrebno
prevazi¢i pojedine nedostatke primene mikroigala, kao S$to su kapacitet inkorporacije lekovite
supstance, formiranje pora u koZi koje mogu trajati 1 viSe od 24 h, kao 1 mogucnost iritacije koze
(Miinch i sar., 2017).

B S R
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Slika 1-8 Sematski prikaz razli¢itih tipova mikroigala, kao i mehanizma oslobadanja lekovite
supstance iz njih (preuzeto i prilagodeno iz reference Rzhevskiy i sar., 2018).

Koris¢enjem hemijskih pojacivaca penetracije (engl. chemical penetration enhancers, CPE)
takode se moZze omoguditi poboljSana dermalna isporuka lekovitih supstanci. Njihov efekat ogleda
se u hemijskoj interakciji sa gradivnim molekulima stratum corneum-a (dominantno intercelularnim
lipidima) i generalno koZe, ¢ime se povecava njena propustljivost i olakSava pasivna difuzija
aktivnih principa (Rizwan i sar., 2009). U ovu grupu spadaju brojni alkoholi (etanol, glicerol,
propilenglikol, lauril alkohol, itd.), masne kiseline (laurinska kiselina, palmitinska kiselina, oleinska
kiselina, itd.), estri (etil acetat, izopropilmiristat, izopropilpalmitat, itd.), amidi (urea,
dimetilacetamid, dimetilformamid, derivati pirolidona), alkoholni etri (monoetiletar dietilenglikola),
etarska ulja 1 terpeni (D-limonen, karvon, mentol), sulfoksidi (dimetilsulfoksid,
decilmetilsulfoksid), razliciti anjonski, katjonski i nejonski surfaktanti, kao i fosfolipidi (Lane,
2013; Miinch i sar.,, 2017). Pozeljne karakteristike hemijskih pojacivata penetracije su
farmakoloSka inertnost, brzo ispoljavanje efekta, brzo i potpuno ponovno uspostavljanje koZne
barijere nakon uklanjanja sa koZe, biokompatibilnost i netoksicnost, da ne dovodi do alergijskih
reakcija ili iritacije, da ima prihvatljive organolepticke osobine za primenu na koZi, da ispoljava
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jednostrano dejstvo, odnosno da omogucava penetraciju aktivnih principa u koZu, a sprecava
gubljenje endogenih supstanci iz tela, da bude kompatibilan sa ekscipijensima koji se uobicajeno
koriste u farmaceutskim preparatima za primenu na kozi (Williams i Barry, 2004). Najveca briga pri
primeni hemijskih pojacivaca penetracije i dalje ostaje mogucnost iritacije koze, koju nije moguce
predvideti koriS¢enjem in vitro studija (Lane, 2013).

Pod biohemijskim tehnikama za poboljSanje dermalne raspoloZivosti lekova smatra se
prvenstveno upotreba peptida (engl. skin penetrating peptids, SPPs) malih molekulskih masa (1000
- 1500 Da), koji mogu da formiraju pore u stratum corneum-u i olakSaju penetraciju malih i velikih
molekula u koZu (Kim i sar., 2007; Kumar i sar., 2015). Budu¢i da su i ovi peptidi relativno veliki
molekuli, primeceno je da je u nekim slucajevima neophodno koristiti druge vrste penetracionih
inhensera (npr. surfaktante), koji bi olakSali penetraciju samih peptida. Nakon toga se postiZe
sinergisticko dejstvo ovih inhensera i bolja penetracija lekovitih supstanci (Kim i sar., 2007), koja
se dodatno moZe modifikovati podeSavanjem pH vrednosti, ¢ime se moZe menjati naelektrisanje
unutar pora peptida i olakSati penetracija naelektrisanih aktivnih principa (Kim i sar., 2008). Novija
saznanja o mehanizmu poboljSanja penetracije koriS¢enjem peptida ukazuju na to da, za razliku od
ostalih penetracionih inhensera koji dominantno interaguju sa intercelularnim lipidnim matriksom,
ovi peptidi moZda interaguju sa keratinom u korneocitima i1 na taj nacin pospeSuju transcelularni
transport aktivnih principa (Kumar i sar., 2015).

Pod formulacionim pristupom poboljSanja dermalne raspoloZzivosti lekovitih supstanci spada
koriS¢enje nosaca koji su supersaturisani aktivhom supstancom, ¢ime se povecava njena
termodinamicka aktivnost; koriS¢enje jonskih parova za naelektrisane lekovite supstance, odnosno
dodavanje suprotno naelektrisanih molekula ¢ime se neutralizuje neto naelektrisanje lekovite
supstance buduc¢i da jonizovani oblici ispoljavaju mnogo manju permeabilnost od nejonizovanih
oblika; primena eutektickih smeSa, kod kojih se postize smanjenja taCke topljenja lekovite
supstance njenim kombinovanjem sa drugim ¢vrstim supstancama (Morrow i sar., 2007). Takode,
jedan od formulacionih pristupa podrazumeva modifikovanje osobina aktivne supstance, ¢ime se
ona prevodi u hemijski oblik koji je najfeS¢e neaktivan, ali ima poZeljnije fiziCkohemijske
karakteristike koje olakSavaju prodiranje u kozu, gde degradacijom ili pod dejstvom enzima biva
prevedena u aktivni oblik.

Na kraju, u formulacione pristupe spada i primena razli¢itih nosaca, kao §to su vezikularni
sistemi (konvencionalni lipozomi, visokodeformabilni lipozomi - npr. transferozomi, etozomi),
mikroemulzije, nanoemulzije, nanocestice, koji mogu da poboljSaju dermalnu isporuku lekovitih
supstanci. Mehanizmi kojima ovi nosaci poboljSavaju isporuku lekovitih supstanci i dalje nisu u
potpunosti razjasnjeni. Konvencionalni lipozomi najverovatnije ne prolaze kroz epidermis
neizmenjeni, ve¢ se fuzioniSu sa lipidnim matriksom stratum corneum-a odakle aktivne supstance
mogu da difunduju u dublje slojeve koZe (Sala i sar., 2018). Za razliku od njih, transfersomi,
visokoelasti¢ni lipozomi, mogu da produ kroz intercelularni lipidni matriks zahvaljuju¢i njihovoj
sposobnosti deformacije oblika i/ili strukture, nakon ¢ega se mesaju ili rastvaraju u lipidima koZe i
oslobadaju lekovitu supstancu u epidermis, odakle ona moZe dalje da difunduje u dublje slojeve
(Sala i sar., 2018). Oni se sastoje od nekoliko fosfolipidnih dvosloja sa inkorporiranom dodatnom
komponentom, takozvani ivi¢ni aktivator (engl. edge ativator, npr. natrijumholat, deoksiholat,
razli¢iti polisorbati), koja omogucava njihovu visoku deformabilnost. Etozomi, vezikule koje se
sastoje od fosfolipida i velike koli¢ine etanola (20 - 45 %), takode mogu da penetriraju kroz
intercelularni lipidni matriks zahvaljuju¢i njihovoj visokoj elasti¢nosti, pogotovu Sto velika koli¢ina
etanola kao pojacivaca penetracije €ini ovaj sloj mnogo fluidnijim (Sala i sar., 2018).

Mikroemulzije, nanoemulzije i nanoCestice su glavna tema ove doktorske disertacije, i bice
detaljnije opisani u slede¢im poglavljima.
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1.5 Koloidne disperzije

Koloidne disperzije su sistemi koji se sastoje od najmanje dve faze - unutrasnje, dispergovane
faze i spoljasSnje, kontinualne faze, pri ¢emu je veliCina Cestica dispergovane faze izmedu 1 nmi 1
um. Za razliku od grubih suspenzija i emulzija, Cestice unutraS$nje faze koloidnih disperzija su
suviSe male da bi bile uocljive koriS¢enjem svetlosnog mikroskopa, ali se mogu identifikovati
koris¢enjem elektronskog mikroskopa. Dodatno, upravo zbog male veli¢ine, Cestice dispergovane
faze se nalaze u stanju Braunovog kretanja i relativno su otporne na proces sedimentacije ili
kriminga, Sto ih dodatno c¢ini znacajno stabilnijim od obi¢nih, grubih suspenzija i emulzija
(Remington i Allen, 2013).

Upotreba koloidnih disperzija jedan je od nacina za prevazilazenje slabe rastvorljivosti
lekovitih supstanci i poboljSanje dermalne isporuke lekova. Iako koloidne disperzije obuhvataju
razli¢ite sisteme, kao Sto su micele, vezikularni sistemi (lipozomi, niozomi, etozomi,
transferozomi...), nanosuspenzije, itd., u daljem tekstu ¢e posebna paZnja biti posvecena
mikroemulzijama, nanoemulzijama i nanoCesticama kao nosa¢ima za dermalnu isporuku lekovitih
supstanci.

1.5.1 Mikroemulzije

Mikroemulzije (ME) su termodinamicki stabilne, transparentne, izotropne, teCne smese ulja,
vode i surfaktanata, ¢esto u kombinaciji sa kosurfaktantom (Tabela 1-1). Termin mikroemulzija
uveden je od strane Schulmana i saradnika 1959. godine, koji su jo§ pocetkom Cetrdesetih godina
dvadesetog veka uocili da je moguce dobiti transparentan, jednofazni sistem koji se sastoji od ulja,
vode 1 surfaktanata ukoliko je odnos surfaktant-ulje u tom sistemu dovoljno visok (Hoar i
Schulman, 1943; Schulman i sar., 1959). S obzirom na to da naziv ovih sistema moze pogresno da
ukaZe na njihovu mikrometarsku, a ne nanometarsku strukturu, bilo je viSe bezuspeSnih pokuSaja
promene ovog termina, te je stoga i danas zadrZan u Sirokoj upotrebi.

Za razliku od emulzija, koje su suStinski termodinamicki nestabilne i, iako mogu da pokazu
izuzetnu kineticku stabilnost, tokom vremena dolazi do razdvajanja uljane i vodene faze,
mikroemulzije su termodinamicki stabilni sistemi kod kojih ne dolazi do razdvajanja faza tokom
skladiStenja. Dalje, emulzije su obi¢no zamucene ili mlecno bele, a mikroemulzije su transparentne
ili opalescentne tec¢nosti. Takode, u cilju dobijanja emulzije potrebno je uloZiti dosta energije kako
bi doslo do adekvatnog mesanja vodene i masne faze, dok mikroemulzije nastaju spontano, bez
utroska energije (Lawrence i Rees, 2000). Zapravo, nastanak mikroemulzija moZe se objasniti
koris¢enjem Gibs-Helmholtz jednacine (Lawrence i Rees, 2000):

AGs=vyAA - TAS

pri ¢emu AG; predstavlja Gibsovu slobodnu energiju formiranja mikroemulzija (razlika
izmedu energije sistema kada su faze razdvojene 1 energije sistema nakon formiranja
mikroemulzija), y oznacava medupovrSinski napon izmedu uljane i vodene faze, AA je razlika u
dodirnoj povrSini izmedu faza tokom mikroemulzifikacije, T oznacava temperaturu, dok AS
predstavlja promenu u entropiji sistema koja je efektivno disperziona entropija.

Usled meSanja vodene i uljane faze do nanometarskih dimenzija, dolazi do velikog povec¢anja
dodirne povrsine izmedu ovih faza (veliki porast vrednosti AA). Budu¢i da je temperatura u sistemu
relativno konstantna, kako bi se ovaj proces desio neophodno je da se omoguci izuzetno nizak
medupovrSinski napon izmedu faza (iako ova vrednost uvek ostaje pozitivna, reda veli¢ine dela
mN/m). Dodatno, usled velikog porasta u entropiji sistema (AS) zbog formiranja velikog broja
malih kapi unutraSnje faze, spontano nastaje favorizovani sistem sa negativnom Gibsovom
energijom koji je termodinamicki stabilan (Lawrence i1 Rees, 2000). Upravo kako bi se osigurao
dovoljno nizak medupovrsinski napon izmedu uljane i vodene faze, neophodno je koristiti relativno
velike koli€ine surfaktanata i kosurfaktanata.
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Daljom analizom strukture ovih transparentnih, termodinamicki stabilnih sistema zaklju¢eno
je da u zavisnosti od sastava i odnosa vodene i masne faze moZe da dode do formiranja tri razli¢ita
tipa mikroemulzija (Lawrence 1 Rees, 2000):

¢ ulje u vodi (U/V) mirkoemulzije
* voda u ulju (V/U) mirkoemulzije
* bikontinuirane mikroemulzije.

Karakteristicno za sve ove tipove mikroemulzija je prisustvo monosloja surfaktanta na
medupovrSinskoj fazi ulje-voda. Ukoliko je u sistemu prisutan ve¢i udeo vodene faze dolazi do
formiranja U/V mikroemulzije, pri ¢emu su kapi ulja uniformno dispergovane u kontinualnoj,
vodenoj fazi (Lawrence i Rees, 2000). Nasuprot tome, u prisustvu veceg udela uljane faze dolazi do
formiranja V/U mikroemulzije u kojoj su vodene kapi dispergovane u masnoj, spoljasnjoj fazi.
Sistemi koji sadrZe priblizno iste koli¢ine uljane i masne faze pogodni su za formiranje
bikontinuiranih mikroemulzija, kod kojih se uljani i vodeni segmenti medusobno smenjuju, a
razdvojeni su fluidnim medupovrSinskim filmom surfaktanta (Slika 1-9).

© Vodena faza
© Kosurfaktant

© Uljana faza
d Surfaktant

Sematski prikaz popreénog preseka Sematski prikaz bikontinuiranih Sematski prikaz popreénog preseka
kapi kod V/U mikroemulzija mikroemulzija kapi kod U/V mikroemulzija

Slika 1-9 Sematski prikaz V/U, bikontinuiranih i U/V mikroemulzija (preuzeto od Todosijevi¢, 2017)

Mikroemulzije poseduju visoku sposobnost solubilizacije lekovitih supstanci, ali takode mogu
poboljsati penetraciju kako hidrofilnih, tako i lipofilnih aktivnih supstanci u koZu usled interakcije
sa lipidnim matriksom stratuma korneuma (Heuschkel i sar., 2008). Ipak, primena mikroemulzija u
farmaceutskim preparatima je ograni¢ena uglavnom zbog visokog sadrZaja surfaktanata i
kosurfaktanata koji mogu da dovedu do iritacije koZe. Stoga, uzimaju¢i u obzir pozitivne i
negativne karakteristike mikroemulzija, vaZzno je raditi na razvoju mikroemulzija koriS¢enjem
biokompatibilnih, bezbednih i neiritirajucih surfaktanata, kao Sto je lecitin.

Lecitin je jedan od najceS¢e koriS¢enih, dobro podnoSenih, prirodnih, netoksi¢nih,
biokompatibilnih i sigurnih ekscipijenasa. Medutim, njegova izrazita hidrofobnost usled prisustva
dva dugacka lanca ugljovodonika, snaZzne lipofobnosti usled prisustva hidriranih zvitterionskih
polarnih grupa 1 snaZne tendencije stvaranja lamelarne tecne kristalne faze otezavaju razvoj
formulacija. Kako bi se formulisale mikroemulzije na bazi lecitina neophodno je ukljuciti i
kosurfaktante koji se mogu inkorporirati u medupovrsinski film i smanjiti njegovu rigidnost, ¢ime
se olakSava formiranje svih tipova mikroemulzija (Gosenca i sar., 2013; Hoppel i sar., 2014).
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Tabela 1-1 Uporedne karakteristike mikroemulzija, nanoemulzija, ¢vrstih lipidnih nanocestica i
nanostrukturiranih lipidnih Cestica (prilagodeno na osnovu referenci Klang i Valenta, 2011; Lawrence

i Rees, 2000; Miiller i sar., 2002).

. .. .. Cvrste lipidne  Nanostrukturirane
Mikroemulzije Nanoemulzije . . .
nanocestice lipidne Cestice
<(
Veli¢ina <100 nm (100 nm) <1000 nm <1000 nm
< 1000 nm
- Transparentne do Translucentne Translucentne  Translucentne ili
Turbiditet - y . y y
translucentne ili mle¢no bele  ili mle¢no bele mlec¢no bele
SponF ano Da Ne Ne Ne
nastajanje
. Termodinamicki Kineti¢ki Kineticki T .
Stabilnost . . . Kineticki stabilne
stabilne stabilne stabilne
. . * . SmesSa ¢vrstog i
Masna faza Ulje Ulje Cvrst lipid y rslog
tecnog lipida
oy Relativno visoka,
Koli¢ina y . Umerena do Umerena do .
¢esto neophodni . . Umerena do niska
surfaktanta . niska niska
kosurfaktanti
Mogucénost Cesto naruSava
ve . Bez promene Bez promene Bez promene
razblaZivanja strukturu

1.5.2 Nanoemulzije

Nanoemulzije (NE) su termodinamicki nestabline koloidne disperzije nanometarskih
dimenzija u kojima je jedna ili viSe teCnih faza dispergovana u drugoj te¢noj fazi sa kojom se ne
meSaju (Klang i Valenta, 2011). U skladu sa definicijom nanomaterijala od strane medunarodne
organizacije za standardizaciju (engl. International Standardization Organisation, 1SO), prema
kojoj su nanomaterijali svi materijali koji imaju spoljaSnju dimenziju, unutrasnju strukturu ili
povrsinsku strukturu u rasponu od 1 do 100 nm, termin nanoemulzije je u pocetku bio koris¢en za
izotropne, translucentne koloidne disperzije kod kojih je veli¢ina kapi unutraSnje faze manja od 100
nm (Mason i sar., 2007). Medutim, vremenom je ovaj termin sve viSe poceo da se Koristi i za
mlec¢no bele, metastabilne emulzije kod kojih je veli¢ina kapi unutras$nje faze manja od 1000 nm, a
najceS¢e manja od 500 nm (Aboofazeli, 2010; Klang i Valenta, 2011).

Slicno kao i kod (makro)emulzija, u zavisnosti od udela masne faze, vodene faze i
surfaktanata, hemijske strukture ulja i surfaktanata, kao i uslova tokom izrade, mogu se razlikovati
U/V nanoemulzije, kod kojih su kapi masne faze okruZene surfaktantima i dispergovane u vodenoj
fazi, V/U nanoemulzije, kod kojih su kapi vodene faze okruZene slojem surfaktanta i dispergovane
u masnoj fazi (Klang i Valenta, 2011). Normalno, faza koja je prisutna u ve¢em udelu tezi da
postane spoljasnja, kontinuirana faza. Dodatno, koriS¢enje hidrofilnih surfaktanata favorizuje
nastanak U/V nanoemulzija, dok liposolubilni surfaktanti teZze formiranju V/U nanoemulzija.
Imaju¢i u vidu da polarni region surfaktanata predstavlja bolju barijeru za koalescenciju od
ugljovodoni¢nog, lipofilnog regiona, moguce je napraviti U/V nanoemulzije sa relativno visokim
udelom masne faze, dok kod V/U nanoemulzija brze dolazi do inverzije faza usled povecanja udela
vodene faze (Singh i sar., 2017). Dodatno, moguce je napraviti i multiple tipove nanoemulzija u
kojima je unutrasnja vodena faza dispergovana u uljanoj fazi koja je dispergovana u kontinuiranoj
vodenoj fazi, kao na primer V/U/V nanoemulzije (Schwarz i sar., 2012), dok su U/V/U
nanoemulzije vrlo retke.
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Za razliku od mikroemulzija koje su termodinamicki stabilne, nanoemulzije su kineticki
stabilizovane koriS¢enjem surfaktanata, polimera ili drugih stabiliSu¢ih agenasa. KinetiCkom
stabilizacijom ovih sistema moguce je poboljSati njihovu stabilnost, ali ipak tokom dugotrajnog
skladiStenja nanoemulzija dolazi do narusavanja njihove strukture i razdvajanja masne i vodene faze
(Klang 1 Valenta, 2011). Najce$¢i vid nestabilnosti koji se javlja kod nanoemulzija je Ostvaldovo
sazrevanje, usled koga dolazi do spajanja sitnih kapi unutraSnje faze u krupnije kapi. Osim
Ostvaldovog sazrevanja, kod nanoemulzija moZe do¢i i do flokulacije 1 koalescencije, usled
kolizije kapi unutrasnje faze, kao i kriminga (raslojavanja), uslovljenog gravitacijom. Ipak, imajuci
u vidu da do kolizije kapi u nanoemulzijama dolazi prvenstveno usled Braunovog kretanja, jer
gravitaciona komponenta mnogo manje uti¢e na submikronske kapi, ovi procesi se odvijaju mnogo
sporije nego kod (makro)emulzija (Nazarzadeh i1 sar., 2013). Glavni razlog svih ovih tipova
nestabilnosti je teznja sistema da smanji dodirnu povr$inu izmedu faza, kako bi se smanjila ukupna
slobodna energija u sistemu. Krajnji rezultat ovih promena jeste potpuno razdvajanje, odnosno
separacija faza.

Postoje razli¢ite metode za proizvodnju nanoemulzija. Na osnovu koli¢ine energije koju je
potrebno uloziti u njihovu proizvodnju, ove metode se mogu podeliti na visokoenergetske i
niskoenergetske metode. Pod visokoenergetskim metodama za izradu nanoemulzija spadaju
homogenizacija pod visokim pritiskom (uz ili bez zagrevanja), mikrofluidizacija i ultrasonifikacija.
U svim ovim metodama se koriste uredaji koji konzumiraju veliku koli¢inu energije kako bi
napravili disruptivnu silu kojom se postize smanjenje veli¢ine kapi (Safaya i Rotliwala, 2020).
Homogenizatori pod visokim pritiskom su najviSe koriS¢eni u industrijskim postrojenjima, 1 kod
njih se smanjenje kapi pre-emulzije vrSi propustanjem kroz ventile kod kojih postoje disruptivne
sile kao $to su turbulencija, smicanje i kavitacija. lako je koli¢ina surfaktanata koja je neophodna
primenom ovih metoda obi¢no niZa, trosSkovi konzumacije energije kao i moguénost degradacije
termolabilnih supstanci tokom izrade predstavljaju glavne nedostatke ovih metoda (Safaya i
Rotliwala, 2020). S druge strane, niskoenergetske metode za izradu nanoemulzija zasnivaju se na
fizickohemijskim svojstvima sistema i ne zahtevaju upotrebu energije i skupih uredaja. Tu spadaju
(Safaya i Rotliwala, 2020):

* spontani emulguju¢i metod, koji se zasniva na brzom prelasku komponenata koje se
meSaju sa vodom (rastvaraci, surfaktanti, kosurfaktanti) iz organske u vodenu fazu, pri ¢emu
dolazi do znac¢ajne turbulencije na povrsini izmedu faza, usled Cega se povec¢ava medufazna
povrSina, Sto rezultuje spontanim nastankom nanometarskih kapi.

e fazno-inverzni komponentni metod (engl. Phase inversion composition, PIC),
zasniva se na dobijanju nanoemulzija usled inverzije faza uslovljenih promenom sastava
sistema. Zapravo, postepenom dodavanju vode smesSi ulja i surfaktanta, najpre nastaje V/U
emulzija, a potom, usled dodavanja vode preko takozvane taCke inverzije, dolazi do
nastanka U/V nanoemulzija.

* fazno-inverzni temperaturni metod, (engl. Phase inversion temperature, PIT),
zasniva se na dobijanju nanoemulzija usled inverzije faza uslovljenih promenom
temperature sistema. Naime, surfaktant, masna i vodena faza se meSaju i postepeno
zagrevaju do temperature inverzije faza, nakon cega se sistem naglo hladi, pri ¢emu dolazi
do nastanka nanoemulzija. Posebno stabilne nanoemulzije mogu da se dobiju koriS¢enjem
nejonskih surfaktanata ¢ija se geometrija menja sa promenom temperature.

* metod razblazivanja mikroemulzija, kod koga se prethodno pripremljena U/V
mikroemulzija naglo razblaZzuje velikom koli¢inom vode, usled cCega se smanjuje
koncentracija surfaktanata odgovornih za termodinamicku stabilnost 1 moZe do¢i do
nastanka nanoemulzija.

» emulzifikacija D faze, najmanje koriS¢eni metod koji podrazumeva meSanje
surfaktanta, ulja, poliola i male koli¢ine vode, nakon ¢ega se u sistem uvodi jo§ vode i1 dolazi
do formiranja U/V nanoemulzija.
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1.5.3 Lipidne nanocestice
1.5.3.1 Cvrste lipidne nanocestice

Pocetkom devedesetih godina XX veka, u cilju dobijanja novih nosaca koji mogu da zastite
lekovitu supstancu od hemijske degradacije, kao i da omoguce vecu fleksibilnost u
moduliranju/kontrolisanju njenog oslobadanja iz nosaca, a da se pritom izraduju koriS¢enjem
tolerabilnih ekscipijenasa i tehnika koje se lako mogu unaprediti sa laboratorijskog na industrijski
nivo, razvijene su ¢vrste lipidne nanocestice (engl. Solid lipid nanoparticles, SLN (Miiller i sar.,
2002)). Naime, SLN su dobijene inovativhom zamenom te¢nog lipida (ulja) u nanoemulzijama
¢vrstim lipidom, to jest lipidom koji je u ¢vrstom agregatnom stanju na sobnoj temperaturi i telesnoj
temperaturi. Veli¢ina ovih ¢estica moZe biti izmedu 40 nm i 1000 nm (Pardeike i sar., 2009).

Danas postoje razliCite tehnike za izradu SLN kao Sto su: homogenizacija pod visokim
pritiskom, ultrasonifikacija, mikroemulziona tehnika, tehnika primene superkriticnog fluida, metoda
evaporacije rastvaraca, viSestruki emulzioni metod, itd. (Das i Chaudhury, 2010; Ezzati Nazhad
Dolatabadi i sar.; Mishra i sar., 2018). Ipak, tehnika izrade SLN koris¢enjem homogenizatora pod
visokim pritiskom smatra se najzastupljenijom. Homogenizacija pod visokim pritiskom mozZe se
sprovesti uz zagrevanje ili bez zagrevanja. U oba slucaja, aktivni princip se najpre mora rastvoriti ili
dispergovati u otopljenom ¢vrstom lipidu. Dobijenoj smesi se kod homogenizacije pod visokim
pritiskom uz zagrevanje dodaje zagrejani vodeni rastvor surfaktanata uz intenzivno meSanje.
Dobijena preemulzija se potom homogenizuje primenom visokog pritiska (obi¢no 500 bara) tokom
nekoliko ciklusa homogenizacije, a potom se dobijena nanoemulzija ohladi do sobne temperature,
pri ¢emu dolazi do formiranja ¢vrstih lipidnih nanocestica. Budu¢i da je vreme izlaganja povisenoj
temperaturi relativno kratko, ova tehnika se moZe primeniti i prilikom izrade SLN sa aktivnim
principima koje su umereno osetljive na zagrevanje (Miiller i sar., 2002).

Tehnika homogenizacije pod visokim pritiskom bez zagrevanja zasniva se na slicnom
principu, s tom razlikom Sto se otopljena smeSa lipida i aktivnih principa najpre ohladi, a zatim se,
nakon ocvrS€avanja, Cvrsta masa usitnjava kako bi se dobile lipidne mikrocestice. Ove Cvrste
mikroCestice se disperguju u hladnom rastvoru surfaktanata, a potom se dobijena suspenzija
homogenizuje pod visokim pritiskom pri ¢emu se mikrocestice usitnjavaju do nivoa nanocestica.
Ova tehnika pogodnija je prilikom izrade ¢vrstih lipidnih nanocestica sa termolabilnim aktivnim
supstancama, kao i hidrofilnim aktivnim supstancama koji u slu¢aju poviSene temperature mogu
intenzivnije difundovati iz nanoCestica u spoljaSnju, vodenu fazu (Uner 1 Yener, 2007).
Koris¢enjem liofilizacije ili tehnike suSenja rasprSivanjem moguce je vodene disperzije SLN
prevesti u praskove, ¢ime se dodatno moze poboljSati stabilnost ovih nosasa.

Stepen inkorporacije lekovite supstance u ¢vrste lipidne nanocestice zavisi od rastvorljivosti
lekovite supstance u otopljenom lipidu, stepena meSanja rastopljene lekovite supstance sa
rastopljenim lipidom, hemijske i fizicke strukture Cvrstog lipidnog matriksa, kao i polimorfnog
stanja lipidnog matriksa (Miiller i sar., 2002). Lokalizacija lekovite supstance u SLN se mozZe
opisati slede¢im modelima (Slika 1-10):

* model ¢vrstog rastvora, u kome je lekovita supstanca potpuno rastvorena u ¢vrstom
lipidnom matriksu (molekulska disperzija)

* lekom obogacena kapsula, kod koje je lekovita supstanca pretezno zastupljena u
spoljaSnjem omotacu nanocestice

* lekom obogaceno jezgro, kod kojeg je lekovita supstanca skoncentrisana u jezgru
nanocestice.

19



Cvrste lipidne nanocestice Nanostrukturirani lipidni nosaci

&vrsti rastvor nesavrieni tip

amorfni tip

lekom obogaéena kapsula
amorfni lipid
uljani nanokompartmenti

lekom obogacéeno jezgro vissstioki tip

gvrsti lipid

Slika 1-10 Modeli inkorporiranja lekovite supstance u ¢vrste lipidne nanocestice (levo) i tipovi
nanostrukturiranih lipidnih Cestica (desno), Preuzeto i prelagodeno na osnovu reference Uner i Yener,
2007.

Glavni nedostaci ¢vrstih lipidnih nanocestica su nizak kapacitet inkorporiranja lekovite
supstance, kao i1 ekspulzija aktivne supstance tokom skladiStenja. Naime, tokom skladiStenja prve
generacije SLN dolazi do postepene transformacije kristalne resetke ¢vrstog lipida iz modifikacije
sa veéim energetskim sadrzajem (a i B') u modifikaciju sa niZim energetskim sadrZajem (), koja je
kompaktnija i ima smanjen broj nesavrSenosti u kristalnoj resetci (Miiller i sar., 2002). Usled ove
transformacije dolazi do ekspulzije lekovite supstance, koja je ¢esto inkorporirana upravo u poljima
nesavrSenosti kristalne resetke.

1.5.3.2 Nanostrukturirane lipidne Cestice

Nanostrukturirane lipidne Cestice, odnosno nanostrukturirani lipidni nosaci (engl.
Nanostructured lipid carriers, NLC) pripadaju drugoj generaciji ¢vrstih lipidnih nanocestica, koja
je razvijena u cilju prevazilaZzenja problema povezanih sa prvom generacijom SLN. Naime, lipidna
faza SLN sastoji se samo od ¢vrstih lipida, dok lipidna faza NLC sadrZi meSavinu Cvrstih 1 te€nih
lipida u razli¢itim odnosima, koja je ¢vrsta na telesnoj i sobnoj temperaturi.

Dodavanjem te¢nog lipida ¢vrstom lipidu, nakon hladenja dolazi do inkorporiranja te¢nog
lipida u kristalnu reSetku Cvrste smeSe, Sto povecava broj regiona sa nesavrSenom kristalnom
reSetkom, u kojima veca koli¢ina aktivne supstanca moZe da se inkorporira, pri ¢emu je rizik od
ekspulzije supstance tokom skladiStenja umanjen (Beloqui i sar., 2016; Montenegro i sar., 2016;
Miiller i sar., 2002).

Postoje tri tipa NLC (Slika 1-10) (Miiller i sar., 2002):

* nesavrSeni tip, koji se sastoji od strukturno razli¢itih lipida (gliceridi koji u svojoj
strukturi sadrZze veoma razli¢ite masne kiseline), pri ¢emu se, usled prisustva male
koli¢ine tecnog lipida, javljaju regioni nesavrSenosti unutar kristalne strukture
nanocestica;

e amorfni tip, kod kog se lipidni matriks nalazi u ¢vrstom, ali amorfnom stanju, ne u
kristalnom stanju;

* viSestruki (multipli) tip, u kome ¢vrsti lipidni matriks sadrzi nanokompartmente koji
su ispunjeni te¢nim lipidom.

Visestruku tip nanostrukturiranih lipidnih nanocestica je posebno zanimljiv budu¢i da se
dobija kada se koriste vece koli¢ine te€nog lipida nego uobicajeno, kao i zato S$to znacajno moZze da
olakSa inkorporiranje lekovite supstance i smanji njenu ekspulziju, ukoliko se kao tecan lipid
odabere ekscipijens u kome se lekovita susptanca dobro rastvara.
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1.6 Primena mikroemulzija za dermalnu isporuku lekova

Mikroemulzije su intenzivno istraZivane u pogledu dermalne i transdermalne isporuke
lekovitih supstanci. Imajuci u vidu to da je za njihovu izradu €esto neophodno kori§¢enje relativno
velikih koli¢ina surfaktanata i kosurfaktanata, koji su obi¢no i pojacivaci penetracije, nije
zacudujuée to Sto veliki broj radova ukazuje na poboljSanu penetraciju i permeaciju lekovitih
supstanci njihovom primenom. Ipak, izgleda kao da poboljSanje penetracije i permeacije nije u
direktnoj korelaciji sa koli¢inom surfaktanata u mikroemulzijama, s obzirom na to da postoje studije
koje ukazuju na to da povecanje koncentracije surfaktanata ne dovodi uvek do povecanja brzine
penetracije 1 permeacije (Heuschkel 1 sar., 2008).

Iako detaljni mehanizami isporuke lekovitih supstanci primenom mikroemulzija jo$ uvek nisu
razjaSnjeni, smatra se da postoji viSe faktora koji zajednicki doprinose tome da se mikroemulzije
smatraju veoma obecavaju¢im nosa¢ima za dermalnu i transdermalnu isporuku lekova (Lopes,
2014). Najpre, od velike vaZnosti je visoki kapacitet za solubilizaciju kako lipofilnih, tako 1
hidrofilnih lekovitih supstanci, pogotovu ukoliko ona ispoljava slabu rastvorljivost. Odrzavanje
lekovite supstance u rastvornom obliku omogucava bolju penetraciju, a i neophodno je za
ispoljavanje farmakoloskog efekta. Takode, povecanjem koncentracije lekovite supstance u nosacu
povecava se koncentracioni gradijent iz nosaca ka koZzi, $to je glavna pokretacka sila za proces
difuzije (Heuschkel i sar., 2008). Ipak, rezultati pojedinih studija ukazuju na to da rastvorljivost
lekovitih supstanci u uljima koja su odabrana za izradu mikroemulzija nije uvek u korelaciji sa
dobijenim vrednostima permeacionog fluksa, odnosno, mikroemulzija sa uljanom fazom koja
pokazuje najvecu rastvorljivost lekovite supstance nije nuzno ispoljila i najveci permeacioni fluks
(Zhang i Michniak-Kohn, 2011).

Dalje, kao Sto je ranije pomenuto, prisutni surfaktanti, kosurfaktanti 1 uljana faza mogu da
penetraciju supstanci (Ita, 2016). Osim toga, komponente mikroemulzija koje su penetrirale u kozu
mogu da osiguraju povecanu rastvorljivost lekovitih supstanca u koZi, pri ¢emu se povecava
particioni koeficijent lekovite supstance izmedu koZe i nosaca (Lopes, 2014). Pokazano je i to da
povecanje masenog udela uljane faze, pri odrzavanju konstantnog masenog udela vodene faze,
takode dovodi do poboljSanog permeacionog potencijala mikroemulzija (Zhang i Michniak-Kohn,
2011).

Takode, imaju¢i u vidu unutrasnju strukturu mikroemulzija (pogotovu malu dimenziju kapi
unutrasnje faze kod U/V i V/U mikroemulzija), moZe se zakljuciti to da one imaju veliku aktivnu
povrSinu koja omogucava bolju difuziju lekovitih supstanci (Lopes, 2014). Dodatno, mikroemulzije
mogu da povecaju hidrataciju koZe, Sto takode doprinosi poboljSanoj penetraciji (Hathout i sar.,
2010). Pokazano je da unutraSnja mikrostruktura ovih sistema moze u razli€itoj meri da uti¢e na
dermalnu isporuku, pri ¢emu su U/V mikroemulzije ispoljile ve¢u koli¢inu aktivne supstance u
dermisu u poredenju i sa bikontinuiranim i sa V/U mikroemulzijama (Zhang i Michniak-Kohn,
2011; Zhang i Michniak-Kohn, 2018). Ovo je objasnjeno relativno ve¢im sadrzajem vode, a uticaj
mikrostrukture imao je sli¢an, ali jo§ izraZeniji efekat na poboljSanu transdermalnu isporuku aktivne
spustance (Zhang i Michniak-Kohn, 2018).

Na kraju, nakon primene mikroemulzija na koZi moZe da dode do fazne tranzicije i nastajanja
supersaturisanih sistema, koji imaju veliku termodinamicku aktivnost, ¢ime se dodatno poboljSava
penetracija lekovitih supstanci (Hathout i1 Elshafeey, 2012).

Kombinacija ovih mehanizama najverovatnije je odgovorna za generalno poboljSanu
penetraciju i permeaciju hidrofilnih i lipofilnih supstanci u koZu. Brojna istraZivanja novijih datuma
takode su demonstrirala znacaj mikroemulzija u dermalnoj/transdermalnoj isporuci razliCitih
supstanci kao Sto su aceklofenak (Todosijevi¢ i sar., 2015), aciklovir (Kaur i sar., 2017), klotrimazol
(Zhang i Michniak-Kohn, 2018), lidokain (Wang i sar., 2019), finasterid (Mohammad Soleymani i
Salimi, 2019), fosfolipaza A2 u alergen specifi¢noj imunoterapiji (Kiselmann 1 sar., 2018), 5-
fluorouracil (Kumar i Sinha, 2015), terkonazol (Talaat i sar., 2019), itd.
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1.7 Primena nanoemulzija za dermalnu isporuku lekova

Iako su nanoemulzije znacajni nosaci za parenteralnu isporuku lekovitih supstanci, razlicita
istrazivanja bavila su se ispitivanjem koriS¢enja nanoemulzija u dermalnoj 1 transdermalnoj isporuci
lekovitih supstanci, pri ¢emu su nanoemulzije bile superiornije u poredenju sa konvencionalnim
farmaceutskim oblicima. lako detaljni mehanizmi ove poboljSane isporuke jo§ uvek nisu
razjasnjeni, smatra se da nanoemulzije ipak ne mogu da penetriraju i permeiraju kroz kozu intaktne,
ve¢ na razli¢ite nacine omogucavaju prolazak lekovite supstance (Klang i sar., 2015).

Nanoemulzije u svojoj strukturi sadrze surfaktante i kosurfaktante koji mogu da se ponasaju
kao pojacivaci penetracije 1 da se inkorporiraju u lipidni matriks stratum corneum-a Cine¢i ga
fluidnijim i propustljivijim za penetraciju supstanci. Osim toga, ovi ekscipijensi mogu da poboljsaju
rastvorljivost lekovite supstance u stratum corneum-u, ¢ime se povecava particioni koeficijent
izmedu nosaca i koza, i na taj nac¢in dodatno omogucava poboljSana dermalna isporuka (Abd 1i sar.,
2016).

S druge strane, poboljSana penetracija moze biti uzrokovana i povecanom okluzijom koZze.
Naime, Zhou i saradnici (2010) pokazali su da je primena nanoemulzija dovela do poboljSane
hidratacije koze. Imaju¢i u vidu i to da nanoemulzije poseduju veoma malu veli¢inu kapi unutraSnje
faze 1 time veliku aktivnu povrSinu, nakon njithovog nanoSenja dolazi do intenzivne adhezije kapi
nanoemulzija za kozu i formiranja gustog lipidnog filma. Ovaj efekat dodatno se pojacava usled
isparavanja vodene faze iz formulacija. Nastali lipidni film dovodi do okluzije koZe, ¢ime se
povecava hidratacija koZe i olakSava penetracija aktivnih supstanci.

Takode, naelektrisanje kapi unutra$nje faze mozZe imati znaCajan uticaj na poboljSanu
penetraciju lekovite supstance iz ovih nosaca. Zapravo, prime¢eno je da nanoemulzije koje imaju
pozitivne vrednosti zeta potencijala mogu da dovedu do bolje dermalne isporuke lekovite supstance
od nanoemulzija sa negativnom vrednoS¢u zeta potencijala. Verovatni uzrok ovome je interakcija
pozitivno naelektrisanih kapi nanoemulzija sa negativno naelektrisanim proteinima u korneocitima
(Baspinar i Borchert, 2012).

Dalje, bolja penetracija lekovite supstance u koZu moze biti posledica intenzivnije isporuke
ovih nosaca u folikule dlake, gde moze do¢i do njihove akumulacije i postepene difuzije u dublje
slojeve koze (Klang 1 sar., 2015). Naime, Abd 1 saradnici (2018) ispitivali su uceSce
transfolikularnog transporta u poboljSanoj isporuci kafeina, kao hidrofilne lekovite supstance. Oni
su najpre razvili metod prema kome mogu selektivno da otvaraju i blokiraju folikule dlaka, ¢ime je
moguce ste¢i uvid u ukupnu permeaciju lekovitih supstanci kada su folikuli dlaka otvoreni, odnosno
uvid u permeaciju lekovite supstance do koje dolazi iskljucivo intercelularnim i intracelularnim
putem, kada su folikuli dlaka blokirani. Rezultati njihovog ispitivanja ukazuju na veliki doprinos
transfolikularnog puta u permeaciji kofeina kroz koZu kada su folikuli dlaka otvoreni, pri ¢emu je
upotreba nanoemulzija znaCajno povecala doprinos transfolikularnog puta u poredenju sa
kontrolnim vodenim rastvorom kofeina. Ipak, budu¢i da je koli¢ina kofeina zadrZana u stratum
corneum-u znacajno veca od koliCine prisutne u folikulima dlaka, zakljuceno je da je penetracija
kroz stratum corneum dominantan put isporuke ove model lekovite supstance. Svakako,
nanoemulzije su znaCajno poboljSale i penetraciju kofeina kroz stratum corneum i njegovu
transfolikularnu isporuku. Ista grupa istraZivaca uocila je vecu koli¢inu minoksidila u folikulima
dlake kada je koriS¢ena nanoemulzija sa oleinskom kiselinom, dok je nanoemulzija sa eukaliptolom
ispoljila vec¢e zadrzavanje minoksidila u stratum corneum-u (Abd i sar., 2018b), Sto je dovedeno u
vezu sa rastvorljivos¢u minoksidila u ovim nosa¢ima i interakciji nosac¢a sa sebumom u folikulima
dlaka. Ovo dodatno ukazuje na znacaj sastava formulacije kada je u pitanju penetracija lekovitih
supstanci iz koloidnih nosaca.

Neki od primera lekovitih supstanci za koje je takode pokazana poboljSana
dermalna/transdermalna isporuka primenom nanoemulzija su: aceklofenak (Isailovi¢ i sar., 2016),
meloksikam, (Khurana i sar., 2013), ropinirol (Azeem i sar., 2009), 8-metoksipsoralen (Oliveira i
sar., 2018), progesteron (Klang i sar., 2010), fluvastatin (Kaur i Ajitha, 2019), klotrimazol (Soriano-
Ruiz i sar., 2019), itd.

22



1.8 Primena lipidnih nanocestica za dermalnu isporuku lekova

VisegodiSnja istraZivanja sprovodena su sa ciljem prepoznavanja mehanizama dejstva kojima
lipidne nanocestice mogu da poboljSaju dermalnu isporuku lekovitih supstanci, ali i dalje ne postoji
konsenzus u nau¢noj zajednici oko toga da li i u kojoj meri su lipidne nanocestice sposobne da
prodru do vijabilnog epidermisa (Patzelt i sar., 2017). lako je uoceno da odredena koli¢ina lipidnih
nanocCestica moze da prodre do dermisa u slucaju kada je integritet koZne barijere narusen, nakon
topikalne primene ovih Cestica na zdravoj koZi uoceno je njihovo prisustvo samo u gornjim
delovima stratum corneum-a, ali ne i u ostatku epidermisa i dermisa (Rancan i sar., 2012).

Sliéno tome, Jensen i saradnici (2011) istraZivali su mogucnost primene Cvrstih lipidnih
nanocCestica u dermalnoj isporuci betametazon-17-valerata koriS¢enjem intaktne koze uha svinje ili
koze uha svinje kod koje je integritet koZne barijere naruSen uklanjanjem slojeva stratum corneum-
a metodom sa trakama. Njihovi rezultati ukazuju na to da su kod oba tipa koze lipidi iz nosaca
dominantno ostali na povrSini koZe ili u stratum corneum-u, dok je koli¢ina aktivne supstance u oba
tipa koze nakon tretmana nanocCesticama bila znacajno veca u poredenju sa referentnom mascu.
Dalje, uoceno je to da su nanocCestice omogucile formiranje rezervoara aktivne supstance, i to
dominantno u stratum corneum-u, verovatno usled velike aktivne povrSine i izraZene sposobnosti
adhezije za koZzu. Dodatno, ispostavilo se da je polarnost koriS¢enih lipida u izradi nanocestica
(distearat, tripalmitat, cetilpalmitat) uticao kako na veliinu Cestica i efikasnost inkorporacije
lekovite supstance, tako i na koli¢inu aktivne supstance u koZi, pri ¢emu je upotreba distearata, u
kome se betametazon-17-valerat najbolje rastvara, dovela do najveCeg zadrzavanja aktivne
supstance u stratum corneum-u 1 epidermisu, dok je niZa koncentracija supstance permeirala u
akceptorski medijum.

Jedan od glavnih razloga zbog kojih Cvrste lipidne nanocestice dovode do poboljSane
dermalne isporuke lekovitih supstanci jeste njihova mala veli€ina, zbog koje, nakon dermalne
primene, dolazi do njihove adhezije za lipidni film stratum corneum-a, ¢ime se postiZe intenzivna
okluzija koze (Montenegro i sar., 2016). Okluzija koZe sprecava gubitak vode i posledi¢no dovodi
do povecane hidratacije koZe, koja je jedan od vaZznih faktora prilikom dermalne isporuke lekova.
Medutim, pokazano je da lipidni nosaci u razli¢itoj meri mogu da dovedu do okluzije koze, pri
cemu je u in vitro studijama odredivanja okluzionog faktora i u in vivo studijama ispitivanja
hidratacije koZe uoceno to da do najvece okluzije i posledicno najvece hidratacije koze dovodi
primena Cvrstih lipidnih nanod€estica, zatim nanostrukturiranih lipidnih Cestica, a najmanje upotreba
nanoemulzija (Montenegro i sar., 2017). Takode, uoCeno je da sastav nanostrukturiranih lipidnih
Cestica dosta moZe da utiCe na okluziju, pri ¢emu je povecani sadrzaj te¢nog lipida u Cvrstom
lipidnom matriksu doveo do smanjene okluzije koze, Sto za posledicu moZe imati smanjenu
dermalnu isporuku lekova (Teeranachaideekul i sar., 2008). Sli¢no tome, veliCina Cestica takode
doprinosi povecanoj okluziji, pri cemu smanjenje veliCine Cestica dovodi do povecanja okluzije
koze (Zhao i sar., 2016).

Vrlo je vazno naglasiti i to da se folikularni put isporuke lekovitih supstanci smatra sve vise
znacajnim kada je u pitanju primena lipidnih nanocestica (Lademann i sar., 2007). Naime, Patzelt i
saradnici (2017) su istakli da nanocestice mogu biti vrlo korisne u dermalnoj isporuci lekova
ukoliko mogu da isporuce lekovitu supstancu u odredeno vreme i na odredeno mesto unutar folikula
dlake, odakle ona moze da se oslobodi iz nosaca i penetrira u okolno tkivo. Dodatno je pokazano da
fizioloSko pokretanje dlaka koja se deSava in vivo, u znacajnoj meri poboljSava transfolikularnu
isporuku lipidnih nanocestica (Radtke i sar., 2017).

Jo§ jedan vazan aspekt dermalne isporuke lekova primenom lipidnih nanocestica je i1
mogucnost njihove kontrolisane/produzene isporuke usled prisustva ¢vrstog lipidnog matriksa. U in
vitro studijama permeacije kroz humani stratum corneum i epidermis, kao i in vivo studijama na
miSevima, primena nanostrukturiranih lipidnih CcCestica omogucila je formiranje rezervoara
benzokaina i lidokaina u koZi, kao i produZeno anesteticko dejstvo (Puglia i sar., 2011).

Prednost koriS¢enja lipidnih nanocestica u poredenju sa mikroemulzijama i nanoemulzijama
moZe biti targetovana dermalna isporuka lekovitih supstanci, odnosno smanjenje sistemskih
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nezeljenih efekata usled resorpcije aktivne supstance. Naime, formulisanje ¢vrstih lipidnih Cestica
sa izotretinoinom nije dovelo do povecanja u koli€ini aktivne supstance koja je zadrzana u kozi
nakon osmocasovne studije permeacije, ali je, u poredenju sa referentnom tinkturom, dobijena
znacajno manja koli¢ina aktivne supstance u akceptorskom medijumu, Sto ukazuje na ciljanu
isporuku supstance u kozi primenom lipidnih nanocestica (Liu i sar., 2007).

Lipidne nanocestice su se pokazale efikasnim u dermalnoj isporuci brojnih aktivnih supstanci,
kao sto su aciklovir (Charoenputtakun i sar., 2015), amfotericin B (Butani i sar., 2016), ciklosporin 1
kalcipotriol (Arora i sar., 2017), doksorubicin (Tupal i sar., 2016), metronidazol (Shinde i sar.,
2019), kvercetin i resveratrol (Imran i sar., 2020), spironolakton (Shamma i Aburahma, 2014),
rekombinantni humani epidermalni faktor rasta (Gainza i sar., 2015), itd.
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2 CILJ ISTRAZIVANJA

Istrazivanja sprovedena u ovoj doktorskoj disertaciji su kao opsti cilj imala formulacioni
dizajn 1 pretklinicki razvoj naprednih nanonosaca stabilizovanih lecitinom, surfaktantom koji je
zbog svoje biokompatibilnosti, biodegradabilnosti i generalno bezbednosti izuzetno atraktivan
ekcipijens za razvoj dermalnih formulacija. Imajuci u vidu veliku brojnost 1 strukturnu raznovrsnost
nosaca nano-dimenzije i/ili nano-strukture, fokus istrazivanja stavljen je na optimizaciju,
sveobuhvatnu  fizickohemijsku 1 biofarmaceutsku  karakterizaciju U/V ~ mikroemulzija,
bikontinurianih mikroemulzija, U/V nanoemulzija i nanostrukturiranih lipidnih Cestica za dermalnu
isporuku takrolimusa. Dodatno, cilj ove doktorske disertacije je i medusobno poredenje ovih
strukturno razli¢itih nanonosaca, kao i procena efikasnosti dermalne isporuke takrolimusa iz ovih
naprednih nosaca i iz referentne masti, kao jedinog farmaceutskog oblika sa takrolimusom koji je
prisutnan na svetskom trzistu.

Prva faza istraZivanja je za cilj imala detaljni pregled literature, kao i1 preliminarne
eksperimente u cilju odabira adekvatnih ekscipijenasa pogodnih za razvoj mikroemulzija
zasnovanih na soja lecitinu kao biokompatibilnom i biodegradabilnom surfaktantu. lako su odredeni
podaci o formulacijama mikroemulzija zasnovanih na lecitinu dostupni u literaturi, uocena je
potreba za sprovodenjem komparativnog ispitivanja koje bi pruZilo detaljniji uvid u moguénost
nastajanja mikroemulzija zasnovanih na lecitinu koriS¢enjem etanola,  izopropanola ili
propilenglikola kao alternativnih kosurfaktanata iz grupe kratkolancanih alkohola i masnim
fazama/uljima koja sadrze ugljovodoni¢ne lance srednje duZine (propilenglikol monokaprilat ili
kaprilno-kaprinski triglicerid). Stoga je klju¢ni cilj ove faze ispitivanja bio konstrukcija
pseudoternarnih faznih dijagrama ulje/lecitin-kosurfaktant/vodena faza koji graficki prikazuju
regione u kojima dolazi do formiranja mikroemulzija, kao i procena efekta navedenih
kosurfaktanata i ulja na moguc¢nost formiranja razlicitih tipova mirkoemulzija, kao i mikroemulzija
sa Sto ve¢im sadrzajem vode.

Druga faza istrazivanja za cilj je imala, najpre, odabir odgovarajuc¢ih ekscipijenasa, a potom
optimizaciju i razvoj nanostrukturiranih lipidnih Cestica koriS¢enjem soja lecitina kao surfaktanta,
glicerilpalmitostearata (Precirol® ATO 5) kao ¢vrstog lipida 1 propilenglikol monokaprilata
(Capryol® 90) kao te¢nog lipida, upotrebom homogenizacije pod visokim pritiskom, uz zagrevanje.
Naime, suStinski cilj ove faze ispitivanja je bio identifikacija kriticnih formulacionih i1 procesnih
varijabli koje ispoljavaju kriti¢ni efekat na fizickohemijske karakteristike i preliminarnu stabilnost
dobijenih formulacija. Dodatno, vazni cilj ove faze ispitivanja bio je provera mogucnosti formiranja
nanoemulzija zamenom smese ¢vrstog i teCnog lipida, prisutne kod nanostrukturiranih ¢estica, samo
teCnim lipidom (uljem), a koriS¢enjem istih ili sli¢nih eksperimentalnih uslova kao u izradi
nanostrukturiranih lipidnih Cestica.

Cilj trece faza istrazivanja bio je detaljna fiziCkohemijska karakterizacija odabranih U/V
mikroemulzija, bikontinurianih mikroemulzija, U/V nanoemulzija i nanostrukturiranih lipidnih
Cestica, njihovo medusobno poredenje i ispitivanje stabilnosti tokom skladiStenja. Mikroemulzione
formulacije podvrgnute su sveobuhvatnoj strukturnoj karakterizaciji (studije provodljivosti, merenje
pH, viskoziteta, primena fotonske korelacione spektroskopije, diferencijalne skenirajuce
kalorimetrije, elektronske paramagnetne rezonance), dok su nanoemulzije i nanostrukturirane
lipidne cestice okarakterisane u pogledu veli€ine cestica 1 raspodele veliCine Cestica, zeta
potencijala, pH, provodljivosti, viskoziteta, i procene efikasnosti inkorporiranja takrolimusa kao
model lekovite supstance.

Imaju¢i u vidu to da mikroemulzije sadrze relativno velike koli¢ine surfaktanata i
kosurfaktanata u poredenju sa nanostrukturiranim lipidnim ¢esticama i nanoemulzijama, cilj Cetvrte
faze ispitivanja je bio proceniti bezbednosni profil/iritacioni potencijal razvijenih U/V
mikroemulzija 1 bikontinuiranih mikroemulzija bez inkorporirane lekovite supstance u in vivo
studijama na humanim dobrovoljcima. Iako su sve razvijene formulacije u osnovi napravljene
koriS¢enjem biokompatibilnih i1 bezbednih ekscipijenasa, njihovo kombinovanje, pogotovu u
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visokom masenom odnosu, predstavlja odredeni rizik od iritacije koZe. Stoga, cilj ove faze bio je da
se utvrdi preliminarna, teorijska bezbednost ovih formulacija, ili da se eventualno iz daljih
ispitivanja isklju¢e sve mikroemulzione formulacije kod kojih bude uofen odredeni iritacioni
potencijal nakon 24-Casovnog tretmana koZe zdravih dobrovoljaca, kako bi se u daljim
ispitivanjima stavio fokus na formulacije koje su se u preliminarnim studijama pokazale kao
bezbedne i neiritabilne.

Cilj poslednje, pete faze, ispitivanja jeste detaljna 1 sistematicna procena dermalne
raspolozivosti takrolimusa iz odabranih mikroemulzija, nanoemulzija i nanostrukturiranih lipidnih
Cestica primenom razli¢itih in vitro 1 ex vivo biofarmaceutskih metoda koje su prilagodene
specificnim nanonosacima (in vitro liberacija kroz sintetske membrane, in vitro studija permeacije
kroz koZzu uha svinje pune debljine, in vitro tape stripping i diferencijalni fape stripping). Dodatno,
cilj ove faze ispitivanja je medusobno poredenje ovih naprednih, strukturno razlicitih nanonosaca u
pogledu isporuke takrolimusa u koZu/kroz koZu i njihova komparacija sa konvencionalnom mas¢u
(Protopic® 0,1 %) kao jedinim farmaceutskim oblikom/preparatom prisutnim na svetskom tristu za
topikalnu primenu takrolimusa. Imajuci u vidu to da su vijabilni epidermis i dermis Zeljena mesta
dejstva takrolimusa nakon topikalne aplikacije, procena permeacije takrolimusa kroz kozZu pune
debljine moZe ukazati na moguci rizik od sistemske resorpcije 1 posledi¢nog ispoljavanja nezeljenih
sistemskih efekata.
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3 EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Materijali

Kao model supstanca sa slabom rastvorljivo$¢u, u izradi ove doktorske disertacije koris¢en je
takrolimus (98 %, Chemicals Inc, Guelph, Canada). Protopic® mast, 0,1 % (Astellas Ireland Co.
Ltd) odabran je kao referentni preparat za poredenje dermalne raspolozivosti takrolimusa iz
razvijenih nanonosaca.

U cilju stabilizacije razvijenih nosaca primenjivani su lecitin poreklom iz soje (Lipoid S75,
fosfolipidi iz soje koji sadrze 70 % fosfatidilholina, Lipoid GmbH, Ludwigshaften, Nemacka),
etoksilovani polisorbat 80 (Sigma—Aldrich Lab. GmbH Nemacka) kao i kratkolancani alkoholi:
etanol (ZorkaPharm, Sabac, Srbija), 2-propanol (izopropanol, Fagron, Capelleaan den IJssel,
Holandija), propilenglikol (Fagron, Trikala, Greece).

Propilenglikol monokaprilat, tip II (Capryol® 90, Gattefosse, Lion, Francuska) i kaprilno
kaprinski gliceridi - trigliceridi srednje duZine lanca (Saboderm TCC, Sabo S.p.A., Levate, Italija)
koriS¢eni su kao teCna masna faza/ulje, dok su glicerilpalmitostearat (Precirol® ATO 5, Gattefosse,
Lion, Francuska), gliceriltrimiristat i gliceriltristearat (Dynasan 114 i Dynasan 118, IOI Oleo
GmbH, Hamburg, Nemacka) odabrani kao ¢vrsti lipidi za izradu nanostrukturiranih lipidnih cestica.
Butilovani hidroksitoluen (BHT, Sigma-Aldrich Lab. GmbH Nemacka) primenjivan je kao
antioksidans u nanoemulzijama i nanostrukturiranim lipidnim ¢esticama.

Kao spin probe sa nesparenim elektronom, koje su primenjivane u elektron paramagnetnoj
rezonantnoj spektroskopiji pri karakterizaciji mikroemulzionih formulacija, koriS¢ene su 5-doksil
stearinska kiselina (5-DSA) i 12-doksil stearinska kiselina (12-DSA) proizvodaca Sigma-Aldrich,
Nemacka.

Visokoprecis¢ena voda koriS¢ena u svim ispitivanjima dobijena je upotrebom GenPure
aparature (TKA Wasseranfbereitungs-systeme GmbH, Neiderelbert, Nemacka). Sve ostale
hemikalije i reagensi upotrebljeni u eksperimentalnom radu bili su farmakopejskog (Ph. Eur) ili
hromatografskog (HPLC) kvaliteta i koriS¢eni su bez daljeg preciS¢avanja.

3.2 Metode

U prvoj fazi istaZivanja je sprovedena analiza razlicitih ekscipijenasa (ulja 1 kosurfaktanata) u
pogledu mogucénosti adekvatne solubilizacije takrolimusa i formiranja mikroemulzija koriS¢enjem
lecitina kao biokompatibilnog, biodegradabilnog i bezbednog surfaktanta. Naime, glavni predmet
ove faze istraZivanja bila je procena faznog ponasanja pseudoternarnih sistema ulje/lecitin-
kosurfaktant/visokopreciS¢ena voda i moguénost dobijanja mikroemulzionih oblasti koriS¢enjem
izabranih masnih faza i kosurfaktanata, kao i uticaj ovih ekscipijenasa na formiranje mikroemulzija.
Dodatno, sprovedene su studije kojima se moze utvrditi tip nastalih mikroemulzija u regionima od
interesa na pseudoternarnim faznim dijagramima.

Druga faza istraZivanja posvefena je razvoju nanostrukturiranih lipidnih Ccestica i
nanoemulzija kao naprednih koloidnih nosafa za takrolimus. Kako bi se odabrali adekvatni
ekscipijensi u cilju dobijanja nanostrukturiranih lipidnih nosafa koji su stabilni i koji mogu da
inkorporiraju model lekovitu supstancu, sprovedene su preliminarne studije odabira ¢vrstog i teCnog
lipida, kao i njihovog medusobnog odnosa. Preliminarne formulacije pripremljene su koriS¢enjem
metode homogenizacije pod visokim pritiskom, uz zagrevanje. Odabrani su odgovarajuci
formulacioni i procesni parametri koji ¢e biti varirani u cilju procene njihovog efekta na
fizickohemijske karakteristike 1 stabilnost nanostrukturiranih lipidnih nosaca.

TreCa faza ispitivanja obuhvata opseznu fiziCkohemijsku karakterizaciju odabranih
mikroemulzija, nanoemulzija i nanostrukturiranih lipidnih Cestica i sprovodenje studija stabilnosti
kako bi se identifikovale klju¢ne razlike izmedu razvijenih formulacija. Dodatno je procenjena
mogucnost inkorporiranja model lekovite supstance, kao i njen uticaj na osobine samih nosaca.
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U cetvrtoj fazi ispitivanja sprovedena je preliminarna in vivo procena bezbednosnog profila /
iritacionog potencijala mikroemulzija na humanim dobrovoljcima, budu¢i da one, usled prisusva
velike koliCine surfaktanta i kosurfaktanata, poseduju najveci rizik za iritaciju koze. Kako je
takrolimus vrlo potentan imunosupresiv, na ovom nivou istraZivanja nije opravdano izlagati humane
dobrovoljce dejstvu ovako potentne aktivne supstance. Stoga je in vivo procena iritacionog
potencijala sprovedena koriS¢enjem placebo mikroemulzija (formulacija bez inkorporirane lekovite
supstance), uz saglasnost lokalnog Etickog komiteta.

Fokus pete faze ispitivanja jeste upotreba razli¢itih metoda za biofarmaceutsku karakterizaciju
razvijenih nosaca, kojima se moZe proceniti dermalna isporuka takrolimusa. Takode, kako bi se
procenila efikasnost dermalne isporuke model lekovite supstance, razvijeni nosaci poredeni su
medusobno, kao i sa referentnom maséu (Protopic® 0,1%) kao jedinim farmaceutskim oblikom
takrolimusa koji je dostupan na trzisStu. U cilju ispitivanja kinetike brzine oslobadanja takrolimusa iz
formulacija, sprovedeno je in vitro ispitivanje brzine oslobadanja lekovite supstance iz formulacija
koris¢enjem Franz-ovih difuzionih ¢elija i sintetske membrane kao barijere izmedu donorskog i
akceptorskog medijuma. Dalje, kako bi se procenila dermalna isporuka lekovite supstance u kozu
uha svinje, koriS¢ene su dve komplemetarne metode: in vitro metoda sa trakama ili in vitro
diferencijalni striping na ex vivo modelu uha svinje, kao 1 in vitro permeacija takrolimusa kroz kozu
uha svinje pune debljine na Franz-ovim difuzionim ¢elijama. Iako su epidermis i dermis glavna
mesta dejstva topikalno primenjenog takrolimusa, permeacione studije mogu, pored procene
dermalne isporuke takrolimusa, omoguciti uvid u koli¢inu lekovite supstance koja bi potencijalno
bila apsorbovana u cirkulaciju 1 time povecala rizik od sistemskih nezeljenih efekata.

Sve koriS¢ene metode detaljno su prikazane u poglavljima koja slede.

3.2.1 Ispitivanje rastvorljivosti takrolimusa

U cilju odabira ekcipijenasa koji bi potencijalno omogucili zadovoljavajuée rastvaranje
takrolimusa u krajnjim formulacijama (0,1 %), najpre je odraden pregled literaturnih podataka o
rastvorljivosti takrolimusa u razli¢itim masnim fazama, surfaktantima i vodenim fazama, a potom je
eksperimentalno ispitana rastvorljivost takrolimusa u ekscipijensima od interesa za koje nisu
pronadeni literaturni podaci, kao §to su masne faze Capryol® 90 i Saboderm TCC, smese
surfaktanta 1 kosurfaktanta lecitin 1 etanol (1: 1), lecitin 1 izopropanol (1: 1), kao 1 smeSi vode i
propilenglikola (1:1).

Ispitivanje rastvorljivosti takrolimusa radeno je u triplikatu koriS¢enjem "shake flask" metoda
(Patel i sar., 2013). Takrolimus u visku je dodat ekscipijensima/smeSama ekscipijenasa od interesa.
Uzorci su meSani na vorteksu tokom 24 sata pri temperaturi od 20 = 2°C. Nakon toga su uzorci
centrifugirani koriS¢enjem MiniSpin® plus centrifuge (Eppendorf, Nemacka) tokom 10 min na
10.000 obrtaja u minuti. Potom je supernatant filtriran kroz membranski filter veliine pora 0,22 pm
i koncentracija takrolimusa u odgovaraju¢im razblaZzenjima je analizirana koriS¢enjem metode teCne
hromatografije - tandem masene spektrometrije (LC-MS / MS) opisane u poglavlju 3.2.13.

3.2.2 Konstruisanje pseudoternarnih faznih dijagrama

Kako bi se procenilo fazno ponaSanje pseudoternarnih faznih dijagrama ulje/surfaktant-
kosurfaktant/vodena faza sa ciljem identifikacije mikroemulzionih oblasti, konstruisani su
pseudoternarni fazni dijagrami primenom metode titracije vodenom fazom (Todosijevi¢ i sar.,
2014). Naime, najpre su napravljene smeSe surfaktanta (lecitina) i kosurfaktanta (etanola,
izopropanola ili propilenglikola) u masenom odnosu 1:1 rastvaranjem lecitina u odgovaraju¢em
kosurfaktantu meSanjem na magnetnoj mesalici na sobnoj temperaturi. Potom je smesa surfaktant-
kosurfaktant meSana sa odabranim uljem (propilenglikol monokaprilatom - Capryol® 90 ili
kaprilno-kaprinskim trigliceridima - Saboderm TCC) u masenim odnosima 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5,
4:6, 3:7, 2:8, 1:9. Svakoj od napravljenih smesa postepeno je dodavano po 10 pL visokoprecisc¢ene
vode, uz intenzivno meSanje uzorka na vorteksu (Vortex mixer ZX Classic, Vicor) nakon svakog
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dodavanja. Novonastali sistemi su vizuelno procenjivani 1 svi uzorci koji su bili teni, homogeni,
transparentni, izotropni i stabilni oznaceni su kao mikroemulzije.

Dodatno, sistemi Capry01® 90/lecitin-etanol 1 Capryol® 90/lecitin-izopropanol titrirani su
smeSom visokoprecis¢ene vode i propilenglikola (1:1), kao sekundarnog kosurfaktanta u cilju
ispitivanja moguc¢nosti dobijanja visoko dilutabilnih mikroemulzija i eventualne procene promena u
strukturi mikroemulzija pri koriS¢enju dva kosurfaktanta.

Granice mikroemulzionih oblasti na pseudoternarnim faznim dijagramima su definisane na
osnovu najveceg procenta vodene faze koja je ugradena u transparentne, izotropne, tecne sisteme,
kod kojih bi, usled daljeg dodavanja vode doSlo do pojave opalescencije, zamucenja ili nastanka
vrlo viskoznih sistema/gela. Grani¢ni uzorci su ponovo analizirani nakon 7 dana skladiStenja na
sobnoj temperaturi kako bi se osigurala ravnoteZa u sistemu i utvrdila njihova stabilnost. Dodavanje
vode vrSeno je i nakon pojave opalescencije/zamucenja/gela u sistemu, u cilju identifikovanja
eventualno prisutnih sekundarnih mikroemulzionih oblasti na faznim dijagramima.

3.2.3 Odredivanje tipa mikroemulzija

Postepenim dodatkom vodene faze smesi surfaktanta-kosurfaktanta i ulja moze doci do
promene u unutrasnjoj strukturi mikroemulzija. U regionima sa malim udelom vodene faze moze se
ocekivati nastanak U/V mikroemulzija, koje postepenim dodavanjem vodene faze mogu preci
najpre u bikontinuirane, a potom i u V/U mikroemulzije (Klossek i sar., 2013). Budu¢i da su svi
tipovi mikroemulzija transparentne, izotropne tecnosti navedene promene u unutra$njoj strukturi se
vizuelno ne mogu uociti. Zbog toga je neophodno odraditi dodatna ispitivanja, kao Sto su merenje
provodljivosti ili primena diferencijalne skenirajuce kalorimetrije koje indirektno mogu ukazati na
unutras$nju strukturu sistema.

3.2.3.1 Studije provodljivosti mikroemulzionih sistema tokom razblaZivanja

Promene u unutrasnjoj strukturi mikroemulzija mogu se indirektno pratiti merenjem
provodljivosti, odnosno promene u provodljivosti spoljasnje, kontinuirane faze. U tu svrhu je najpre
potrebno odabrati liniju razblaZenja na faznom dijagramu koja omogucavaju formiranje
mikroemulzija sa S§to ve¢im udelom vode, a potom se smesi surfaktant-kosurfaktant/ulje postepeno
dodaje vodena faza, nakon Cega se prati provodljivost novonastalih mikroemulzija (Klossek i sar.,
2013).

Merenja provodljivosti duz odabranih linija razblaZenja su izvrSena koriS¢enjem CDM 23
konduktometra (Radiometar, Kopenhagen, Danska) pri temperaturi od 20 = 2°C, bez dodatka
elektrolita s obzirom na to da elektroliti mogu uticati na strukturu mikroemulzija i dovesti do
destabilizacije ovih sistema.

3.2.3.2 Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC) tokom hladenja mikroemulzionih
Jormulacija

Pored pracenja provodljivosti spoljasnje faze mikroemulzija usled kontinuiranog
razblazivanja vodenom fazom, unutraSnja struktura mikroemulzija se moZe dodatno proceniti
primenom DSC tehnike. Naime, termalnom analizom uzoraka mikroemulzija tokom hladenja moZe
se dobiti uvid u termalno ponasSanje vode, odnosno prisustvo vode koja je slobodna ili vezana u
sistemu (Podlogar i sar., 2004; Todosijevi¢ i sar., 2014).

Odabrani uzorci mikroemulzija 1 smeSe surfaktant-kosurfaktant/ulje su precizno odmereni u
aluminijumsku posudu koja je hermeticki zatvorena. Prazna aluminijumska posuda je koriS¢ena kao
referentni uzorak. Posude su hladene u rasponu od 25°C do -60°C pri brzini hladenja od 5°C/min i
konstantnom protoku azota od 50 mL/min koriste¢i Mettler Toledo DSC 1, STARe sistem (Mettler
Toledo AG, Analytical, Svajcarska).
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3.2.4 Priprema mikroemulzija

Odabrane mikroemulzije sa pseudoternarnih faznih dijagrama pripremljene su tako Sto je
najpre lecitin rastvoren u odgovarajucoj koli¢ini kosurfaktanta (etanola ili izopropanola), potom je
dodata uljana faza (Capryol® 90) i sistem je meSan tokom 10 minuta na magnetnoj megalici. Na
kraju je dodata odgovarajua koli¢ina vodene faze (visokopre€iSCene vode ili smeSe
visokoprecis¢ene vode i propilenglikola, 1:1), te su uzorci meSani na magnetnoj mesalici joS 5
minuta.

Inkorporacija model lekovite supstance (takrolimusa) u koli¢ini od 0,1 % vrSena je nakon
izrade mikroemulzija uz kontinuirano meSanje tokom 12h, kako bi se osiguralo potpuno rastvaranje
takrolimusa.

3.2.5 Razvoj i priprema nanostrukturiranih lipidnih Cestica i nanoemulzija

3.2.5.1 Odabir masne faze primenom DSC analize

Kako bi se odabrala ¢vrsta masna faza za izradu nanostrukturiranih lipidnih Cestica,
sprovedeno je ispitivanje moguénosti meSanja propilenglikol monokaprilata (te¢nog lipida/ulja) sa
slede¢im Cvrstim lipidima: gliceriltrimiristat - Dynasan® 114, gliceriltristearat - Dynasan® 118,
glicerilpalmitostearat - Precirol® ATO 5. U cilju inkorporacije dovoljne koli¢ine te¢nog lipida koja
bi osigurala rastvaranje takrolimusa, napravljene su smeSe Cvrstog i te€nog lipida u masenom
odnosu 6:4, 5:5 i 4:6 meSanjem na magnetnoj mesalici (350 o/min) tokom 30 minuta pri temperaturi
od 85°C, koje su potom ostavljene da se ohlade na sobnoj temperaturi. Nakon 24 h vizuelno je
procenjena konzistencija dobijenih smeSa u cilju uocavanja potencijalnog izdvajanja kapi te¢nog
lipida, koje bi ukazalo na neadekvatnu mesljivost odabranog ¢vrstog i tecnog lipida (Cirri 1 sar.,
2018).

Potom, kako bi se detaljnije analizirala promena cvrstog lipidnog matriksa, kao i odabrao
optimalni maseni odnos ¢vrstog i tecnog lipida, odradeno je ispitivanje promene tacke topljenja
odabranih smeSa koriS¢enjem DSC analize (Cirri 1 sar., 2018). Uzorci smeSa Precirol® ATO 5 i
Capryol® 90 (od 9: 1 do 2:8) postepeno su zagrevani sa 20°C na 180°C pri brzini zagrevanja od
10°C/min, koriste¢i Mettler Toledo DSC 1, STARe sistem (Mettler Toledo AG, Analytical,
Svajcarska). Merenja su vriena pod stalnim protokom azota od 50 mL/min.

3.2.5.2 Priprema nanostrukturiranih lipidnih Cestica i nanoemulzija

Disperzije nanostrukturiranih lipidnih Cestica izradene su koriS¢enjem metode homogenizacije
pod visokim pritiskom, uz zagrevanje (Kovacevic i sar., 2011). Sve koriS¢ene posude tokom izrade
formulacija bile su prekrivene aluminijumskom folijom, kako bi se umanjio uticaj evaporacije vode
iz sistema. Najpre su paralelno pripremljene vodena i masna faza; vodena faza, koja se sastoji iz
visokoprecis¢ene vode i hidrofilnog surfaktanta (polisorbat 80), zagrejana je na temperaturi od 85°C
uz kontinuirano meSanje. Masnoj fazi, koja se sastojala od odabrane smeSe ¢vrstog i tecnog lipida,
dodati su lecitin i butilhidroksitoluen, te je ova smeSa zagrejana na temperaturi od 80°C uz
kontinuirano meSanje na magnetnoj meSalici. Kada su dostignute odgovarajuce temperature, i
celokupna koli¢ina lecitina bila rastvorena u masnoj fazi, vodena faza je dodata masnoj fazi, te je
izradena preemulzija intenzivnim meSanjem na rotor-stator homogenizatoru (Ultra-Turrax® T25
digital, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Nemacka), pri brzini od 10 000 o/min u trajanju od 1 min,
uz kontinuirano zagrevanje.

Pripremljena preemulzija odmah je podvrgnuta homogenizaciji pod visokim pritiskom, u
uredaju EmulsiFlex-C3 (Avestin Inc., Kanada). Kako ne bi doslo do kristalizacije ¢vrstog lipida
tokom homogenizacije, uredaj je prethodno zagrejan propustanjem visokopreciS¢ene vode
temperature od oko 85°C u trajanju od najmanje sat vremena. Dodatno, deo uredaja u kome se vrsi
homogenizacija, zagrevan je tokom celog procesa izrade formulacija na temperaturi od 70°C, visoj
temperaturi od temperature topljenja Cvrstog lipida. Preemulzija je propuStana kroz zagrejani
homogenizator diskontinuiranim postupkom, pri pritisku od 800 bar, tokom pet ciklusa
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homogenizacije. Dobijene formulacije pakovane su odmah nakon izrade u staklene bocice sa
gumenim zatvara¢ima i aluminijumskim krimp-kapicama, koje osiguravaju dugotrajno skladiStenje.
Uzorci su ostavljeni da se postepeno ohlade do sobne temperature, pri ¢emu u nanostrukturiranim
lipidnim cCesticama dolazi do ocvr$¢avanja lipidnog matriksa i formiranja nanocestica. Pojedini
procesni parametri koji su varirani pri izradi nanostrukturiranih lipidnih nosaca prikazani su u
sledecem poglavlju.

S obzirom na to da nanoemulzije ne sadrze Cvrst lipid u svojoj formulaciji, teoretski bi bilo
moguce izraditi nanoemulzije koriS¢enjem hladne homogenizacije pod visokim pritiskom, odnosno
bez zagrevanja. Medutim, odlu¢eno je da se nanoemulzije izrade istim postupkom kao i
nanostrukturirani lipidni nosaci, kako bi se ove formulacije Sto bolje uporedile medusobno.

Za razliku od mikroemulzija, kod kojih je moguce inkorporirati lekovitu supstancu u unapred
pripremljene formulacije, nanostrukturirani lipidni nosaci i nanoemulzije zahtevaju inkorporiranje
lekovite supstance tokom samog procesa izrade ovih nosafa. Stoga su formulacije sa lekovitom
supstancom izradene tako Sto je takrolimus (0,1 %) rastvoren u masnoj fazi pre njenog mesanja sa
vodenom fazom i nastanka preemulzije.

3.2.5.3 Variranje formulacionih i procesnih parametara u izradi nanostrukturiranih
lipidnih Cestica
Kako bi se procenio uticaj razli¢itih formulacionih i procesnih parametara na mogucnost
nastanka nanostrukturiranih lipidnih Cestica, njihove fizickohemijske karakteristike 1 stabilnosti,
pripremljene su razli¢ite formulacije u kojima su varirani slede¢i formulacioni parametri:
* odnos ¢vrstog 1 te€nog lipida u masnoj fazi (6:4, 5:5, 4:6)
* koli¢ina ukupne lipidne faze (5 %, 10 %, 15 %)
* ukupna koli¢ina surfaktanata u masenom odnosu 1:1 (1 %, 2%, 4%)
* primena samo jednog surfaktanta - lecitina ili polisorbata 80 (1 %).
Dodatno, nakon odabira optimalne formulacije, varirani su slede¢i procesni parametri u cilju
procene njihovog uticaja:
* broj ciklusa homogenizacije (5 ili 10 ciklusa)
e primenjeni pritisak tokom homogenizacije (500 ili 800 bara)
* temperatura hladenja nakon homogenizacije (postepeno hladenje formulacije na
sobnoj temperaturil ili brzo hladenje formulacije u ledenom kupatilu).

3.2.6 Fizi¢kohemijska karakterizacija nosaca

3.2.6.1 Analiza velicine kapi/Cestica i indeks polidisperziteta

U cilju merenja srednje veliina kapi/Cestica (hidrodinamicki proseCan precnik) i raspodela
veliCine kapi/Cestica (indeks polidisperziteta) koriS¢ena je tehnika fotonske korelacione
spektroskopije (engl. Photon Correlation Spectroscopy, PCS). Osnovni principi PCS tehnike
zasnivaju se na merenju stepena fluktuacije intenziteta rasute svetlosti usled Braunovog kretanja
kapi/Cestica nanometarskih dimenzija u uzorku (Shekunov i sar., 2007). Dobijeni rezultati se
softverskim putem prevode u veliCinu kapi/Cestica koris¢enjem Stokes-Einstein jednacine.

Odabrane formulacije U/V mikroemulzija, nanoemulzija 1 nanostrukturiranih lipidnih Cestica
su analizirane koriS¢enjem uredaja Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Velika
Britanija) pri temperaturi od 20°C, pod uglom rasipanja svetlosti od 90°, primenom HE-Ne lasera
(633nm). Usled odsustva kaplji¢ne strukture u bikontinuiranim formulacijama, ove formulacije nisu
analizirane. Kako se struktura mikroemulzija naruSava nakon razblaZivanja, mikroemulzione
formulacije nisu razblaZivane pre merenja, dok su nanoemulzije i nanostrukturirane lipidne Cestice
razblaZzene visokopreciS¢enom vodom 1:100 v/v pre merenja, kako bi se smanjila interakcija
kapi/Cestica, kao i uticaj gustine i viskoziteta samih formulacija na odredivanje veli¢ine kapi/Cestica
(Klang 1 Valenta, 2011).
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Budu¢i da su rezultati PCS analize izuzetno pouzdani pri odredivanju veliine Cestica u
opsegu od par nanometara do par mikrometara, u cilju ispitivanja moguceg nastajanja vecih
kapi/Cestica 1 njihovih agregata kod termodinamicki nestabilnih sistema, kao $to su nanoemulzije i
nanostrukturirani lipidni nosaci, koriS¢ena je tehnika statickog rasipanja svetlosti, poznatija kao
laserska difrakcija (LD) (Shekunov i sar., 2007). Osnovni princip LD tehnike zasniva se na tome da
usled osvetljvanja Cestica dolazi do difrakcije svetlosti i formiranja difrakcionih prstenova, Ciji se
intenzitet i rastojanje moze meriti. Osim difrakcije svetlosti, nakon osvetljavanja Cestica dolazi joS i
do refleksije, prelamanja i apsorpcije svetlosti, Sto celu analizu ¢ini komplikovanijom. Kako bi se
svi ovi fenomeni uzeli u obzir, softver za obradu podataka koristi odgovarajuce jednacCine
zasnovane na Mie teoriji ili Fraunhoferovoj aproksimaciji, koje omogucavaju prevodenje vrednosti
rasejane svetlosti u precnike analiziranih Cestica (Shekunov i sar., 2007).

S obzirom na to da su mikroemulzije termodinamicki stabilni sistemi, kao i to da bi prisustvo
kapi u ovim sistemima dovelo do pojave opalescencije ili zamucenja uzorka, LD tehnikom su
analizirane samo formulacije nanostrukturiranih lipidnih Cestica i nanoemulzija. U tu svrhu kors¢en
je instrument Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd.), a formulacije su analizirane
mesec dana nakon izrade. Rezultati su prikazani u vidu pre¢nika d(0,1), d(0,5) i d(0,9), koji ukazuju
na to da 10 %, 50 % i1 90 % kapi/Cestica ima manji precnik od izmerene vrednosti, respektivno.
Dodatno, izracunati su i zapreminski srednji pre¢nik D[4,3], povrSinski srednji precnik D[3,2] i
Sirina raspodele (span).

3.2.6.2 Merenje zeta potencijala

Zeta potencijal je kljucni pokazatelj stabilnosti koloidne disperzije. ViSa apsolutna vrednost
zeta potencijala ukazuje na bolju stabilnost formulacija usled elektrostatickog odbijanja izmedu
Cestica (Han 1 sar., 2008). Posebno je vazno meriti zeta potencijal termodinamicki nestabilnih
nosaca, kao S§to su nanoemulzije i nanostrukturirani lipidni nosaci, dok je odredivanje zeta
potencijala kod mikroemulzija nepotrebno s obzirom na to da su one termodinamicki stabilni
sistemi, kao i zbog toga Sto sadrZe visoke koli¢ine surfaktanata i kosurfaktanta. Takode, kako bi se
dobili pouzdani rezultati, potrebno je razblaZziti uzorke pre merenja, Sto u slu¢aju mikroemulzija nije
moguce uraditi bez rizika od promene ili narusavanja strukture mikroemulzija.

Zeta potencijal odabranih nanostrukturiranih lipidnih cCestica i nanoemulzija je odreden
merenjem elektroforetske pokretljivosti Cestica/kapi u elektricnom polju Koriste¢i Zetasizer Nano
7ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Velika Britanija). VisokopreciS¢ena voda sa konstantnom
provodljivos¢u koriS¢ena je za razblaZivanje formulacija pre merenja (1: 100 v/v).

3.2.6.3 Merenje pH i provodljivosti formulacija

Imaju¢i u vidu planiranu dermalnu primenu formulacija, kao i Cinjenicu da je takrolimus
sklon razgradnji u medijumima pH vrednosti viSe od 7 (Skak i Hansen 2016), vazno je razmotriti
pH vrednosti razvijenih formulacija. Pored toga, znacajne promene vrednosti pH i provodljivosti
tokom skladiStenja mogu ukazivati na nestabilnost ovih nosaca. pH vrednosti formulacija su
izmerene na temperaturi 20 + 2°C koriS¢enjem pH metra HI 9321 (Hanna Instruments Inc., Ann
Arbor, Michigan) direktnim uranjanjem staklene elektrode u uzorke. Merenje provodljivosti
izvrSeno je na 20 + 2°C koriS¢enjem CDM 23 konduktometar (Radiometar, Kopenhagen, Danska)
bez dodavanja elektrolita. Prisustvo negativno naelektrisanih fosfolipida i razli¢itih necisto¢a u
lecitinu obezbedili su naelektrisanje neophodno za merenje provodljivosti.

3.2.6.4 Reoloska analiza

Reoloska svojstva mikroemulzija, nanoemulzija i nanostrukturiranih lipidnih Cestica odredena
su koriS¢enjem reometra DV-III ULTRA Programmable Rheometer, opremljenog softverom
Rheocalc v.4.3 (Brookfield Engineering Laboratories, Middlesboro USA), koriS¢enjem mernog
sistema tipa konus i plo¢a (engl. cone and plate). Svi eksperimenti su izvedeni na 20°C sa brzinom
smicanja u opsegu od 375-1850 s™' i obrnuto. Za poredenje viskoziteta formulacija kori§¢ene su
vrednosti prividnog viskoziteta dobijene pri brzini smicanja od 375 s
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3.2.6.5 Efikasnost inkorporacije takrolimusa

Imajuéi u vidu to da je jedan od Cestih problema u razvoju lipidnih nanocestica zapravo mali
kapacitet inkorporacije lekovite supstance, kao i1 ekspulzija lekovite supstance iz lipidnog matriksa
tokom skladiStenja (Beloqui i sar., 2016), od velikog znacaja je bilo ispitati efikasnost inkorporacije
takrolimusa u nanostrukturiranim lipidnim nosa¢ima. Dodatno, paralelno je ispitana i1 efikasnost
inkorporacije takrolimusa u nanoemulzijama, dok kod mikroemulzija to nije neophodno raditi s
obzirom na to da one imaju veliki solubilizacioni kapacitet zbog prisustva velike koliCine
surfaktanta i kosurfaktanta.

U cilju odredivanja efikasnosti inkorporacije lekovite supstance posebno je razvijen sledeci
protokol. Kako bi se odvojila lipidna od vodene faze, najpre je bilo neophodno dodati so (natrijum-
hlorid) da bi se naruSio zeta potenijal u formulacijama 1 doSlo do destabilizacije koloidnog sistema.
Formulacije sa inkorporiranim takrolimusom (PCLP 4:6 TAC i CLP 10 TAC) su meSane sa
natrijum-hloridom na vorteksu tokom 30 minuta pri brzini 100 o/min, a potom su uzorci ostavljeni
na sobnoj temperaturi preko noci. Slede¢eg dana su uzorci ponovo mesani na vorteksu tokom 30
min, a potom centrifugirani na 14500 o/min u trajanju od lh koriS¢enjem MiniSpin® plus
centrifuge (Eppendorf, Hamburg, Nemacka). Nakon centrifugiranja, vizuelno je ispitano eventualno
prisustvo kristala nerastvorenog takrolimusa ili soli na dnu ependorfica, dok je koli¢ina takrolimusa
prisutna u vodenoj fazi odredena odgovaraju¢om UPLC-MS/MS metodom opisanom u poglavlju
3.2.13. Efikasnost inkapsulacije (engl. entrapment efficiency, EE) je izraCunata koriS¢enjem sledece
jednacine (Date i sar., 2011):

EE (%) =M - My / M x 100 %

pri ¢emu M; predstavlja inicijalnu masu lekovite supstance koris¢ene u izradi formulacija, a
M je masa slobodnog takrolimusa, koji je rastvoren u vodenoj fazi i/ili prisutan u vidu taloga na
dnu ependorfice. Pouzdanost ovog protokola testirana je takozvanom "spiking" tehnikom, odnosno
obogacivanjem placebo formulacija poznatim koli¢inama lekovite supstance.

3.2.6.6 Polarizaciona mikroskopija

Polarizaciona mikroskopija koriS¢ena je kako bi se proverilo postojanje anizotropnih sistema
prilikom konstruisanja pseudoternarnih faznih dijagrama u razvoju mikroemulzija. Imajuci u vidu to
da su mikroemulzije transparentne 1 izotropne tecnosti, svi uzorci koji su pokazivali anizotropiju
pod polarizacionim mikroskopom su oznaceni kao ne-mikroemulzije i nisu ukljuCeni u
mikroemulzione regione na pseudoternarnim faznim dijagramima.

Dodatno, polarizaciona mikroskopija je vrlo korisna tehnika kojom se relativno jednostavno
moze proceniti prisustvo kristala takrolimusa nakon njegove inkorporacije u odabrane formulacije.
Stoga, sve formulacije sa lekovitom supstancom i odgovaraju¢e placebo formulacije analizirane su
upotrebom Motic digitalnog mikroskopa DMB3-223ASC i Motic Images Plus v.2.0 softvera (Motic
GmbH, Vetzlar, Nemacka) nakon mesec dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi.

3.2.6.7 Procena fizickog stanja takrolimusa primenom DSC analize uz zagrevanje

Kao metoda komplementarna sa tehnikom polarizacione mikroskopije, a u cilju provere
prisustva nerastvorenih kristala takrolimusa, formulacije mikroemulzija, nanoemulzija i
nanostrukturiranih lipidnih cestica sa lekovitom supstancom analizirane su koriS¢enjem DSC
analize uz zagrevanje. Uzorci sa takrolimusom i odgovarajuce placebo formulacije zagrevane su od
10°C do 200°C sa brzinom grejanja od 10°C/min, kako bi se proverilo prisustvo pika koji poti¢e od
topljenja kristala takrolimusa (Patel i sar., 2013). Merenja su izvedena sa pribliZzno 8 mg
formulacija, pod stalnim protokom azota od 50 mL/min.
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3.2.6.8 Elektronska paramagnetna rezonantna spektroskopija (EPR)

EPR tehnika, takode poznata i kao spektroskopija rezonancije elektronskog spina je
spektroskopska tehnika kojom se mogu ispitivati supstance koje poseduju paramagnetni centar, to
jest najmanje jedan nespareni elektron u svojoj strukturi. Princip metode sliCan je nuklearnoj
magnetnoj rezonanciji, sa tom razlikom $to je meta pobudivanja i detekcije u nuklearnoj magnetnoj
rezonanciji nukleus atoma, dok se u EPR pobuduje, meri i karakteriSe nespareni elektron i njegovo
neposredno okruZenje (Pan i Nilges, 2014). Naime, elektroni su naelektrisane Cestice koje poseduju
intrinzi¢ni angularni moment (takozvani elektronski spin) i ponaSaju se kao magneti ukoliko nisu
spareni. U jakom, permanentnom magnetnom polju vektor elektronskog spina se orijentiSe
paralelno ili antiparalelno sa vektorom magnetnog polja permanentnog magneta. Paralelno
orijentisani elektroni se potom pobuduju elektromagnetnim talasima iz mikrotalasnog dela spektra,
nakon ¢ega se prati i meri intenzitet njihove umiruce struje (eng. decay current), koja nastaje usled
njihove reorijentacije unutar nametnutog magnetnog polja. Poznavanjem frekvencije posmatranog
elektrona i promene u njegovom EPR spektru moze se ste¢i uvid u njegovo neposredno hemijsko
okruZenje.

Kako bi se ispitala fluidnost medupovrsSinskog filma u odabranim mikroemulzijama, kao i
ispitala lokalizacija takrolimusa u mikroemulzijama koriS¢ena je EPR tehnika . Budu¢i da
komponente koje ulaze u sastav mikroemulzija ne poseduju paramagnetne centre, tj. nesparene
elektrone, neophodno je koristiti eksterne, dobro poznate spin probe sa nesparenim elektronom: 5-
doksil stearinska kiselina (5-DSA) 1 12-doksil stearinske kiselina (12-DSA). Ove spin probe imaju
ambifilne osobine, polarnu glavu sa karboksilnom grupom (-COOH) i nepolarni ugljovodonicni rep,
i usled toga se inkorporiraju u medupovrSinski film izmedu vodene i masne faze. Imajuéi u vidu
razli¢itu lokalizaciju nesparenog elektrona u njihovim strukturama, pri ¢emu se nespareni elektron u
5-DSA nalazi blize polarnoj glavi, dok je kod 12-DSA nespareni elektron lokalizovan dublje u
nepolarnom ugljovodoni¢nom lancu (Tabela 3-1), moguce je ste¢i uvid u dinamiku i fluidnost
medupovrsinskog filma na razli¢itim dubinama (Avramiotis i sar., 2007; Fanun i sar., 2011).

U cilju dobijanja Zeljene koncentracije spin proba u mikroemulzijama, najpre su napravljeni
osnovni rastvori spin proba (5-DSA i1 12-DSA) u etanolu koncentracije 7,8 mmol/L. Zatim je po 15
pL rastvora dodato u epruvete nakon cega je izvrSena evaporacija etanola primenom
komprimovanog vazduha. Nakon evaporacije, u svaku epruvetu je dodato po 1 mL uzorka
mikroemulzije. Uzorci su intenzivno meSani na vorteksu i ostavljeni tokom no¢i u vodenom
kupatilu na 25°C. Finalna koncentracija spin proba u svakom uzorku je bila 0,12 mmol/L.

Tabela 3-1 Prikaz spin proba sa nesparenim elektronima koje su koris¢ene u EPR eksperimentima.

5-doksil stearinska kiselina

OH

HO

o

12-doksil stearinska kiselina
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EPR spektri su snimljeni na konstantnoj sobnoj temperaturi (25°C), koriste¢i Bruker EMX
EPR spektrometar koji radi sa mikrotalasnim zracenjem X-trake (mikrotalasne frekvencije u opsegu
8-13 GHz, tipi¢na frekvencija 9,5 GHz). Uzorci su postavljeni u specijalno dizajniranu ravnu celiju
(WG-813-Q Wilmad, Buena, NJ). KoriS¢ena su slede¢a podeSavanja instrumenta: centralno polje
0,349 T, opseg skeniranja 0,01 T, prijemnik 5,64 x 103, vremenska konstanta 5,12 ms, modulacija
amplitude 0,4 mT 1 frekvencija 9,78 GHz. Prikupljanje 1 analiza podataka obavljena je koriS¢enjem
Bruker WinEPR programa, a eksperimentalni rezultati su analizirani i izraZeni kao rotaciono vreme
korelacije (tr), parametar uredenosti (S) i konstanta hiperfinog cepanja (a',).

3.2.6.8.1 Izracunavanje vremena rotacione korelacije, tR.

Vreme rotacione korelacije (tr) spin proba izraCunato je iz EPR spektara koriste¢i slede¢u

jednacinu (Kommareddi i sar., 1994):
= (6x107')[(ho/hi)"? + (ho/hp)"? -2]AH,(s)

pri ¢emu hsy, hy 1 h.; oznacavaju amplitude triju hiperfinih linija na EPR spektru, a AH, je Sirina
centralne linije (Slika 3-1). Ova jednagina primenjljiva je u regionima brzog pokretanja (10™'<tg< 3
x 10 s). Za regione usporenog pokretanja (tg > 3 x 10™ s) vreme rotacione korelacije izradunava
se koriS¢enjem kompjuterskih simulacija pretpostavljaju¢i prose¢na vremena rotacione korelacije.
Variranje tr vrednosti spin proba ukazuje na njenu ograni¢enu pokretljivost usled specifi¢nih
interakcija sa neposrednim okruZenjem.

2 Amax

A

| ho

A

2 Amin

T v T v T Y T v T v T
344 346 348 350 352 354

Magnetno polje (mT)
Slika 3-1 Sematski prikaz EPR spektra nitroksidnih spin proba sa nesparenim elektronom.

3.2.6.8.2 Izracunavanje parametra uredenosti S.

Parametar uredenosti S daje uvid u orijentaciju spin probe u supramolekularnom okruZenju i
varira od 0 do 1, pri ¢emu vrednost S = 1 ukazuje na to da se spin proba nalazi u potpuno uredenom
stanju, dok vrednost S = 0 oslikava potpuno neuredeno, randomizovano stanje. Parametar
uredenosti S je definisan sledecom jednacinom (Papadimitriou i sar., 2008):

S = (ArAL)/[Azz-172(Axx+Ayy)](00/a’o)
pri ¢emu A || polovina rastojanja od spoljaSnjeg maksimuma hiperfinog cepanja, 2A.x (Slika 3-1),
a Al se racuna na osnovu slede¢ih jednacina:
AL=Ap, + 1.4 (1-S*P)
Sapp = (AmaX'Amin)/[AZZ'(1/2)(AXX+AYY)]
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gde je Amin jednak polovini rastojanja od unutra$njeg minimuma hiperfinog cepanja (Slika 3-1).
Axx, Ayy 1 Azz su pojedinacne kristalne vrednosti spin probe koje iznose 0,63, 0,58 i 3,36 mT, i
indikativne su za doksilne derivate.

Odnos (a/a’,) predstavlja korekciju polarnosti, pri ¢emu je:
ao=(Axxt+Ayy+ Azz)/3
aa’, jeizotropna konstanta hiperfinog cepanja za spin probu u membrani i1 definisana je kao:
o’y :(A||+2Al)/3
o', senzitivni indikator polarnosti i njegova vrednost se povecava kada nitroksidni paramagneti¢ni
prsten interaguje sa polarnijim okruZenjem.

3.2.6.9 Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)

Infracrvena spektroskopija je tehnika kojom se mere apsorptivna svojstva jedinjenja u
infracrvenom delu elektromagnetnog spektra (700 nm - 1 mm). Razlicite hemijske grupe apsorbuju
razli¢ite delove infracrvenog spektra Sto ¢ini ovu metodu jako pogodnom za sticanje osnovnog
uvida u strukturu ispitivanog molekula na jednostavan i pristupacan nacin. Ova metoda je od
naroCitog znaCaja za ispitivanje materijala, koloida i kvaliteta relativno uniformnih hemijskih
smeSa. Prisustvo velikog broja razliCitih funkcionalnih grupa iz razli¢itih molekula znacajno
oteZava tumacenje infracrvenih spektara. Kako bi se olakSao proces obrade signala i proSirila
aplikativna vrednost infracrvene spektrometrije, razvijena je infracrvena spektroskopija sa
Furijeovom transformacijom, pri ¢emu se koriS¢enjem posebnih softvera vr§i matematicka obrada
podataka u cilju dobijanja spektara (Berthomieu i Hienerwadel, 2009).

FTIR tehnika koriS¢ena je kako bi se procenile hemijske interakcije izmedu takrolimusa i
drugih sastojaka u mikroemulzijama, s obzirom na to da one sadrZe veliku koli¢inu surfaktanta i
kosurfaktanta u poredenju sa ostalim nanonosa¢ima. FTIR spektri snimljeni su koriS¢enjem
BOMEM Hartmann & Braun MB-serije FTIR spektrofotometra (ABB Bomem Inc. Kvebek,
Kanada). Uzorci takrolimusa pripremljeni su metodom pastila sa kalijum bromidom, dok su uzorci
mikroemulzionih formulacija sa ili bez takrolimusa pripremljeni tako Sto je 10 uL formulacije
postavljeno na plo¢u KRS-5, a potom upareno u vakumu. FTIR spektri svih uzoraka snimljeni su u
opsegu talasnog broja izmedu 4000 i 400 cm’, korii¢enjem 10 skeniranja po spektru, sa
rezolucijom 1 cm™.

3.2.7 Ispitivanje stabilnosti formulacija

Fizicka i hemijska stabilnost (veli¢ina Cestica, indeks polidisperziteta, zeta potencijal, pH,
provodljivost) placebo formulacija koje su cuvane na sobnoj temperaturi (20 = 2°C) zaSticena od
svetlosti, procenjivana je tokom godinu dana za mikroemulzije, odnosno Sest meseci za
nanostrukturirane lipidne cestice 1 nanoemulzije. Pored toga, sve formulacije su vizuelno
analizirane tokom ispitivanja stabilnosti, ¢ime je pra¢ena znacCajna promena u boji, viskozitetu,
pojava vidljivih struktura (agregata, mikrobioloSke kontaminacije) i /ili odvajanje faza.

Dodatno, s obzirom na to da je takrolimus relativno nestabilna aktivna supstanca sklona
degradaciji, sprovedeno je kvantitativno odredivanje njegovog sadrZaja u mikroemulzionim
formulacijama u periodu od godinu dana. S druge strane, imajuci u vidu to da je ekspulzija lekovite
supstance jedan od glavnih nedostataka lipidih nanocestica, kao Sto su nanostrukturirani lipidni
nosaci, procenjena je efikasnost inkapsulacije takrolimusa u ovoj formulaciji nakon skladiStenja u
trajanju od Sest meseci.
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3.2.8 Procena bezbednosnog profila / iritacionog potencijala placebo mikroemulzionih
formulacija primenom in vivo biofizi¢kih merenja kriti¢nih parametara stanja koze

JTako su svi razvijeni nanonosaci formulisani koriS¢enjem bezbednih, biokompatibilnih
ekscipijenasa, imaju¢i u vidu relativno veliku koli¢inu surfaktanta i kosurfaktanata prisutnih u
mikroemulzijama od posebnog je znaCaja proceniti njihov bezbednosni profil, odnosno ispitati
iritacioni potencijal ovih formulacija. U tu svrhu sprovedene su in vivo studije na humanim
dobrovoljcima Zenskog pola primenom objektivne procene kritiCnih parametara stanja koZe
instrumentalnim/biofiziCkim merenjima (Isailovi¢ i sar., 2016). S obzirom na to da je takrolimus
vrlo potentna aktivna supstanca i snaZzan imunosupresiv, u ovom stadijumu preliminarnih ispitivanja
nije opravdano Kkoristiti formulacije sa takrolimusom za procenu bezbednosnog profila samih
nosaca. Stoga je ispitivanje vrSeno koriS¢enjem iskljuCivo placebo formulacija, bez lekovite
supstance.

Studija je sprovedena u skladu sa HelsinSkom deklaracijom, i odobrena je od strane lokalnog
Etickog komiteta za biomedicinska istrazivanja, Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet. U
ovoj studiji ucestvovalo je 9 dobrovoljaca Zenskog pola, starosti 24 = 3 godine, bez koZnih
oboljenja i bez istorije alergijskih reakcija. Pre pocetka studije sve ispitanice su obavestene o toku i
cilju studije, kao 1 potencijalnim neZeljenim efektima i dale su pisanu saglasnost za ucestvovanje u
studiji. Ispitanice su obaveStene da ne treba da koriste nikakve kozmetiCke ili farmaceutske
preparate na ispitivanim mestima 24 h pre pocetka i tokom trajanja studije. Takode, ispitanicama
nije bilo dozvoljeno konzumiranje nikotina i kofeina (kafe, Caja, energetskih napitaka) 3 h pre
merenja parametara koze.

Neposredno pre pocetka studije, ispitanice su boravili najmanje 30 min u prostoriji u kojoj je
vrSeno merenje biofizickih parametara, kako bi se koZa adaptirala na kontrolisane atmosferske
uslove (temperaturu i vlaZnost) u prostoriji. Potom su test-mesta na volarnoj strani podlaktice,
dimenzije 2 cm x 2 cm, obelezena koriS¢enjem specijalno dizajniranih kartonskih Sablona. Zatim su
izmerene bazalne vrednosti biofizickih parametara koji ¢e biti praceni tokom ispitivanja: eritema
indeks (EI), transepidermalni gubitak vode (TEGV) 1 hidratacije stratum corneum-a (SCH),
koris¢enjem sledecih uredaja: Mexameter® MX 18, Corneometer® CM 825 i Tewameter® TM 210,
proizvodaca Courage + Khazaka Electronic GmbH, Keln, Nemacka.

Nakon merenja bazalnih vrednosti, tri test-mesta na levoj ruci i dva test-mesta na desnoj ruci
tretirana su sa po 20 uL placebo mikroemulzija (ECV 35, ECPG 70, ICV 35, ICV 60, ICPG 70).
Uzorci su pazljivo razmazani po celoj povrSini test-mesa, nakon ¢ega su tretirana mesta prekrivena
okluzijom od Parafilm®-a (Pechiney Plastic Packaging, Inc., Menasha, Wisconsin, SAD), preko
koga je postavljen samolepljivi, hipoalergijski flaster za fiksiranje (Sensifix®, Galenika a.d.,
Beograd, Srbija). Po jedno test-mesto na svakoj ruci, oko 3 cm udaljeno od zgloba Sake ostavljeno
je kao netretirana kontrola, i to netretirana kontrola pod okluzijom (NCO) na levoj ruci i netretirana
kontrola bez okluzije (NC) na desnoj ruci.

Okluzija sa test-mesta je uklonjena 24 h nakon aplikacije formulacija, a 1 h nakon uklanjanja
okluzije ponovo su izmereni praceni biofizicki parametri. Sva merenja su sprovedena u skladu sa
objavljenim smernicama i studijama (Clarys i sar., 2000; Plessis i sar., 2013).

3.2.9 In vitro ispitivanje oslobadanja takrolimusa iz formulacija koriSé¢enjem Franz-ovih
difuzionih celija

Studije oslobadanja lekovite supstance iz odabranih formulacija sprovedene su in vitro,
primenom Franz-ovih difuzionih ¢elija (Gauer Glas, D-Piittlingen, Nemacka) sa dostupnom
povrSinom za difuziju leka od 2,01 cm” i zapreminom akceptorskog dela c¢elije 12 mL (Ilic i sar.,
2018). Odabrane formulacije sa inkorporiranim takrolimusom (bikontinuirane mikroemulzije ECV
351 ICV 35, U/V mikroemulzija ICV 60, nanostrukturirane lipidne ¢estice PCLP 4: 6, nanoemulzija
CLP 10) i referentna mast (Protopic® 0,1%) u koligini ekvivalentnoj 1 mg takrolimusa postavljene
su na prethodno aktiviranu dijaliznu membranu (veli¢ina pora 2,4 nm, molekularni "cut-off” 12000)

37



u donorskom kompartmentu, pazeci da ne dode do uklapanja vazduha, koji mozZe uticati na difuziju
lekovite supstance kroz membranu u akceptorski medijum. Membrane su pre ispitivanja aktivirane
potapanjem u akceptorski medijum tokom 12 h, kako bi se uklonio prisutan vazduh unutar pora.

Kao akceptorski medijum koriS¢ena je smeSa vode i metanola (60:40 v/v) kako bi se
obezbedilo odrzanje takozvanih "sink" uslova za takrolimus, odnosno kako rastvaranje takrolimusa
u akeptorskom medijumu ne bi bilo ograni¢avajuci faktor za njegovu difuziju. Akceptorski
medijum je kontinuirano meSan tokom celog eksperimenta na 500 obrtaja/min. Takode, temperatura
vodenog kupatila u kome su komore bile potopljene tokom eksperimenta, odrzavana je na 32°C +
0,5°C.

Oslobadanje je praceno tokom 24 h, a nakon 15 min, 30 min, 1 h,2h, 3 h, 6 h, 9hi24 h od
aplikacije formulacija uzorkovano je po 500 uL akceptorskog medijuma, pri ¢emu je ista koli¢ina
novog, temperiranog medijuma vra¢ena u akceptorsku ¢eliju kako bi se odrzali "sink" uslovi.

Koncentracija oslobodenog takrolimusa u akceptorskom medijumu je odredena koriS¢enjem
UPLC-MS/MS metode opisane u poglavlju 3.2.13. Rezultati su prikazani kao kumulativna koli¢ina
takrolimusa koja je difundovala kroz sintetsku membranu u akceptorski medijum, izrazena kao
procenat u odnosu na ukupnu koli¢inu takrolimusa koji je nanet u donorskoj komori na pocetku
ispitivanja.

Profili in vitro oslobadanja interpretirani su koriS¢enjem razli¢itih matematickih modele koji
opisuju kinetiku oslobadanja lekovitih supstanci, kao §to su model kinetike nultog reda, model
kinetike prvog reda, Higuchi model, Korsmeyer—Peppas model, Hixson Crowell model (Bruschi,
2015). Model koji najbolje opisuje kinetiku oslobadanja takrolimusa iz razvijenih formulacija
izabran je na osnovu najvise vrednosti koeficijenta determinacije (R?).

3.2.10 In vitro ispitivanje dermalne raspoloZivosti / penetracije takrolimusa iz mikroemulzija
u koZu uha svinje primenom metode sa trakama (engl. tape stripping)

Imaju¢i u vidu to da su brzina 1 stepen raspodele lekovite supstance u stratum corneum-u u
korelaciji sa koncentracijom lekovite supstance u dubljim slojevima koZe (Raney i sar., 2015),
primenom metode sa trakama na ex vivo modelu koZe uha svinje dobijeni su penetracioni profili
takrolimusa iz razvijenih nosaca i referentne masti, i ukupna koli¢ina takrolimusa u uklonjenom
stratum corneum-u, na osnovu kojih se moze proceniti njegova dermalna raspoloZivost.

SveZe usi svinja nabavljene su iz lokalne mesare neposredno nakon Zrtvovanja Zivotinja, i
Cuvane su u zamrzivacu na - 20°C do sprovodenja eksperimenata. Na dan eksperimenta, usi su
odmrznute na sobnoj temperaturi i makazama su odstranjene dlake sa dorzalne (spoljasnje) strane
usne Skoljke. Odgovarajuca test-mesta (2 cm x 2 cm) na dorzalnoj strani uSne Skoljke, bez vidljivih
oSte¢enja ili pigmentacije, oznaCena su permanentnim markerom koriS¢enjem odgovarajucih
kartonskih Sablona. Na test-mestima meren je transepidermalni gubitak vode, kako bi se procenio
integritet koZzne barijere i adekvatnost koZe za sprovodenje ispitivanja nakon odmrzavanja. Kada je
ovaj parametar dostigao vrednost ~ 15 g/m*/h, usi svinja su pri¢vriéene za stiroporsku plo¢u, nakon
cega su test-mesta tretirana mikroemulzionim formulacijama (ECV 35, ICV 35 ili ICV 60 sa 0,1 %
inkorporiranim takrolimusom) ili referentnom mascu (Protopic® 0,1%) u koli¢ini koja sadrzi 50
ng/cm? takrolimusa (beskonana, infinit doza).

Nakon dva sata od tretmana, viSak formulacija sa test-mesta je uklonjen koriS¢enjem
pamuénih tufera. Potom je 12-15 D-squame® adhezivnih traka (CuDerm, Dallas, SAD) povrsine 3,8
cm’ sukcesivno naneto i uklonjeno sa svakog tretiranog mesta, ¢ime su dobijeni slojevi stratum
corneum-a. Svaka naneta traka bila je podvrgnuta konstantnom pritisku koris¢enjem specijalno
dizajniranog rolera mase 300 g, kako bi se smanjila varijacija koja potiCe od postojanja bora i
brazda na povrsini koZe (Lademann i sar., 2009). Masa adhezivnih traka je merena na analiti¢koj
vagi Sartorius BP210D (Sartorius, Nemacka) pre i posle uklanjanja stratum corneum-a, kako bi se
dobili podaci o koli¢ini uklonjenih korneocita. Dodatno, kako bi se procenila ukupna debljina
stratum corneum-a, ista koli¢ina adhezivnih traka je uklonjena sa kontrolnih, netretiranih mesta, pri
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¢emu je meren transepidermalni gubitak vode pre nanoSenja prve trake i nakon uklanjanja 4., 8., 12.
i 15. trake.

Ekstrakcija takrolimusa iz uklonjenih traka vrSena je primenom sledeceg protokola. Svaka
traka ubacena je u epruvetu u kojoj je dodato 4 mL 70 % (v/v) etanola. Epruvete su podvrgnute
dejstvu ultrazvuka na ultrazvuénom kupatilu tokom 15 min, nakon Cega je sadrZaj epruveta
centrifugiran na 4000 obrtaja/min tokom 5 minuta (Centrifuga MPW-56, MPW Med. Instruments,
VarSava, Poljska) i supernatant je filtriran kroz 0,22 pm najlonski filter. Epruvete sa uzorcima su
dobro zatvorene i ¢uvane u frizideru do sprovodenja kvantitativne analize koriS¢enjem UHPLC-
MS/MS metode opisane u poglavlju 3.2.13. Adekvatnost postupka ekstrakcije procenjena je
optere¢ivanjem placebo uzoraka stratum corneum-a poznatim kolicinama takrolimusa rastvorenog u
metanolu. Nakon isparavanja rastvaraCa, takrolimus je ekstrahovan gore opisanim postupkom, i
dobijena je zadovoljavajuca recovery vrednost od 92,06 + 5,93% (n = 8) .

3.2.11 In vitro ispitivanje dermalne raspoloZivosti / penetracije takrolimusa iz
nanostrukturiranih lipidnih cestica i nanoemulzije u koZu uha svinje primenom
diferencijalnog stripinga

Diferencijalni striping je metoda kojom se detaljnije moZe proceniti dermalna raspoloZivost
ispitivanih lekovitih supstanci kombinovanom primenom metode sa trakama, koja se koristi u cilju
uklanjanja slojeva stratum corneum-a, i naknadnom povrSinskom cijanoakrilathom biopsijom koZe,
kojom se moZze ste¢i uvid u koli¢inu lekovite supstance koja je penetrirala u folikule dlaka (Ilic 1
sar., 2018). S obzirom na to da se adekvatna dermalna raspoloZivost lekovite supstance iz lipidnih
nanocestica moZe osigurati ukoliko one omoguce penetraciju lekovite supstance na Zeljenom mestu
u folikulima dlaka (Patzelt i sar., 2017), metoda diferencijalnog stripinga koriS¢ena je kako bi se
procenila dermalna raspoloZivost takrolimusa iz nanostrukturiranog lipidnog nosaca PCLP 4:6.
Dodatno, u cilju poredenja rezultata, diferencijalni striping je sproveden i nakon tretmana
nenoemulzijom CLP 10 i referentnom masc¢u (Protopic® 0,1 %).

Priprema koze uha svinje, kao i uklanjanje slojeva stratum corneum-a adhezivnim trakama
opisani su u poglavlju 3.2.9. Po uklanjanju 15. adhezivne trake, na tretiranim mestima naneta je po
jedna kap cijanoakrilatnog lepka (UHU GmbH & Co. KG, Bril, Nemacka) preko koje je postavljena
adhezivna traka. Lepak je ostavljen da polimerizuje tokom 10 min, nakon ¢ega je adhezivna traka sa
lepkom uklonjena, a postupak ponovljen jos jedan put. Obe adhezivne trake su ubacene u epruvetu
u kojoj je dodato 4 mL acetonitrila. Takrolimus je ekstrahovan kori§¢enjem ultrazvu¢nog kupatila u
trajanju od 15 minuta, sadrZaj epruveta je centrifugiran na 10 000 obrtaja/min (MiniSpin® plus,
Eppendorf, Hamburg, Nemacka) tokom 30 min, nakon ¢ega je supernatant filtriran kroz 0,22 pm
najlonski filter. Odredivanje takrolimusa sprovedeno je koris¢enjem UHPLC-MS/MS metode
opisane u poglavlju 3.2.13.

3.2.12 In vitro procena permeacije takrolimusa kroz kozu uha svinje pune debljine
koriSéenjem Franz-ovih difuzionih delija

Kako bi se dobile informacije o brzini i stepenu permeacije takrolimusa kroz kozu,
sprovedene su in vitro studije permeacije takrolimusa iz odabranih nanonosaca i referentnog
preparata koriS¢enjem Franz-ovih difuzionih ¢elija (Gauer Glas, D-Piittlingen, Nemacka). Dodatno,
ovim ispitivanjem moZe se proceniti potencijal formulacija da ispolje sistemske neZeljene efekte
usled permeacije lekovite supstance kroz sve slojeve koZe i njene resorpcije u sistemsku cirkulaciju
(OECD, 2004; SCCS, 2010; Sheshala i sar., 2019).

Kao membrana izmedu donorskog i akceptorskog medijuma koriS¢ena je koza uha svinje
pune debljine. Naime, sveZe uSi svinja nabavljene su iz lokalne mesare neposredno nakon
Zrtvovanja Zivotinja, i Cuvane su u zamrzivacu na - 20°C do sprovodenja eksperimenata, ne duze od
mesec dana. Na dan eksperimenta, usi su odmrznute na sobnoj temperaturi i koZa pune debljine je
pazljivo uklonjena sa spoljaSnjeg dela usne Skoljke. Visak dlaka na koZi pazljivo je skracen
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makazama, a onda su posebnim alatom uzorkovani isecci koZe u obliku diska pre¢nika 2,5 cm. Ovi
iseCci postavljeni su na Franz-ove difuzione celije €iji su akceptorski kompartmenti prethodno
napunjeni akceptorskim medijumom (25 % rastvor etanola u fizioloSkom rastvoru koji je puferisan
fosfatnim puferom, pH 7,4, zagrejanom na 32°C), pri ¢emu je povrSina koZe bila okrenuta ka
donorskom kompartmentu. Akceptorski delovi difuzionih ¢elija uronjeni su u vodeno kupatilo, ¢ija
je temperatura odrzavana na 32°C, i uzorci kozZe su ostavljeni da se temperiraju tokom 30 minuta.
Sadrzaj akceptorskog medijuma konstantno je meSan tokom celog eksperimenta na magnetnoj
mesalici pri brzini od 500 obrtaja/min. Nakon temperiranja koze, 1 g formulacije ili referentne
masti, koji odgovara 1 mg takrolimusa (beskonacna, infinit doza), nanet je na koZu u donorskom
kompartmentu, povr§ine 2,01 cm?. Donorski kompartment je potom prekriven Parafilm®-om, kako
bi se sprecilo intenzivno isparavanje vode iz formulacija. Ispitivanje je sprovedeno tokom 24 h, pri
¢emu su uzorci akceptorskog medijuma (500 pL) uzorkovani nakon 3 h, 6 h, 20 h, 22 hi 24 h od
nanoSenja formulacija. Nakon svakog uzorkovanja, akceptorski kompartment je dopunjen istom
koli¢inom sveZeg medijuma, temperiranog na 32°C. KoliCina takrolimusa u uzorcima odredena je
primenom UPLC-MS/MS metode opisane u poglavlju 3.2.13. Brzina permeacije takrolimusa
odredena je iz nagiba linearnog dela grafika zavisnosti kumulativne koli¢ine takrolimusa koja je
permeirala kroz jedinicu povr§ine membrane (ng/cm2) od vremena uzorkovanja akceptorskog
medijuma (h). Kumulativne koli¢ine takrolimusa u svakom vremenskom intervalu korigovane su
tako da ukljucuju koli¢inu takrolimusa uklonjenu prethodnim uzorkovanjem.

Nakon 24 h ispitivanja permeacije takrolimusa, koza uha svinje je skinuta sa Franz-ovih
difuzionih c¢elija, viSak formulacije je pazljivo uklonjen pamucnim tuferima, a koZa je usitnjena
makazama i ubaCena u epruvetu. U cilju ekstrakcije takrolimusa, u epruvetu je dodato 4 mL
metanola, epruvete su dobro zatvorene i postavljene na orbitalni meSa¢ KS 260 basic (IKA®-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Nemacka). Sadrzaj epruvete je meSan tokom 24 h pri brzini 250
obrtaja/min, a onda centrifugiran na 4000 obrtaja/min tokom 30 min (centrifuga MPW-56, MPW
Med. Instrumenti, VarSava, Poljska). Efikasnost metode koriS¢ene za ekstrakciju takrolimusa
ispitana je optere¢ivanjem placebo uzoraka koZe poznatim koli¢inama takrolimusa (200 ng 1 2000
ng), pri ¢emu je dobijena zadovoljavajuca recovery vrednost (99,25 9,13 %, n = 6).

3.2.13 Kvantitativno odredivanje takrolimusa

Imaju¢i u vidu to da je koliina takrolimusa u ispitivanim formulacijama i referentnom
preparatu relativno niska (0,1 %), mogu se ocekivati niske koncentracije takrolimusa u studijama
ispitivanja penetracije i permeacije. Stoga je bilo neophodno razviti i verifikovati odgovarajucu
analiticku metodu koja moze zadovoljiti potrebe ove studije. U tu svrhu, kao osnova za
modifikaciju, koriS¢ena je metoda koju su Goebel i saradnici razvili (2009).

Ukratko, kvantitativno odredivanje takrolimusa vrSeno je primenom ultra visokoefikasne
teCne hromatografije u kombinaciji sa masenom spektrometrijom (UPLC-MS/MS) na uredaju
Scientific Accela 1000 UPLC sistem kuplovan sa Thermo Scientific TSQ Quantum Access MAX
tripl kvadripol masenim spektrometrom (Thermo Fisher Scientific, San Jose, California). Za
razdvajanje takrolimusa kori$¢ena je kolona XTerra® MS C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 um; Waters
Corporation), uz grejanje na 50°C, pri izokratskom protoku mobilne faze (0,25 mL/min) koju ¢ine
0,1 % mravlje kiseline u smesi acetonitrila 1 vode (65:35, v/v). Detekcija takrolimusa vrSena je
masenim detektorom, koriS¢enjem elektronsprej jonizacije u selektivnom modu (engl. selected
reaction monitoring mode), pracenjem jonskog prelaza m/z 826—616.

U cilju verifikacije metode, ispitana je linearnost u opsegu koncentracija izmedu 5 ng/mL i
1000 ng/mL 1 dobijen je zadovoljavajuci koeficijent korelacije (r) 0,9989, sa limitom detekcije od 2
ng/mL i limitom kvantifikaije od 5 ng/mL. Dodatno, testirana je preciznost metode, visestrukom
analizom cetiri razli¢ita standardna rastvora takrolimusa (5 ng/mL, 250 ng/mL, 500 ng/mL i 1000
ng/mL). Rezultati verifikacije ukazuju na to da je metoda pouzdana za analizu takrolimusa u datom
opsegu koncentracija.
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3.2.14 Obrada rezultata

Svi podaci su predstavljeni kao srednja vrednost = standardna devijacija (SD) ili standardna
greska (SE). U cilju generisanja grafika i procene linearnosti/matematickih modelovanja, kori$¢en
je program Origin 9.0 (OriginLab Corporation, Northampton, SAD). Statisti¢ka obrada podataka je
sprovedena kori§¢enjem softvera IBM SPSS® Statistics 21 (IBM, Njujork, SAD). Normalna
distribucija podataka je testirana koris¢enjem Shapiro—Wilk testa. U zavisnosti od prirode podataka,
broja poredenih grupa i homogenosti varijansi, statisticka znacajnost (p < 0,05) je testirana
koris¢enjem Studentovog t-testa, jednofaktorskom analizom varijanse (ANOV A) sa Tukey post hoc
analizom, ili Welch 1 Brown-Forsythe testa sa Games-Howell post hoc analizom. Za podatke koji
odstupaju od normalne distribucije, koris¢eni su Mann—Whitney U-test ili Kruskal-Wallis test.
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4 REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati ove studije obuhvataju nekoliko grupa eksperimenata koji su za cilj imali da utvrde
mogucnost formiranja mikroemulzija, nanoemulzija 1 nanostrukturirarnih lipidnih nosaca
koriS¢enjem lecitina kao surfaktanta uz dodatak odgovaraju¢ih kosurfaktanata, detaljnu
fizCkohemijsku karakterizaciju odabranih nosaca, procenu mogucénosti inkorporacije takrolimusa
kao i stepen penetracije i permeacije takrolimusa iz ovih, strukturno razli¢itih nosaca, u kozu. U
ovom poglavlju ¢e takode biti prikazana diskusija dobijenih rezultata u svetlu dostupne
medunarodne literature, kao i naSeg iskustva u radu sa ovim sistemima.

4.1 Rezultati i diskusija prve faze ispitivanja
4.1.1 Ispitivanje rastvorljivosti takrolimusa

Najveci prakti¢ni izazov u razvoju dermalnih formulacija sa takrolimusom je njegova vrlo
slaba rastvorljivost u vodi (4 - 12 pg/mL (Patel i sar., 2012)). Imaju¢i to u vidu, kao i to da je
prisustvo rastvorene lekovite supstance jedan od glavnih preduslova za ostvarivanje farmakoloSkog
efekta takrolimusa u koZi, u okviru priprema za eksperiment prikupljeni su podaci iz literature o
rastvorljivosti takrolimusa u razli¢itim ekscipijensima (Tabela 4-1). Dodatno, odradeno je
ispitivanje rastvorljivosti takrolimusa u ekcipijensima planiranim za razvoj novih nosaca za koje
nisu pronadeni literaturni podaci (Tabela 4-2).

Nasi rezultati ukazuju na to da se teCna masna faza Capry01® 90 istie po tome $to znacajno
bolje rastvara takrolimus od ostalih ispitivanih masnih faza koji se uobicajeno koriste za pripremu
mikroemulzija, nanoemulzija i lipidnih nanogestica. Capryol® 90 je izuzetno atraktivna masna faza
budu¢i da poseduje amfifilne osobine, koje bi potencijalno mogle olakSati razvoj Zeljenih nosaca.
Rastvorljivost takrolimusa najveca je u smesi lecitina i etanola, kao 1 smes$i lecitina 1 izopropanola,
Sto nije iznenaduju¢e s obzirom na njegovu dobru rastvorljivost u kratkolancanim alkoholima.
Dodatak propilenglikola vodenoj fazi omogucilo je bolje rastvaranje takrolimusa.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima sli¢nih studija i rastvorljivost takrolimusa je
unutar o¢ekivanih parametara (Borhade i sar., 2009; Patel i sar., 2013; Yamanaka i sar., 2014).
Dodatno, ovi rezultati su od znaCaja za dalji tok studije jer ukazuju na moguénost postizanja
Zeljenih terapijskih koncentracija takrolimusa u nosa¢ima (0,03 - 0,1 % m/m).
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Tabela 4-1 Literaturni pregled rastvorljivosti takrolimusa (Borhade i sar., 2009; Patel i sar., 2013;
Yamanaka i sar., 2014).

Komercijalni naziv Hemijski sastav Rastvorljivost
Masna faza
2-oktildodekanol 2-Oktil-1-dodekanol 0,6 % w/w
Cetilkaprilat Heksadeciloktanoat 0,1 % w/w
Deciloleat Decil-9-oktadecenoat 0,1 % w/w
Dietilsebacat Dietil dekandioat 5,0 % w/w
Diizopropiladipat Di-(1-Metiletil) heksandioat 6,0 % w/w
Etil-oleat Etil 9-oktadecenoat 8,51 £ 1,69 mg/g
Heksillaurat Heksildodekanoat 0,2 % w/w
Isopropilpalmitat 1-Metiletil heksadekanoat 0,2 % w/w
Izopropilmiristat 1-Metiletil tetradekanoat 0,75 + 0,86 mg/g
Propilenglikol ~ monolaurat,
tip 1, sadrZzaj monoestara >
Lauroglycol FCC 45 % 28,76 mg/mL
Lipoid MCT Srednjelancani trigiliceridi 2,16 1,11 mg/g
Maisine 35-1 Glicerilmonolinoleat 7,19 mg/mL
Kaprilno/kaprinski
Miglyol 812 trigliceridi 2,10 £ 0,56 mg/g
Oleilalkohol Cis-9-octadecen-1-ol 2,7 % wiw
Oleiloleat 9-oktadecenil-9-oktadecenoat <0,05 % w/w
Kikirikijevo ulje Dugolanc¢ani trigliceridi 0,76 mg/mL
Sojino ulje Dugolancani trigliceridi 1,39 £ 0,59 mg/g
Ulje semena pamuka Dugolanc¢ani trigliceridi 1,49 mg/mL
Surfaktanti i kosurfaktanti
Polietilenglikol-40
hidrogenizovano ricinusovo
Cremophore RH ulje 20,38 mg/mL
Gelucine 50/13 Stearoil polioksigliceridi 5,35 mg/mL
Tetrahidrofurfuril alkohol
Glikofurol polietilenglikol etar 22,48 £ 1,02 mg/g
Labrafil M2130 Lauroil polioksil-6 gliceridi 6,34 mg/mL
Labrasol Polietilenglikol-8 9,63 £0,82 mg/g
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kaprilno/kaprinski gliceridi

Lutrol F 68 (10% rastvor)

Polietilen-propilenglikol

kopolimer

13,45+ 1,21 mg/g

MYS-40 (10% rastvor)

Polioksil 40 stearat

11,35 £ 0,96 mg/g

Fosfatidilholin rastvoren u
nosacu zasnovanom na
kaprilno/kaprinskim
trigliceridima, alkoholu,

glicerilstearatu, oleinskoj

Phosal 53 MCT kiselini i askorbil palmitatu 4,1 mg/mL

Fosfatidilholin rastvoren u

alkoholu, ulju Safranike,

glicerilstearatu, kokosovom
Phosal 75 SA ulju i askorbil palmitatu 6,25 mg/mL
Polietilenglikol 200 Polietilenglikol 200 35,66 + 3,79 mg/g
Polietilenglikol 300 Polietilenglikol 300 32,89 £4,39 mg/g
Polietilenglikol 400 Polietilenglikol 400 39,52 + 4,64 mg/g
Propilenglikol Propan-1,2-diol 37,88 £4,21 mg/g

Solutol HS 15

Polietilenglikol-660-12

hidroksistearat

9,60 = 0,89 mg/g

Polioksietilen-20-sorbitan

Tween 20 monolaurat 12,76 + 1,04 mg/g
Polioksietilen-20-sorbitan
Tween 80 monooleat 14,45 £ 2,19 mg/g

Vodena faza

5 % rastvor glukoze

5,90 £2,53 ug/mL

Fiziolos$ki rastvor

0,9 % rastvor natrijumhlorida

5,20 £4,46 ug/mL

Fosfatni pufer pH 7,4

7,17 £2,32 ng/mL
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Tabela 4-2 Rezultati eksperimentalnog odredivanja rastvorljivosti takrolimusa u odabranim
ekscipijensima.

Ekscipijens Rastvorljivost (mg/mL)
Etanol:Lecitin (1:1) 107,41 7,17
Izopropanol: Lecitin (1:1) 169,97 +13,30
Voda:propilenglikol (1:1) 0,17 =0,02

Saboderm TCC (kaprilno-kaprinski trigliceridi) 3,70 =0,18

Capryol® 90 (propilenglikol monokaprilat) 63,49 *6,08

4.1.2 Konstruisanje pseudoternarnih faznih dijagrama

Jedan od glavnih fokusa ove faze istraZivanja bio je konstruisanje pseudoternarnih faznih
dijagrama koriS¢enjem lecitina kao bezbednog, biokompatibilnog i biodegradabilnog surfaktanta sa
ciljem definisanja nastanaka mikroemulzionih oblasti u prisustvu razli¢itth masenih udela
koriS¢enih ekscipijenasa. Pseudoternarni fazni dijagrami su graficko predstavljanje nastajanja
odgovarajuc¢ih sistema kao Sto su mikroemulzije u zavisnosti od razli¢itog masenog ili
zapreminskog udela masne faze, vodene faze i surfaktanta, pri cemu je maksimalni udeo svake od
ovih faza prikazan kao ugao jednakostrani¢nog trougla (Lawrence i Rees, 2000). Kako bi se dobile
stabilne mikroemulzije koriS¢enjem lecitina ¢esto je neophodno dodavanje kosurfaktanata, koji se
mogu inkorprirati u medupovrSinski film, Cime se postiZe smanjenje njegove rigidnosti i
omogucava nastanak razli¢itih tipova mikroemulzija (Gosenca i sar., 2013; Hoppel i sar., 2014).
Dodavanje kosurfaktanata se najceS¢e vrsi u sklopu surfaktanta, pri ¢emu je ugao na grafickom
prikazu obeleZzen kao 100 % smeSe surfaktanta i kosurfaktanta u odgovaraju¢em odnosu, ali je
takode moguée dodavati kosurfaktante u sklopu masne ili vodene faze. Variranje masne faze,
kosurfaktanata, kao i istovremeno inkorporiranje razli¢itih kosurfaktanata moze znacajno uticati na
mogucénost nastajanja mikroemulzionih oblasti u ve¢em opsegu masenih udela ekscipijenasa, Sto se
odrazava ve¢om povrSinom mikroemulzionog regiona na pseudoternarnom faznom dijagramu.

Imajuci u vidu literaturne 1 eksperimentalne rezultate studije rastvorljivosti takrolimusa, kao
masna faza izabran je propilenglikol monokaprilat - Capryol® 90. Dodatno, kako bi se §to bolje
ispitao proces nastanka mikroemulzija u zavisnosti od strukture ekscipijenasa, odluceno je
sprovodenje komparativnog ispitivanja nastanka mikroemulzija koris¢enjem i masne faze iz grupe
srednjelanCanih triglicerida - Saboderm TCC. Kao primarni kosurfaktanti koriS¢eni su etanol,
izopropanol ili propilenglikol, a takode je ispitan efekat dodatka sekundarnog kosurfaktanta -
propilenglikola u sklopu vodene faze. Iskljucivo stabilni uzorci koji su tecni 1 transparentni (Slika
4-1, levo) su posmatrani pod polarizacionim mikroskopom i oznaceni kao mikroemulzije ukoliko su
bili izotropni. Opalescentni i mutni uzorci (Slika 4-1 sredina i1 desno) ne predstavljaju
mikroemulzije i nisu oznaceni na pseudoternarnim faznim dijagramima.
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Slika 4-1. Transparentni (mikroemulzija), opalescentni i mutni uzorci dobijeni pri konstruisanju
pseudoternarnih faznih dijagrama.

4.1.2.1 Ispitivanje uticaja kosurfaktanata

Generalno, kosurfaktanti se koriste u cilju menjanja kriticnog parametra pakovanja
surfaktanata, Sto se postize bilo njihovim inkorporiranjem u vodenu fazu, Cine¢i je manje
hidrofilnom i/ili inkorporiranjem u medupovrSinski film (Aboofazeli i sar., 1995; Hoppel i sar.,
2014). U slucaju primene lecitina kao surfkatanta, koji ima tendenciju formiranja relativno rigidnih
medupovrSinskih filmova, od izuzetne je vaznosti inkorporiranje kosurfaktanata u medupovrSinski
film ¢ime se povecava njegova fleksibilnost i modifikuje kriti€ni parametar pakovanja lecitina, Sto
moze rezultovati u nastanku mikroemulzija (Gosenca i sar., 2013; Hoppel i sar., 2014).

Najmanje mikroemulzione oblasti na pseudoternarnim faznim dijagramima dobijene su
koris¢enjem propilenglikola kao jedinog kosurfaktanta (Slika 4-2 i Slika 4-3, desno). Jedan od
razloga tome je intenzivno formiranje transparentnih ili turbidnih gelova u regionima faznog
dijagrama sa visokim udelom smeSe surfaktanta i kosurfaktanta. To se moze objasniti prisustvom
dve hidroksilne grupe u strukturi propilenglikola koje omoguéavaju intenzivno gradenje vodoni¢nih
veza 1 umrezZavanje sa molekulima lecitina i masne faze usled ¢ega moze do¢i do nastanka gel
strukture. S druge strane, uzorci koji su sadrzali niZe udele surfaktanta i kosurfaktanta su bili mutni 1
nestabilni (vizuelno razdvajanje faza tokom 24 h).

Zamena propilenglikola etanolom kao primarnim kosurfaktantom dovela je do povecanja
mikroemulzione oblasti, dok je primena izopropanola rezultovala prisustvom najvecih
mikroemulzionih regiona na faznim dijagramima. Imajuci u vidu da etanol 1 izopropanol sadrze po
jednu alkoholnu grupu, razlika izmedu sposobnosti formiranja mikroemulzija izmedu ova dva
kosurfaktanta moZe se objasniti duZinom ugljovodoni¢nog lanca. Budu¢i da izopropanol ima duzi
ugljovodonicni lanac, dobijeni rezultati ukazuju na to da se on lakSe inkorporira na medupovrsini
ulje/voda, omogucava bolju interpenetraciju ugljovodoni¢nih lanaca lecitina i masne faze ¢ime se
intenzivnije smanjuje rigidnost medupovrsinskog filma i time omoguc¢ava nastajanje mikroemulzija
u veCem opsegu masenih udela komponenata, Sto finalno rezultuje u veéim povrSinama
mikroemulzionog regiona na faznim dijagramima (Aboofazeli i Lawrence, 1993; Ruth i sar., 1995).
Ovo je dodatno potvrdeno rezultatima EPR studije, videti poglavlje 4.3.1.5.
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Slika 4-2 Pseudoternarni fazni dijagrami sa oznacenim mikroemulzionim regionima (ME) dobijeni postepenim dodavanjem visokoprecis¢ene vode (V)
sistemu lecitin-kosurfaktant/ulje, koriS¢enjem kaprilno kaprinskih triglicerida (Saboderm TCC, SAB) kao masne faze.
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Slika 4-3 Pseudoternarni fazni dijagrami sa oznacenim mikroemulzionim regionima (ME) dobijeni postepenim dodavanjem visokoprecis¢ene vode (V)
sistemu lecitin-kosurfaktant/ulje, kori$¢enjem propilenglikol monokaprilata (Capryol® 90, CAP) kao masne faze.
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Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima ispitivanja sprovedenih od strane drugih
istrazivackih grupa, koje su koristile drugacije masne faze i surfaktante. Aboofazeli i saradnici
(1994) su ispitivali mogucnost nastanka fosfolipidnih mikroemulzija koriS¢enjem izopropilmiristata
kao masne faze i razli¢itih kosurfaktanata iz grupe karboksilnih kiselina, amina, alkohola,
alkandiola 1 polietilenglikol alkiletra. Razlike u povr§inama mikroemulzionih regiona i generalno
sposobnosti formiranja mikroemulzija koriS¢enjem ovih kosurfaktanata autori su objasnili
razli¢itom distribucijom kosurfaktanata u vodenoj fazi, masnoj fazi i medupovrSinskom filmu, kao i
razli¢itim uticajem kosurfaktanta na kriticni parametar pakovanja lecitina. Hidrofilni kosurfaktanti,
koji se lako rastvaraju u vodi, se obi¢no primarno distribuiraju u vodenu fazu 1 polarnim regionima
medupovrSinskog filma ¢ime se smanjuje kritini parametar pakovanja lecitina i omogucava
nastanak mikroemulzija. Nasuprot tome, hidrofobni kosurfaktanti, koji se lako rastvaraju u uljima,
se dominantno distribuiraju u masnu fazu i lipofilnim regionima medupovrSinskog filma,
povecavajudi kriti¢ni parametar pakovanja lecitina. Rezultati ispitivanja su pokazali da je poZeljno
koris¢enje kosurfaktanta sa duzim ugljovodoni¢nim lancem tako da se on distribuira u
medupovrsinski film, ali ugljovodoni¢ni lanac ne sme biti previSe dugacak, jer tako ne bi doveo do
narusavanja rigidnog medupovrSinskog monosloja koji lecitin formira. Dodatno, neophodno je i da
veli€ina polarne grupe bude takva da efikasno smanji kriti¢ni parametar pakovanja lecitina. Autori
su zakljucili da koriS¢enje kratkolan¢anih kosurfaktanata sa velikom polarnom grupom ima najveci
potencijal za formiranje mikroemulzija stabilizovanih lecitinom, ali je predvidanje faznog
ponasanja sistema komplikovano, jer dodatno zavisi od odabira masne faze. Shodno tome, Ruth i
saradnici (1995) su poredili efekat etanola i butanola kao kosurfaktanata u mikroemulzijama koje
sadrze izopropilmiristat, lecitin i vodu. Oni su uocili to da je koliCina kosurfaktanta potrebna za
dobijanje mikroemulzija mnogo veca kada je koris¢en etanol u poredenju sa butanolom. Razlog
tome je razliCita distribucija ovih alkohola izmedu medupovrSine ulje/voda i vodene faze, koja
zavisi od njihove hidrofilnosti Naime, etanol, kao hidrofilniji alkohol, ima niZi koeficijent
distribucije izmedu ovih faza od butanola, te je stoga potrebno upotrebiti vece koli¢ine ovog
alkohola kako bi se ispoljio sli¢an efekat na fleksibilnost medupovrSinskog filma kao kada se koristi
butanol. El Maghraby (2008) i saradnici su ispitivali moguc¢nost dobijanja mikroemulzija
koriS¢enjem polisorbata 80 kao surfaktanta, eukaliptusovog ulja kao masne faze 1 razlicitih
kratkolancanih alkohola. Rezultati njihove studije su takode pokazali da povecanjem
ugljovodoni¢nog lanca od etanola ka izopropanolu dovodi do povecanja mikroemulzionog regiona
na pseudoternarnim faznim dijagramima. Nasuprot tome, povecanjem broja hidroksilnih grupa,
odnosno zamenom izopropanola propilenglikolom, dolazi do smanjenja mikroemulzionog regiona,
dok primenom glicerola uopsSte nije bilo moguce formirati mikroemulzije, odnosno uoceno je
potpuno odsustvo mikroemulzionog regiona sa faznog dijagrama.

Uticaj primene kratkolancanih alkohola kao kosurfaktanata u mikroemulzijama ispitivali su i
Gowala 1 saradnici (2020) Za razliku od prethodno navedenih studija, oni su uo€ili progresivnu
ekspanziju =~ mikroemulzione  oblasti  sistema  n-butilacetat/a-tokoferil  polietilenglikol
sukcinat/alkohol/voda kada je kao kosurfaktant kori§¢en etanol u proedenju sa n-propanolom i n-
butanolom, §to ukazuje na povecanu solubilizaciju koriS¢enog ulja skracenjem ugljovodoni¢nog
lanca alkohola. Naime, zakljueno je da etanol moZe da dovede do dehidratacije molekula
surfaktanta, to jest da istisne molekule vode iz polietilenoksidnih jedinica u surfaktantu,éime se
omogucava bolja penetracija surfaktanta u uljane kapi. Ipak, treba naglasiti da je u ovom
istrazivanju koriS¢ena manje lipofilna masna faza (butilacetat) u poredenju sa uljima koriS¢enim u
prethodno navedenim studijama (izopropilmiristat, ulje eukaliptusa), Sto moZe biti uzrok razliCite
efikasnosti ispitivanih kratkolan¢anih alkohola.

Kako bi se ispitala mogucnost proSirenja mikroemulzionih oblasti na pseudoternarnim faznim
dijagramima i inkorporacija Sto vece koli¢ine vode u mikroemulzijama, u ovoj doktorkoj disertaciji
je ispitan 1 efekat primene sekundarnog kosurfaktanta - propilenglikola - dodavanog u sklopu
vodene faze, dok je kao primarni kosurfaktant koriS¢en etanol ili izopropanol. Primena
propilenglikola kao sekundarnog kosurfaktanta jeste prividno povecala mikroemulzioni region na
pseudoternarnim faznim dijagramima (Slika 4-4), medutim, maksimalna koli¢ina vode koja je
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mogla biti inkorporirana u mikroemulzijama nije povecana, odnosno nije bilo moguce dobiti
visokodilutabilne mikroemulzije. Naime, u slucaju faznih dijagrama bez prisustva sekundarnog
kosurfaktanta, do 40 % vode je moglo biti inkorporirano kada je koriS¢en etanol, odnosno do 65 %
vode je moglo biti inkorporirano kada je koris¢en izopropanol kao kosurfaktant. Medutim, na
faznim dijagramima u kojima je koriS¢en propilenglikol kao sekundarni kosurfaktant u sklopu
vodene faze, samo je 38,5 % vode (etanol kao primarni kosurfaktant) odnosno 43% vode
(izopropanol kao primarni kosurfaktant) moglo biti inkorporirano.
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Slika 4-4 Pseudoternarni fazni dijagrami sa oznacenim mikroemulzionim regionima (ME) dobijeni

postepenim dodavanjem smeSe visokopreciS¢ene vode i propilenglikola (1:1, VPG) sistemu lecitin-
kosurfaktant/ulje, kori$¢enjem propilenglikol monokaprilata (Capryol® 90, CAP) kao masne faze.

4.1.2.2 Ispitivanje uticaja masne faze

Komparacijom povrSina mikroemulzionih oblasti na pseudoternarnim faznim dijagramima
dobijenim koriS¢enjem razli¢itih masnih faza (propilenglikol monokaprilata - Capry01® 90 1
kaprilnokaprinskih triglicerida - Saboderm TCC), moZe se uociti da odabir masne faze takode
ispoljava znacajan efekat na mogucnost dobijanja mikroemulzija. Kao §to je i o¢ekivano, Capry01®
90, usled prisustva samo jednog srednjelan¢anog ugljovodoni¢nog lanca u svojoj strukturi i time
manjoj voluminoznosti lipofilnog dela molekula, mozZe bolje da interaguje sa ugljovodoni¢nim
lancima unutar lecitina Cime se obezbeduje formiranje mikroemulzija sa manjim udelom
surfaktanta-kosurfaktanta. S druge strane, prisustvo tri srednjelan¢ana ugljovodoni¢na lanca u
strukturi Saboderm TCC znacajno povecava voluminoznost lipofilnog dela molekula u poredenju sa
masnom fazom Capryol® 90. Ovo je posebno izrazeno kada je koris¢en propilenglikol ili etanol kao
kosurfaktant, dok je primena izopropanola umanjila ovu razliku izmedu masnih faza.

4.1.2.3 Kombinovani efekat uticaja kosurfaktanta i masne faze

Na faznom dijagramu dobijenom koris¢enjem kaprilno-kaprinskih triglicerida kao masne faze
1 etanola kao kosurfaktanta (Slika 4-2, levo) moZe se uociti to da su dva mikroemulziona regiona
razdvojena nemikroemulzionim sistemom u kojem su uzorci ispoljavali izrazitu opalescenciju
(Slika 4-1, sredina). Dodatnom analizom ovih uzoraka na polarizacionom mikroskopu uoceno je
prisustvo takozvanih malteSkih krstova (Slika 4-5) koji mogu ukazivati na prisustvo lamelarne
teCno-kristalne faze (Gosenca 1 sar., 2013; Miiller-Goymann, 2004). Interesantno, zamenom etanola
izopropanolom ili kori¢enjem Capryol® 90 umesto Saboderm TCC masne faze, nije uo&eno
nastajanje tec¢no-kristalne faze u ovim regionima, ve¢ se formiraju stabilne, transparentne i
izotropne mikroemulzije. Ovo se moze objasniti kombinovanim efektom odabira kosurfaktanta i
masne faze, pri cemu Saboderm TCC, usled prisustva tri srednjelan¢ana ugljovodoni¢na lanca u
svojoj strukturi, ima ve¢u voluminoznost hidrofobnog dela molekula i vecu lipofilnost u poredenju
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sa Capryol® 90, te stoga zahteva upotrebu lipofilnijeg kosurfaktanta koji moZe omoguciti bolju
interpenetraciju lipofilnih ugljovodoni¢nih lanaca izmedu masne faze i surfaktanta. S druge strane,
Capry01® 90 sadrzi jedan srednjelancani ugljovodoni¢ni lanac koji, usled manje voluminoznosti,
lakSe interaguje sa molekulima surfaktanta. Kako je cilj konstruisanja pseudoternarnih faznih
dijagrama bio definisanje mikroemulzionih oblasti, nije nastavljeno sa dodatnim ispitivanjima
te¢no-kristalnih sistema.

Slika 4-5 Primer uocenih malteskih krstova pri analzi opalescentnog uzorka pod polarizacionim
mikroskopom.

4.1.3 Odredivanje tipa mikroemulzija

Kao §to je ranije pomenuto, postoje tri osnovna tipa mikroemulzija: U/V mikroemulzije, u
kojima su uljane kapi homogeno dispergovane u spoljasnjoj vodenoj fazi, V/U mikroemulzije, kod
kojih su vodene kapi dispergovane u spoljasSnjoj uljanoj fazi, i bikontinuirane mikroemulzije, koje
sadrze uljane i vodene regione koji se medusobno smenjuju (Lawrence i Rees, 2000). Tokom
izdrade presudoternarnih faznih dijagrama, svi uzorci koji su bili te¢ni, transparentni i izotropni
oznaceni su kao mikroemulzije, medutim, koji tip mikroemulzije je obrazovan moZe se samo
pretpostaviti na osnovu masenog odnosa vodene i masne faze. U regionima pseudoternarnih faznih
dijagrama sa ve¢im udelom vode dolazi do formiranja U/V mikroemulzija, u regionima koji sadrze
veci maseni udeo masne faze moZze se ocekivati nastajanje V/U mikroemulzija, dok regioni koji
sadrze priblizno isti maseni odnos vodene i masne faze najverovatnije formiraju bikontinualne
mikroemulzije (Lawrence i1 Rees, 2000). Kako bi se unutrasnja struktura mikroemulzija preciznije
odredila i1 potvrdila, koriS¢ene su metode odredivanja provodljivosti sistema surfaktant-
kosurfaktant/ulje tokom razblazivanja vodenom fazom, kao i DSC tehnika, pri ¢emu su odabrani
uzorci snimani tokom hladenja kako bi se pratila promena fizickog stanja inkorporirane vode
(Podlogar 1 sar., 2004; Todosijevi¢ i sar., 2014). Imajuci u vidu vec¢e mikroemulzione regione na
faznim dijagramima dobijene koris¢enjem ulja Capryol® 90, kao i to da se takrolimus mnogo bolje
rastvara u tom ulju u poredenju sa masnom fazom Saboderm TCC, odredivanje tipa provodljivosti
mikroemulzija sprovedeno je samo u uzorcima sa Capryol® 90 kao masnom fazom. Dodatno, usled
relativno male povrSine mikroemulzionog regiona koriS¢enjem propilenglikola kao primarnog
kosurfaktanta, ovi uzorci nisu dodatno podvrgnuti odredivanju tipa mikroemulzija.
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4.1.3.1 Pracenje provodljivosti tokom razblaZivanja sistema surfaktant-kosurfaktant/ulje

U literaturi je opisana pojava perkolacionog fenomena prilikom razblazivanja sistema
surfaktant-kosurfaktant/masna faza vodenom fazom (Klossek 1 sar., 2013; Podlogar 1 sar., 2004;
Tartaro i sar., 2020). Naime, u regionima sa malim masenim udelom vode (®,,) moZe se uociti vrlo
niska elektri¢na provodljivost (< 10 puS/cm), koja ukazuje na prisustvo V/U mikroemulzija, kod
kojih su vodene kapi okruzene surfaktantom i razdvojene masnom fazom, koja se ponaSa kao
izolator i spre¢ava provodljivost jona. Daljim uvodenjem vodene faze u sistem dolazi do formiranja
kriticne gustine vodenih kapi zbog koje dolazi do intenzivnog privla¢enja izmedu njih,
medupovezivanja i formiranja vodenih kanala i klastera, usled kog dolazi do linearnog i naglog
porasta u provodljivosti. Ovaj nagli porast provodljivosti posledica je prenoSenja naelektrisanja kroz
formirane vodene klastere koji interaguju sa polarnim glavama lecitina. Koli¢ina vode potrebna da
bi pocelo formiranje klastera oznaCava se kao tacka perkolacionog praga (engl. percolation
threshold point, ®;). Sa daljim porastom broja klastera dolazi do daljeg linearnog porasta
provodljivosti sve do tacke @, gde je postignuta maksimalna provodljivost sistema. Bikontinuirane
mikroemulzije se mogu ocekivati u rasponu masenog udela vode od @, do ®,,. Tacka @, oznacava
se 1 kao tacka inverzije faza, nakon koje provodljivost postaje konstantna ili ¢ak i opada, usled
razblaZivanja koli¢ine elektrolita u sistemu. U formulacijama koje sadrZze maseni udeo vode ve¢i od
®,, moze se oCekivati formiranje U/V mikroemulzija.

Na osnovu analize pseudoternarnih faznih dijagrama, a sa ciljem inkorporiranja Sto vece
koli¢ine vodene faze uz $to manji maseni udeo smese surfaktant-kosurfaktant kako bi se smanjio
rizik od ispoljavanja iritacije koze usled primene formulacije, odabrane su sledece linije razblaZzenja
u pseudoternarnim faznim dijagramima koje su koriS€ene u ispitivanju strukture uzoraka
mikroemulzija:

« Lecitin-etanol/Capryol® 90/voda (Slika 4-3, levo)
oodnos surfaktant-kosurfaktant/masna faza = 7:3

« Lecitin-izopropanol/Capryol® 90/voda (Slika 4-3, sredina)
oodnos surfaktant-kosurfaktant/masna faza = 7:3
oodnos surfaktant-kosurfaktant/masna faza = 8:2

« Lecitin-etanol/Capryol® 90/voda-propilenglikol (Slika 4-4 levo)
oodnos surfaktant-kosurfaktant/masna faza = 7:3

« Lecitin-izopropanol/Capryol® 90/voda-propilenglikol (Slika 4-4 desno)
oodnos surfaktant-kosurfaktant/masna faza = 7:3

Imaju¢i u vidu to da dodavanje soli/elektrolita moze da dovede do narusavanja stabilnosti
mikroemulzija i/ili promene u njihovoj strukturi, kao i to da analizirani sistemi sadrZe dovoljnu
koli¢inu negativno naelektrisanih fosfolipida i drugih necisto¢a iz lecitina koje omogucavaju
dovoljno naelektrisanje za odredivanje provodljivosti, odlu¢eno je da se studija provodljivosti
sprovede bez eksternog dodavanja elektrolita. VisokopreciS¢ena voda ili smeSa visokopreciS¢ene
vode 1 propilenglikola u odnosu 1:1 dodavane su postepeno sve do naruSavanja mikroemulzionog
sistema i formiranja opalescentnog ili turbidnog sistema.

Rezultati studije provodljivosti prikazani su na slici Slika 4-6. Svi sistemi sa izopropanolom
kao primarnim kosurfaktantom ispoljavaju perkolacioni fenomen. Naime, u regionima sa malim
sadrzajem vode ili smeSe vode 1 propilenglikola (®y, ®yp, < 5 %) moZe se uociti niska elektriCna
provodljivost (~ 5—15 uS/cm), koja ukazuje na prisustvo V/U mikroemulzija, u kojima su vodene
kapi razdvojene uljanom fazom koja sprecava provodljivost naelektrisanja. Dalje dodavanje vode
nakon tacke perkolacionog praga (®y, ®yps ~ 5 %) dovodi do formiranja kriti¢ne gustine vodenih
kapi usled koje dolazi do njihovog medupovezivanja i formiranja vodenih klastera (bikontinuirane
mikroemulzije) kroz koje se omogucava lakSe provodenje naelektrisanja, te se moze uociti nagli i
linearni porast provodljivosti sa dodatkom vodene faze (Klossek 1 sar., 2013; Tartaro 1 sar., 2020).
Poredenjem provodljivosti sistema lecitin-izopropanol/Capryol® 90/voda sa razli¢itim udelom
surfaktant-kosurfaktant/ulje (7:3 i 8:2, Slika 4-6, levo), moZe se uociti da sistem sa ve¢im sadrZzajem
lecitina ispoljava visu provodljivost usled vece koncentracije negativno naelektrisanih fosfolipida i
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naelektrisanih necisto¢a prisutnih u lecitinu. Takode, maksimalna provodljivost ovog sistema
postignuta je pri @y, ~ 45 %, nakon ¢ega provodljivost stagnira i postepeno opada, Sto se moZe
pripisati promeni tipa mikroemulzija iz bikontinuiranih u U/V mikoremulzije, gde razblaZivanje
naelektrisanja visokoprec¢is¢enom vodom dovodi do smanjenja u provodljivosti sistema. S druge
strane, maksimalna provodljivost sistema sa manjim sadrZajem lecitina i izopropanola (7:3)
postignuta je pri @y, ~ 40 %, nakon ¢ega dolazi do destabilizacije mikroemulzionog sistema.

Analizom rezultata provodljivosti dobijenih koriS¢enjem etanola kao primarnog surfaktanta u
poredenju sa izopropanolom, moZe se primetiti to da je provodljivost neSto viSa u regionima sa
malim sadrZajem vode ili smeSe vode i propilenglikola, kao i to da se ne moZe uociti pojava
perkolacionog fenomena, jer je provodljivost sistema lecitin-etanol/Capryol® 90 relativno visoka (>
20 puS/cm) 1 bez dodatka vodene faze, te pri malom dodatku vodene faze odmah dolazi do naglog 1
linearnog porasta provodljivosti. Odsustvo perkolacionog fenomena moZe se objasniti time $to je u
eksperimentima kori§¢en 96 % etanol, koji se uobicajeno koristi kao ekcipijens u formulacijama za
primenu na koZi. Rezidualna koli¢ina vode prisutna u 96 % etanolu moZe biti dovoljna za
formiranje V/U mikroemulzija i bez eksternog dodavanja vode. Daljim, eksternim dodavanjem
vode moZze odmah do¢i do formiranja bikontinuiranih mikroemulzija, sve do ®y, ~ 35 %, nakon
¢ega dolazi do destabilizacije mikroemulzionog sistema. Za razliku od izopropanola, koriS¢enje
etanola kao jedinog kosurfaktanta nije omogucilo formiranje U/V mikroemulzija ¢ak ni pri viSim
masenim odnosima surfaktant-kosurfaktant/ulje.
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Slika 4-6 Provodljivost uzoraka mikroemulzija dobijenih postepenim razblazivanjem sistema
surfaktant-kosurfaktant/ulje visokopreciS¢enom vodom (levo) ili smeSom visokopreciSéene vode i
propilenglikola (1:1). Maseni odnos surfaktant-kosurfaktant/ulje prikazan je u legendi (7:3 ili 8:2).

Upotreba propilenglikola kao sekundarnog kosurfaktanta omogucila je formiranje U/V
mikroemulzija ¢ak 1 u sistemima kod kojih je etanol koriS¢en kao primarni kosurfaktant, dok je
nastanak U/V mikroemulzija u kombinaiji sa izopropanolom omoguceno pri nizem sadrzaju vode u
poredenju sa sistemima bez propilenglikola kao sekundarnog kosurfaktanta. Naime, razblaZivanje
sistema  lecitin-izopropanol/Capryol® 90 (odnos surfaktant-kosurfaktant/ulie 7:3) smeSom
visokopreciS¢ene vode i propilenglikola (Slika 4-6, desno) moze se uoc€iti maksimalna provodljivost
pri Qype ~ 55 %, Sto odgovara masenom udelu vode od 27,5 %, nakon Cega dolazi do promene
strukture mikroemulzije iz bikontinuirane u U/V mikroemulziju. Slicno se moZe uociti 1 pri
razblaZivanju sistema lecitin-etanol/Capryol® 90 (odnos surfaktant-kosurfaktant/ulje 7:3) smeSom
visokopreciScene vode i propilenglikola, kod kog se maksimalna provodljivost postize pri @ype ~ 45
%, Sto odgovara sadrzaju vode od 22,5 %.
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4.1.3.2 DSC analiza mikroemulzionih formulacija tokom hladenja

Na osnovu rezultata studije provodljivosti, odabrane su odredene formulacije oznacene na
slici Slika 4-6 Cija ¢e struktura dodatno biti analizirana primenom DSC tehnike, kao metode
termalne analize, kojom se moze ispitati stanje vode u formulacijama pra¢enjem njenog
zamrzavanja (Podlogar i sar., 2004; Todosijevi¢ i sar., 2014). Naime, u dispergovanim sistemima
voda se moZe nalaziti u najmanje dva razliita stanja: kao slobodna ("bulk") voda, ili kao vezana
(unutra$nja, medupovrsinska) voda. Slobodna voda ispoljava sli¢ne fizickohemijske osobine kao
Cista voda, te se tacka smrzavanja oCekuje na temperaturi od oko 0°C (Garti i sar., 2000), ili joS$
nizim temperaturama (- 17°C) u slucaju koriS¢enja visokoprecis¢ene vode (Podlogar i sar., 2004),
koja usled odsustva centara kristalizacije mozZe postojati u tenom stanju i na temperaturama ispod
0°C (superohladena voda). Medutim, kompleksne formulacije Cesto sadrze razlicite ekscipijense,
kao Sto su alkoholi, surfaktanti i druge komponente koje u odredenom stepenu mogu da interaguju
sa molekulima slobodne vode 1 na taj nacin utiCu na tacku smrzavanja vode, koja moZe biti
pomerena ka niZim temperaturama (Podlogar i sar., 2004). S druge strane, vezana voda ima tacku
smrzavanja na dosta niZim temperaturama, ili u nekim slu€ajevima uopSte nije moguce uociti
smrzavanja vode (Goebel i sar., 2011; Podlogar i sar., 2004; Todosijevi¢ i sar., 2014). DSC tehnika
omogucava dobijanje informacija o temperaturi i entalpiji zamrzavanja vode u formulacijama, te se
pracenjem povrSine i polozaja pikova na DSC termogramima hladenja formulacija sa razliCitim
sadrZzajem vode moZe pretpostaviti da li se voda nalazi u slobodnom ili vezanom stanju, ¢ime se
indirektno moZe proceniti unutras$nja struktura mikroemulzija.

DSC krive hladenja formulacija odabranih u studiji provodljivosti prikazane su na slici Slika
4-7, dok je detaljni sadrZaj ovih formulacija prikazan u tabeli Error! Not a valid bookmark self-
reference.. Vazno je napomenuti da DSC krive hladenja sistema surfaktant-kosurfaktant/masna
faza bez dodatka vodene faze ne ispoljavaju bilo kakve termalne promene. Stoga, sasvim je izvesno
da egzotermni pik koji se moZe uociti analzom formulacija ECV 35, ICV 35, ICV 8 351 ICV 60
potice od zamrzavanja vodene faze. Termodinamicki parametri dobijenih pikova prikazani su u
tabeli Tabela 4-4. Pik smrzavanja vodene faze u formulaciji ECV 35 postignut je pri temperaturi od
-44,00°C, dok su pikovi smrzavanja vodene faze u formulacijama ICV 35 i ICV 8 35 skoro
identi¢ni i nalaze se na -51,55°C, odnosno -51,33°C, S§to ne iznenaduje imajuéi u vidu da se ove dve
formulacije razlikuju samo po odnosu surfaktant-kosurfaktant/masna faza 1 za obe je
pretpostavljena bikontinuirana struktura u studijama provodljivosti. Ipak, s obzirom na to da ICV 8
35 sadrZi znacajno vec¢i maseni udeo lecitina i izopropanola (Tabela 4-3) bilo je znacajno proveriti i
uporediti termalno ponaSanje vodene faze u ovim formulacijama. Smrzavanje vodene faze na ovako
niskim temperaturama ukazuje na jaku interakciju molekula vode sa surfaktantom i
kosurfaktantima, te se stoga mozZe zakljuciti da se ona nalazi u vezanom stanju, $§to dodatno
potvrduje bikontinuiranu strukturu ovih mikroemulzija. NiZa temperatura smrzavanja vodene faze
kada je koriS¢en izopropanol kao kosurfaktant ukazuje na jacu interakciju molekula vode sa
izopropanolom u poredenju sa etanolom. Termalnom analizom formulacije ICV 60, mozZe se uociti
oStar egzotermni pik smrzavanja vode na relativno viSoj temperaturi (-25.86°C) u poredenju sa
prethodno pomenutim formulacijama sa manjim sadrzajem vode. Imajuc¢i u vidu to da se pik
smrzavanja visokopreciS¢ene vode moZze ocekivati na oko -17°C (Podlogar i sar., 2004), sasvim je
izvesno da i u ovoj formulaciji postoji slaba, ali nezanemarljiva interakcija molekula vode sa
molekulima surfaktanta 1 kosurfaktanta. Bez obzira na to, ova frakcija vode se moZe smatrati
slobodnom, Sto dalje ukazuje na prisustvo U/V mikroemulzije, Sto je i pretpostavljeno na osnovu
studija provodljivosti.

Interesantno, posmatrajuci rezultate analize formulacija ECV 20 i ICV 20, na DSC
termogramu (Slika 4-7) nije moguce uociti pik smrzavanja vode, Sto moZe ukazivati na to da ove
formulacije poseduju V/U mikrostrukturu iako maseni odnosi masne faze (24 %) i vode (20 %,
Error! Not a valid bookmark self-reference.), kao i rezultati studije provodljivosti ukazuju na to
da one pripadaju bikontinuiranom tipu mikroemulzija. Medutim, odsustvo pika smrzavanja vode
uoceno je 1 kod svih formulacija u kojima je koriS¢ena smeSa propilenglikola 1 vode: ECPG 35 i

53



ICPG 35 koje bi trebalo da poseduju bikontinuiranu strukturu, ECPG 70 i ICPG 70 za koje je
pretpostavljena U/V struktura. To se moZe objasniti relativno velikim sadrzajem etanola,
izopropanola i propilenglikola u poredenju sa sadrZzajem vode, koji ispoljavaju krioprotektivna
svojstva i intenzivno vezuju vodu, sprecavajuci njeno smrzavanje iako se ona moZze nalaziti potpuno
ili delimi¢no u sklopu spoljasnje, kontinuirane faze (Goebel i sar., 2011). Stoga, detaljnije
informacije o unutrasnjoj strukturi ovih sistema nije moguce dobiti korisS¢enjem metode termalne
analize. Ovaj rezultat ukazuje na vaznost komplementarnog pristupa i koriS¢enja razlicitih metoda u
cilju odredivanja unutrasnje strukture mikroemulzija.

Tabela 4-3 SadrZzaj odabranih mikroemulzionih formulacija koriS¢enih u ispitivanju strukture
mikroemulzija primenom DSC tehnike. Pojedine od navedenih formulacija koriS¢ene su u daljim
eksperimentima.

Odnos

surfaktant- ®
Oznaka . . Lecitin Etanol Izopropanol Propilen- Capryol™ Voda

primarni
formulacije (%) (%) (%) glikol (%) 90 (%) (%)

kosurfaktant  /

masna faza
ECV 20 7:3 28 28 - - 24 20
ECV 35 7:3 22,775 22,75 - - 19,5 35
ICV 20 7:3 28 - 28 - 24 20
ICV 35 7:3 22,75 - 22,75 - 19,5 35
ICV 835 8:2 32 - 32 - 16 35
ICV 60 8:2 16 - 16 - 8 60
ECPG 35 7:3 22775 22,75 - 17,5 19,5 17,5
ECPG 70 7:3 10,5 10,5 - 35 9 35
ICPG 35 7:3 22,75 - 22,75 17,5 19,5 17,5
ICPG 70 7:3 10,5 - 10,5 35 9 35
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Slika 4-7 DSC krive hladenja uzoraka mikroemulzija oznacenih na slici Slika 4-6 i u tabeli
DSC krive hladenja formulacija odabranih u studiji provodljivosti prikazane su na slici Slika 4-7,
dok je detaljni sadrzaj ovih formulacija prikazan u tabeli Error! Not a valid bookmark self-
reference.. Vazno je napomenuti da DSC krive hladenja sistema surfaktant-kosurfaktant/masna
faza bez dodatka vodene faze ne ispoljavaju bilo kakve termalne promene. Stoga, sasvim je izvesno
da egzotermni pik koji se moZe uociti analzom formulacija ECV 35, ICV 35, ICV 8 351 ICV 60
potice od zamrzavanja vodene faze. Termodinamicki parametri dobijenih pikova prikazani su u
tabeli Tabela 4-4. Pik smrzavanja vodene faze u formulaciji ECV 35 postignut je pri temperaturi od
-44,00°C, dok su pikovi smrzavanja vodene faze u formulacijama ICV 35 i ICV 8 35 skoro
identi¢ni i nalaze se na -51,55°C, odnosno -51,33°C, Sto ne iznenaduje imajuéi u vidu da se ove dve
formulacije razlikuju samo po odnosu surfaktant-kosurfaktant/masna faza 1 za obe je
pretpostavljena bikontinuirana struktura u studijama provodljivosti. Ipak, s obzirom na to da ICV 8
35 sadrZi znacajno vec¢i maseni udeo lecitina i izopropanola (Tabela 4-3) bilo je znacajno proveriti i
uporediti termalno ponasanje vodene faze u ovim formulacijama. Smrzavanje vodene faze na ovako
niskim temperaturama ukazuje na jaku interakciju molekula vode sa surfaktantom i
kosurfaktantima, te se stoga mozZe zakljuciti da se ona nalazi u vezanom stanju, $§to dodatno
potvrduje bikontinuiranu strukturu ovih mikroemulzija. NiZa temperatura smrzavanja vodene faze
kada je koriS¢en izopropanol kao kosurfaktant ukazuje na jacu interakciju molekula vode sa
izopropanolom u poredenju sa etanolom. Termalnom analizom formulacije ICV 60, mozZe se uociti
oStar egzotermni pik smrzavanja vode na relativno viSoj temperaturi (-25.86°C) u poredenju sa
prethodno pomenutim formulacijama sa manjim sadrzajem vode. Imajuc¢i u vidu to da se pik
smrzavanja visokopreciS¢ene vode moze ocekivati na oko -17°C (Podlogar i sar., 2004), sasvim je
izvesno da i u ovoj formulaciji postoji slaba, ali nezanemarljiva interakcija molekula vode sa
molekulima surfaktanta i kosurfaktanta. Bez obzira na to, ova frakcija vode se moZe smatrati
slobodnom, Sto dalje ukazuje na prisustvo U/V mikroemulzije, Sto je i pretpostavljeno na osnovu
studija provodljivosti.

Interesantno, posmatrajuci rezultate analize formulacija ECV 20 i ICV 20, na DSC
termogramu (Slika 4-7) nije moguce uociti pik smrzavanja vode, Sto moZe ukazivati na to da ove
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formulacije poseduju V/U mikrostrukturu iako maseni odnosi masne faze (24 %) i vode (20 %,
Error! Not a valid bookmark self-reference.), kao i rezultati studije provodljivosti ukazuju na to
da one pripadaju bikontinuiranom tipu mikroemulzija. Medutim, odsustvo pika smrzavanja vode
uoceno je i kod svih formulacija u kojima je koris¢ena smeSa propilenglikola i vode: ECPG 35 i
ICPG 35 koje bi trebalo da poseduju bikontinuiranu strukturu, ECPG 70 i ICPG 70 za koje je
pretpostavljena U/V struktura. To se moZe objasniti relativno velikim sadrzajem etanola,
izopropanola i propilenglikola u poredenju sa sadrZzajem vode, koji ispoljavaju krioprotektivna
svojstva i intenzivno vezuju vodu, sprecavajuci njeno smrzavanje iako se ona moZze nalaziti potpuno
ili delimi¢no u sklopu spoljasnje, kontinuirane faze (Goebel i1 sar., 2011). Stoga, detaljnije
informacije o unutrasnjoj strukturi ovih sistema nije moguce dobiti korisS¢enjem metode termalne
analize. Ovaj rezultat ukazuje na vaznost komplementarnog pristupa i koriS¢enja razlicitih metoda u
cilju odredivanja unutrasnje strukture mikroemulzija.

Tabela 4-3 sa razli¢itim sadriajem vodene faze u sistemima lecitin-etanol/Capryol®

90/visokoprediséena voda, lecitin-izopropanol/ Capryol® 90/visokopretiSéena voda, lecitin-etanol/
Capryol® 90/voda-propilenglikol i lecitin-izopropanol/ Capryol® 90/voda-propilenglikol.

Tabela 4-4 Termodinamicki parametri pika vodene faze prilikom hladenja uzoraka.

Formulacija ECV 35 ICV 35 ICV 8 35 ICV 60
Entalpija (J/g) 3,53 3,22 3,28 9,32
Temperatura — pocetka 4, |4 44,55 48,50 24,58

promene (°C)

Temperatura pika (°C) -44.,00 -51,55 -51,33 -25,86
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4.2  Rezultati i diskusija druge faze ispitivanja

4.2.1 Razvoj nanostrukturiranih lipidnih ¢estica - preliminarni odabir smeSe ¢vrstog i
te¢nog lipida

Imajuéi u vidu rezultate studije rastvorljivosti takrolimusa, koji ukazuju na zadovoljavajucu
rastvorljivost u propilenglikol monokaprilatu (Capryol® 90), kao i moguénost dobijanja
mikroemulzija zasnovanih na lecitinu upravo koris¢enjem ovog ulja, odluc¢eno je da se ista masna
faza koristi kao tecni lipid/ulje u izradi nanostrukturiranih lipidnih Cestica 1 nanoemulzija. Rezultati
preliminarne vizuelne procene meSanja odabranih &vrstih lipida (Dynasan® 114, Dynasan® 118,
Precirol® ATO 5) sa ovim tecnim lipidom u masenim odnosima 6:4, 5:5 i 4:6 ukazali su na to da
jedino primenom Precirol® ATO 5 ne dolazi do odvajanja kapi te¢nog lipida iz lipidnog matriksa u
ispitivanom masenom odnosu, dok je primenom druga dva ¢vrsta lipida bilo moguce vizuelno uociti
izdvojene kapi te¢nog lipida na povrsini &vrste smese. Stoga je Precirol® ATO 5 odabran kao &vrsti
lipid za nastavak ispitivanja, dok su dalje studije sa Dynasan® 114 i Dynasan® 118 obustavljene.

Kako bi se odabrao optimalni maseni odnos ¢vrstog i1 tecnog lipida za izradu
nanostrukturiranih lipidnih Cestica, temperature topljenja odgovaraju¢ih smesa u masenim odnosima
od 9:1 do 2:8 su analizirane primenom DSC tehnike. Naime, dodatkom te¢nog lipida ¢vrstoj masnoj
fazi dolazi do povecanja nesavrSenosti kristalne reSetke. Kao posledica toga, moZe se uociti
smanjenje temperature topljenja odgovarajuc¢e smesSe u poredenju sa temperaturom topljenja samog
¢vrstog lipida (Beloqui 1 sar., 2016; Montenegro 1 sar., 2016; Miiller i sar., 2002). Stoga je DSC
jedna od tehnika koja se Cesto koristi za procenu kristaliniteta masne faze u preformulacionom
razvoju nanostrukturiranih lipidnih Cestica. U cilju Sto boljeg rastvaranja takrolimusa i smanjenja
mogucnosti njegove ekspulzije iz lipidnog matriksa tokom skladistenja, pozeljno je da formulacije
sadrZe Sto ve¢i maseni udeo tecnog lipida. S druge strane, preduslov za nastanak nanostrukturiranih
lipidnih Cestica je da odabrani lipidni matriks bude u ¢vrstom agregatnom stanju na sobnoj
temperaturi 1 telesnoj temperaturi (Montenegro 1 sar., 2016), Sto ograni¢ava koli¢inu tecnog lipida
koja se moze inkorporirati. Dodatno, inkorporiranje velike koli¢ine te¢nog lipida moze smanjiti
okluziju koZe i1 time moZe nepovoljno uticati na dermalnu raspoloZivost aktivne supstance
(Teeranachaideekul i sar., 2008).

DSC termogrami ispitivanih smeSa prikazani su na slici Slika 4-8, dok su odgovarajuci
termodinamicki parametri dati u tabeli Tabela 4-5. Ukratko, kao $to je i o¢ekivano, dodatak tecnog
lipida znaGajno je smanjio tacku topljenja Precirol® ATO 5. Ipak, sve ispitivane sme$e su bile u
¢vrstom stanju na sobnoj temperaturi i nisu ispoljile istiskivanje uljanih kapi iz lipidnog matriksa.
Jedino je smeSa ¢vrstog i te€nog lipida u masenom odnosu 1:9 imala polu¢vrste karakteristike, te
stoga nije analiziran koriS¢enjem DSC tehnike.

Interesantno, detaljnijim posmatranjem DSC termograma smeSa sa najviSim udelom tecnog
lipida (2:8, Slika 4-8 desno) moZze se zapaziti postojanje dva endotermna pika i to na temperaturi od
34,17°C i 45,83°C. Poznato je da Precirol® ATO 5 ima polimorfne oblike koji mogu da se uoce na
DSC termogramima primenom intenzivnih ciklusa grejanja i hladenja cvrstog lipida, posebno
ukoliko se uzorak Cvrstog lipida pre analize najpre rastopi, a potom naglo ohladi do sobne
temperature (Hamdani 1 sar., 2003). Ipak, isti autori uocili su da nakon nedelju dana skladiStenja
dolazi do postepene transformacije ovih polimorfnih oblika u stabilniju formu koja ima viSu tacku
topljenja i odgovara analizi ¢vrstog lipida koji nije podvrgnut intenzivnom grejanju i hladenju. Ipak,
naSe ispitivanje je pokazalo formiranje polimorfnih oblika smeSe Cvrstog i tecnog lipida usled
dodatka velike koli¢ine te¢nog lipida, koji su prisutni i nedelju dana nakon pripreme uzorka.
Prisustvo ovih polimorfnih oblika se ne moZe uociti na DSC termogramu smese ¢vrstog i teCnog
lipida u masenom odnosu 4:6. Na osnovu toga, kao i kako bi se postigla dovoljna koli¢ina te€nog
lipida u lipidnom matriksu, koja bi mogla da osigura rastvaranje takrolimusa u terapijskoj
koncentraciji, odluceno je ograniCiti maseni odnos ¢vrstog i te€nog lipida koji ¢e biti koriS¢en u
izradi nanostrukturiranih lipidnih Cestica na 4:6, 5:5 1 6:4.
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Slika 4-8 DSC termogrami smesa ¢vrstog lipida (Precirol® ATO 5) i te¢nog lipida (Capryol® 90) u
razli¢itim masenim odnosima (levo) i uveéani prikaz endoterminh pikova u smeSama sa visokim
sadrzajem te¢nog lipida (desno).

Tabela 4-5 Termodinami¢ki parametri DSC analize smeSe &vrstog lipida (Precirol® ATO 5) i te¢nog
lipida (Capryol® 90) u razli¢itim masenim odnosima.

Odnos Cvrstog 1 tecnog

lipida Pocetak promene (°C) Pik promene (°C)  Entalpija (J/g)
2:8 26,87/34,79 34,17/45,83 32,68

3:7 39,06 48,00 51,57

4:6 39,97 48,50 63,07

5:5 42,42 51,33 81,51

6:4 43,57 53,33 93,25

7:3 4421 55,17 102,68

8:2 43,06 55,83 122,65

9:1 43,68 57,00 133,19

10:0 55,03 58,33 119,85
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4.2.2 QOdabir formulacija nanostrukturiranih lipidnih Cestica i nanoemulzije

Ve¢ u ranijim fazama preformulacione studije, uocen je snazan uticaj ukupne koli¢ine lipidne
faze na mogucnost dobijanja te¢nih nanostrukturiranih lipidnih ¢estica. Naime, preliminarne
formulacije koje su sadrzale viSe od 10 % ukupne masne faze, iako su bile tecne nakon izrade,
postepeno su promenile reoloSke osobine i1 formirale gelove tokom prvih par sati nakon njihove
izrade. Dalje, pokusaj izrade formulacija bez lecitina, koriS¢enjem samo polisorbata 80, pokazao se
kao neuspesan jer je relativno brzo nakon izrade formulacija bilo moguce vizuelno uociti formiranje
agregata i izdvajanje masne faze po povrsini formulacije.

Tabela 4-6 Sadrzaj odabranih formulacija nanostrukturiranih lipidnih Cestica i nanoemulzije.

Precirol®
Lipoid ATO 5 Capry01® Polisorbat
Formulacija S75 (%) (%) 90 (%) BHT (%) 80 (%) Voda (%)
PCLP 6:4 1 6 4 0,05 1 87,95
PCLP 5:5 1 5 5 0,05 1 87,95
PCLP 4:6 1 4 6 0,05 1 87,95
PCLP 2:3 1 2 3 0,05 1 92,95
PCLP4:6 B 2 4 6 0,05 2 85,95
PCLP4:6C 0,5 4 6 0,05 0,5 88,95
PCLP4:6D 1 4 6 0,05 - 88,95
CLP 10 1 - 10 0,05 1 87,95

"Butilhidroksitoluen

Na osnovu preliminarnih rezultata, a kako bi se procenio uticaj odgovarajucih formualcionih
parametara (ukupne koliCine lipida, odnosa ¢vrstog i te¢nog lipida, koli¢ina surfaktanata), odabrane
su formulacije prikazane u tabeli Tabela 4-6 koje ¢e biti podvrgnute daljoj karakterizaciji u
nastavku ispitivanja. Kao $to je 1 ofekivano, bilo je moguce izraditi sve formulacije koriS¢enjem
istog proizvodnog postupka - homogenizacije pod visokim pritiskom uz zagrevanje, dok c¢e
detaljniji efekat ispitivanih faktora biti opisan u sklopu fizickohemijske karakterizacije nosaca.

Formulacija PCLP 4:6, koja sadrZzi 10 % ukupne masne faze i u kojoj je odnos ¢vrstog i
teCnog lipida 4:6, odabrana je kao standard za odrZavanje faktora formulacije konstantnim pri
variranju procesnih parametara usled zadovoljavaju¢ih preliminarnih rezultata njene stabilnosti.
Stoga su pripremljene jos tri formulacije koje su izradene variranjem procesnih parametara:

e PCLP 500 bara (formulacija izradena pri pritisku homogenizacije od 500 bara umesto
800 bara);

e PCLP 10 ciklusa (formulacija izradena primenjivanjem 10 umesto 5 ciklusa
homogenizacije);
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* PCLP LH. (formulacija dobijena intenzivnim hladenjem u ledenom kupatilu nakon
homogenizacije pod visokim pritiskom, umesto postepenim hladenjem na sobnoj
temperaturi).

Ove formulacije nisu navedene u tabeli Tabela 4-6 budu¢i da imaju isti sastav kao formulacija
PCLP 4:6. Interesantno, formulacija PCLP LH. je ispoljavala polucvrste karakteristike odmah
nakon izrade, $to ukazuje na to da temperatura tokom hladenja igra znacajnu ulogu kao procesni
parametar koji se mora uzeti u obzir kako bi se izbeglo geliranje formulacija. Variranje pritiska
tokom homogenizacije i broja ciklusa homogenizacije nije ispoljilo toliko drasti¢an efekat na
dobijene formulacije. Ipak, detaljniji uticaj ovih procesnih parametara bi¢e opisan u sledeCem
poglavlju, u sklopu fizickohemijske karakterizacije nosaca.

Dodatno, po uzoru na formulaciju PCLP 4:6, uspeSno je napravljena nanoemulzija CLP 10,
kod koje je celokupna koliina masne faze izradena od tecnog lipida. Mogucénost dobijanja
nanoemulzije koriS¢enjem istog proizvodnog postupka i iste koli¢ine masne faze 1 surfaktanta je od
velikog znacaja kako bi se direktno mogle uporediti fizicCkohemijske karakteristike ovih strukturno
razli¢itih nosaca, kao i njihov efekat na isporuku lekovite supstance u kozu.
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4.3  Rezultati i diskusija trece faze ispitivanja
4.3.1 Fizickohemijska karakterizacija i stabilnost mikroemulzija
4.3.1.1 Veli¢ina kapi i indeks polidisperziteta

Imajuéi u vidu unutrasnju strukturu razlicitih tipova mikroemulzija, odredivanje veli¢ine kapi
unutrasnje faze u ovim sistemima relevantno je samo u slucaju prisustva U/V mikroemulzija ili V/U
mikroemulzija, poSto se kod bikontinuiranih mikroemulzija unutrasnja struktura sastoji od
isprepletanih segmenata uljane i vodene faze, koji ne poseduju tipi¢nu kaplji¢nu strukturu (Sahle i
sar., 2012). Dodatno, pouzdano odredivanje veliCine kapi unutrasnje faze je posebno komplikovano
s obzirom na to da se mikroemulzije, za razliku od nanoemulzija i nanostrukturiranih lipidnih
Cestica, ne mogu razblazivati vodom u dovoljnoj koli¢ini usled narusavanja njihove strukture.
Razblazivanje prilikom koriS¢enja PCS tehnike je Cesto poZeljno kako bi se smanjila interakcije
izmedu kapi, i neutralisao uticaj variranja indeksa refrakcije spoljasnje, kontinuirane fze. Ipak, zbog
naruSavanja stabilnosti sistema, analiza veli¢ine kapi 1 indeksa polidisperziteta odabranih uzoraka
U/V mikroemulzija sprovedena je bez razblaZivanja, a rezultati su prikazani u tabeli Tabela 4-7.

Tabela 4-7 Veli¢ina kapi i indeks polidisperziteta odabranih uzoraka ulje u vodi mikroemulzija,
srednja vrednost * standardna devijacija, n = 3.

Velic¢ina kapi (nm) Indeks polidisperziteta
Formulacija Nakon Nakon
Inicijalno Inicijalno
skladistenja® skladistenja®
ECPG 70 76,14 + 0,03 77,44 0,64 0,14 +0,02 0,14 = 0,01
ICV 60 19,39 £0,11 20,04 £ 0,22 0,39 £ 0,05 0,28 +0,01
ICPG 70 41,49 £ 1,11 45,47 +0,58 0,2 +0,04 0,11 £0,01

* Formulacije su skladi$tene tokom godinu dana na sobnoj temperaturi.

Najmanja veliCina kapi unutrasnje faze uocena je kod formulacije ICV 60. Dodatno, ova
formulacija ispoljava bimodalnu raspodelu veli¢ine kapi koja je uzrok relativno velikom indeksu
polidisperziteta. Naime, analizom ovog uzorka moZze se uociti prisustvo dominantnog pika povrSine
89,7 % sa srednjom vrednoScu velicine kapi od 31,82 nm, 1 sporednog pika povrSine 10,3 % koji
ukazuje na prisustvo entiteta dijametra 3,96 nm. Postojanje sporednog pika najverovatnije je
posledica prisustva micela u formulaciji buduc¢i da je sli¢an pik uocen pri analizi vodenog rastvora
surfaktanta i kosurfaktanta u istom masenom odnosu, bez dodatka masne faze. Ovaj sporedni pik
nije uoCen pri analizi formulacija ECPG 70 1 ICPG 70, koje pokazuju unimodalnu raspodelu
veli¢ine kapi sa niskim indeksom polidisperziteta (< 0,2). Interesantno, ove formulacije imaju vecu
veli¢inu kapi unutraSnje faze od formulacije ICV 60, §to se moZe objasniti znaCajno niZim
sadrzajem lecitina (10,5 % vs. 22 %), kao i relativno viSim sadrzajem ulja (8 % vs. 9 %, DSC krive
hladenja formulacija odabranih u studiji provodljivosti prikazane su na slici Slika 4-7, dok je
detaljni sadrzaj ovih formulacija prikazan u tabeli Error! Not a valid bookmark self-reference..
Vazno je napomenuti da DSC krive hladenja sistema surfaktant-kosurfaktant/masna faza bez
dodatka vodene faze ne ispoljavaju bilo kakve termalne promene. Stoga, sasvim je izvesno da
egzotermni pik koji se moze uo€iti analzom formulacija ECV 35, ICV 35, ICV 8 351 ICV 60 potice
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od zamrzavanja vodene faze. Termodinamicki parametri dobijenih pikova prikazani su u tabeli
Tabela 4-4. Pik smrzavanja vodene faze u formulaciji ECV 35 postignut je pri temperaturi od -
44,00°C, dok su pikovi smrzavanja vodene faze u formulacijama ICV 35 i ICV 8 35 skoro identi¢ni
i nalaze se na -51,55°C, odnosno -51,33°C, §to ne iznenaduje imaju¢i u vidu da se ove dve
formulacije razlikuju samo po odnosu surfaktant-kosurfaktant/masna faza 1 za obe je
pretpostavljena bikontinuirana struktura u studijama provodljivosti. Ipak, s obzirom na to da ICV 8
35 sadrzi znacajno vec¢i maseni udeo lecitina i1 izopropanola (Tabela 4-3) bilo je znaCajno proveriti 1
uporediti termalno ponasanje vodene faze u ovim formulacijama. Smrzavanje vodene faze na ovako
niskim temperaturama ukazuje na jaku interakciju molekula vode sa surfaktantom i
kosurfaktantima, te se stoga moze zakljuciti da se ona nalazi u vezanom stanju, Sto dodatno
potvrduje bikontinuiranu strukturu ovih mikroemulzija. NiZa temperatura smrzavanja vodene faze
kada je koriS¢en izopropanol kao kosurfaktant ukazuje na jacu interakciju molekula vode sa
izopropanolom u poredenju sa etanolom. Termalnom analizom formulacije ICV 60, moZe se uociti
oStar egzotermni pik smrzavanja vode na relativno viSoj temperaturi (-25.86°C) u poredenju sa
prethodno pomenutim formulacijama sa manjim sadrZzajem vode. Imaju¢i u vidu to da se pik
smrzavanja visokoprec¢is¢ene vode moze ocekivati na oko -17°C (Podlogar i sar., 2004), sasvim je
izvesno da 1 u ovoj formulaciji postoji slaba, ali nezanemarljiva interakcija molekula vode sa
molekulima surfaktanta i kosurfaktanta. Bez obzira na to, ova frakcija vode se moZe smatrati
slobodnom, §to dalje ukazuje na prisustvo U/V mikroemulzije, Sto je i pretpostavljeno na osnovu
studija provodljivosti.

Interesantno, posmatraju¢i rezultate analize formulacija ECV 20 1 ICV 20, na DSC
termogramu (Slika 4-7) nije moguce uociti pik smrzavanja vode, §to moze ukazivati na to da ove
formulacije poseduju V/U mikrostrukturu iako maseni odnosi masne faze (24 %) i vode (20 %,
Error! Not a valid bookmark self-reference.), kao i rezultati studije provodljivosti ukazuju na to
da one pripadaju bikontinuiranom tipu mikroemulzija. Medutim, odsustvo pika smrzavanja vode
uoceno je i kod svih formulacija u kojima je koris¢ena smeSa propilenglikola i vode: ECPG 35 i
ICPG 35 koje bi trebalo da poseduju bikontinuiranu strukturu, ECPG 70 1 ICPG 70 za koje je
pretpostavljena U/V struktura. To se moZe objasniti relativno velikim sadrzajem etanola,
izopropanola i propilenglikola u poredenju sa sadrZzajem vode, koji ispoljavaju krioprotektivna
svojstva i intenzivno vezuju vodu, sprecavajuci njeno smrzavanje iako se ona moze nalaziti potpuno
ili delimi¢no u sklopu spoljasnje, kontinuirane faze (Goebel i1 sar., 2011). Stoga, detaljnije
informacije o unutrasnjoj strukturi ovih sistema nije moguce dobiti korisS¢enjem metode termalne
analize. Ovaj rezultat ukazuje na vaznost komplementarnog pristupa i koriS¢enja razli¢itih metoda u
cilju odredivanja unutrasnje strukture mikroemulzija.

Tabela 4-3). Ovo je u skladu sa rezultatima drugih istraZivackih grupa (Moreno i sar., 2003;
Pestana i sar., 2008).

Poredenjem formulacije ECPG 70 i ICPG 70, koje sadrZe isti maseni odnos surfaktanta,
kosurfaktanta, masne i vodene faze, a razlikuju se jedino po primenjenom kosurfaktantu (etanol ili
izopropanol), mozZe se uoCiti to da formulacija ICPG 70 ima znaCajno manju veli¢inu kapi
unutrasnje faze. Najverovatniji razlog tome je nastajanje fleksibilnijeg medupovrSinskog filma pri
primeni izopropanola u poredenju sa etanolom, koji omogucava laksi nastanak mikroemulzija i
njihovu bolju stabilizaciju, Sto je u skladu sa rezultatima ispitivanja mogucnosti formiranja
mikroemulzionih regiona na pseudoternarnim faznim dijagramima, koji su diskutovani u odeljku
4.1.2.1.

4.3.1.2 pH i provodljivost mikroemulzija

Sve ispitivane mikroemulzione formulacije imaju pH vrednost manju od 7 (Tabela 4-8).
Imajuéi u vidu moguénost degradacije takrolimusa u baznim sredinama (Skak 1 Hansen, 2016),
umereno kisela sredina formulacija je pogodna kako bi se dodatno osigurala stabilnost ove aktivne
supstance, a takode je prihvatljiva za dermalnu primenu.
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Rezultati merenja provodljivosti odabranih mikroemulzija ukazuju na generalno nisku
provodljivost (Tabela 4-8), Sto je u skladu sa ocekivanjima imajuc¢i u vidu to da su eksperimenti
sprovedeni bez dodatka eksternih elektrolita kako ne bi doSlo do naruSavanja mikroemulzionog
sistema (Podlogar i sar., 2004). Iako je glavni cilj studija provodljivosti zapravo odredivanje
unutras$nje strukture mikroemulzija tokom postepenog razblaZzivanja, $to je i opisano u poglavlju
4.1.3.1, merenje provodljivosti odabranih formulacija tokom skladiStenja moze da ukaze na
promene u stabilnosti formulacije.

Tabela 4-8 pH, provodljivost i viskozitet odabranih mikroemuzionih formulacija, srednja vrednost *
standardna devijacija, n=3.

pH Provodljivost (uS/cm)
. Viskozitet

Formulacija o Nakon - Nakon (mPas)

Inicijalno Inicijalno

skladistenja® skladistenja®

ECV 35 5,82+£0,02 5,00+0,02 158,93 +0,32 162,77+0,55 17,24 +0,21
ECPG 70 5,65+0,01 5,04 0,02 60,1 £0,36 68,67 £0,25 18,49 £0,72
ICV 35 5,78 +0,02 4,95+0,02 137,10 £ 0,60 146,6 = 0,40 15,49 £ 1,07
ICV 60 5,58+0,01 4,57+0,01 186,9+0,70 191,03+£0,35 29,71 £2,40
ICPG 70 5,69+£0,02 5,05+0,01 58,82 +0,38 65,27 £0,40 16,46 £0,81

* Formulacije su skladi$tene tokom godinu dana na sobnoj temperaturi.
4.3.1.3 Reoloske karakteristike mikroemulzija

Krive teCenja mikroemulzija, izrazene kao zavisnost napona smicanja od brzine smicanja,
prikazane su na slici Slika 4-9. Kod svih mikroemulzija uocCeno je linearno povecanje napona
smicanja sa porastom brzine smicanja, $to ukazuje na to da se ispitivani uzorci ponasaju kao
njutnovske te€nosti. Ovo je u skladu sa literaturnim podacima o reoloSkim karakteristikama
mikroemulzija (Sahle i sar., 2013; Todosijevi¢ i sar., 2015).

Ispitivane mikroemulzije imaju niske vrednosti prividnog viskoziteta (Tabela 4-8), Sto,
zajedno sa odsustvom anizotropije kada se uzorak posmatra pod polarizacionim mikroskopom,
ukazuje na to da anizotropni agregati/teni kristali nisu prisutni u uzorcima. Imaju¢i u vidu da
viskozitet mikroemulzija zavisi od masenog udela vodene faze i surfaktanata, oc¢ekivana je veca
razlika u viskozitetu ispitivanih formulacija. Poredenjem formulacija ECV 35 i ICV 35, moZe se
uociti da primena izopropanola kao primarnog kosurfaktanta dovodi do nastajanja formulacija
relativno niZzeg viskoziteta od primene etanola kao kosurfaktanta. Interesantno, iako formulacije
ECPG 70 i ICPG 70 sadrZe relativno veliki maseni udeo propilenglikola (35 %), one nisu ispoljile
znacajno razlicite vrednosti viskoziteta u poredenju sa formulacijom ECV 35. Najveci viskozitet
ispoljava formulacija ICV 60, koja sadrzi najve¢i maseni udeo vode.
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Slika 4-9 Krive tefenja placebo mikroemulzionih formulacija koje ukazuju na njutnovski tip tecenja
formulacija (linearna zavisnost izmedu napona smicanja i brzine smicanja).

Iako je u slucaju topikalne primene lekovitih supstanci nekada poZeljno modifikovati/povecati
viskozitet mikroemulzionih formulacija primenom odgovarajucih geliraju¢ih agenasa kako bi se
olakSala njihova manipulacija tokom aplikacije, odluceno je da se dalja ispitivanja sprovode bez
dodatka geliraju¢ih agenasa iz viSe razloga. Naime, te¢ne formulacije se mogu laksSe primenjivati na
velikim povrSinama tela, kao 1 u kosmatim regionima, pogotovu u formi spreja za primenu na kozi.
Ovo je od posebnog znacaja u tretmanu psorijaze, koja Cesto zahvata relativno velike povrSine i
kosmate regione. Dalje, dodatak geliraju¢ih agenasa 1 drugih ekscipijenasa moZe dovesti do
promene strukture mikroemulzije i/ili naruSavanja mikroemulzionog sistema. Konacno,
modifikacija viskoziteta znaajno mozZe da utie na oslobadanje i dermalnu raspoloZivost lekovite
supstance, pri ¢emu je superiornost mikroemulzija u poredenju sa mikroemulzionim gelovima
utvrdena u slucaju celekoksiba (Subramanian i sar., 2005).

64



4.3.1.4 Ispitivanje prisustva kristala takrolimusa u mikroemulzijama

S obzirom na to da se takrolimus vrlo slabo rastvara u vodi, nakon njegovog inkorporiranja u
formulacijama on moze biti rastvoren u masnoj fazi i/ili medupovrSinskom filmu, ili se delimi¢no
moZe nalaziti u vidu nerastvorenih kristala. Kako bi se procenilo fizicko stanje takrolimusa u
formulacijama, koriS¢ena je DSC tehnika pri zagrevanju uzoraka, a rezultati su dodatno potvrdeni
analizom uzoraka pod polarizacionim mikroskopom.

Tokom DSC analize pri zagrevanju nerastvorenog takrolimusa moze se ocekivati pojava
endotermnog pika na temperaturi izmedu 128°C i 142°C, (Patel i sar., 2013; Zidan i sar., 2011),
usled topljenja kristala takrolimusa. Pojava ovakvog pika moZe se ocekivati i pri zagrevanju
mikroemulzionih formulacija, ukoliko je takrolimus prisutan u nerastvornom obliku. DSC krive
placebo bikontinuiranih (ECV 35, ICV 35) i U/V mikroemulzija (ICV 60), kao i mikroemulzija sa
inkorporiranim takrolimusom (ECV 35 TAC, ICV 35 TAC, ICV 60 TAC) prikazane su na slici
Slika 4-10. Za sve formulacije uocava se prisustvo endotermnog pika u temperaturnom opsegu od
90°C do 120°C, koji se javlja usled evaporacije vode i alkohola iz mikroemulzija. Kao Sto je i
ocekivano, najveci endotermni pik uocen je kod formulacije ICV 60, jer ona poseduje najveci
maseni udeo vode (60 %). Kod ispitivanih formulacija nije uo¢eno prisustvo endotermnog pika u
opsegu topljenja takrolimusa (Slika 4-10, crveni pravougaonik), Sto ukazuje na to da je takrolimus
potpuno rastvoren u mikroemulzijama. Fizicko stanje takrolimusa dodatno je potvrdeno
posmatranjem uzoraka pod polarizacionim mikroskopom, pri ¢emu nije uo¢eno postojanje kristala u
formulacijama.

I —1CV 60 TAC
egzo —ICV 60
, ——ICV 35 TAC
——IcV 35
— ECV35TAC
— ECV35

Normalizovan toplotni protok (W/g)

T I Al I T l T I L) I T l L I Ll l T l L) I 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)

Slika 4-10 DSC-krive zagrevanja bikontinuiranih (ECV 35, ICV 35) i U/V (ICV 60) mikroemulzionih
formulacija sa i bez inkorporiranog takrolimusa (TAC). Crveni pravougaonik ozna¢ava temperaturni
opseg u kome se ofekuje topljenje eventualno prisutnih kristala takrolimusa.
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4.3.1.5 EPR analiza mikroemulzionih formulacija

Primenom EPR tehnike pra¢ena je promena u ponaSanju spin proba sa nesparenim
elektronom: 5-doksil stearinske kiseline (5-DSA) i 12-doksil stearinske kiseline (12-DSA, Tabela
3-1) nakon njihove inkorporacije u placebo mikroemulzije i mikroemulzije sa lekovitom
supstancom. Ovom tehnikom moguce je ste¢i uvid u fluidnost medupovrSinskog filma, kao i
detaljnije proceniti lokalizaciju takrolimusa i njegovo eventualno prisustvo u medupovrSinskom
filmu (Avramiotis i sar., 2007; Fanun i sar., 2011).

Na osnovu dobijenih EPR spektara izraCunati su slede¢i parametri: vreme rotacione korelacije
(tr), izotropna konstanta hiperfinog cepanja (a',), i parametar uredenosti (S). Rezultati su prikazani
u tabeli Tabela 4-9, dok su primeri EPR spektara predstavljeni na slici Slika 4-11. Poredenjem
placebo formulacija, moze se uociti da su sve vrednosti vremena rotacione korelacije niZe u slucaju
bikontinuiranih mikroemulzija (ECV 35, ICV 35) u poredenju sa U/V mikroemulzijama (ICV 60,
ECPG 70, ICPG 70). Nize vrednosti vremena rotacione korelacije ukazuju na vecu mobilnost spin
proba kada su one inkorporirane u bikontinuiranim mikroemulzijama usled niZeg mikroviskoziteta
u njihovoj neposrednoj okolini, Sto dalje ukazuje na vecu fluidnost i fleksibilnost medupovrsinskog
filma . Medupovrsinski film u U/V mikroemulzijama je rigidniji, $to za posledicu ima otezanu
mobilnost proba i viSe vrednosti vremena rotacione korelacije. Takode, pri faznom prelazu iz
bikontinuirane (ICV 35) u U/V mikroemulziju (ICV 60) usled povecanja masenog udela vodene
faze, moZe se uociti znacajni porast u vrednosti vremena rotacione korelacije pri koriS¢enju obe
probe. Sli¢ne promene u dinamici medupovrsinskog filma diskutovane su od strane Kalaitzaki i
saradnika (2015a; 2015b), koji su zakljucili da dodatak vodene faze smanjuje elastiCnost
medupovrSinskog filma usled promene orijentacije molekula surfaktanta pri ¢emu oni bivaju gusce
pakovani.

Dalje, poredenjem vrednosti vremena rotacione korelacije u formulacijama koje se razlikuju
jedino u koriS¢enom kosurfaktantu (ECV 351 ICV 35, kao i ECPG 70 i ICPG 70), moZe se uociti da
su vrednosti vremena rotacione korelacije 5-DSA probe dosta niZe kada se koristi izopropanol
umesto etanola, dok izabrani kosurfaktant ne utiCe znaCajno na vremena rotacione korelacije 12-
DSA probe. Ovo dodatno potvrduje pretpostavku iz prve faze ispitivanja da izopropanol dovodi do
formiranja fleksibilnijeg medupovrSinskog filma od etanola, i to u regionima bliZim polarnoj glavi
surfaktanta, te se stoga vidi razlika u vrednostima vremena rotacione korelacije kada se koristi 5-
DSA proba. Naime, kod 5-DSA probe se nespareni elektron prisutan u nitroksidnom prstenu nalazi
blize polarnoj glavi, dok je nespareni elektron u 12-DSA probi lokalizovan dublje u nepolarnom
ugljovodoni¢nom lancu, pri ¢emu odabir kratkolancanog alkoholnog kosurfaktanta nema znacajni
uticaj na fluidnost ovog dela medupovrSinskog filma.

Rezultati dobijeni izraCunavanjem parametra uredenosti (S) su u skladu sa rezultatima
dobijenim analizom vremena rotacione korelacije. Naime, vrednost parametra uredenosti moZe
varirati od 0 do 1, pri ¢emu vrednost S = 0 ukazuje na to da se spin proba nalazi u potpuno
randomizovanom stanju, dok vrednost S = 1 ukazuje na prisustvo probe u potpuno uredenom stanju
(Papadimitriou i sar., 2008). Promena u vrednosti parametra uredenosti oslikava promenu u
dinamici medupovrsinskog filma i to usled povecanja rigidnosti medupovrSinskog filma dolazi do
povecanja vrednosti parametra uredenosti. Analizom dobijenih vrednosti za parametar uredenosti
(Tabela 4-9), mozZe se uociti to da nema znacajne razlike u uredenosti medupovrsinskog filma na
razli¢itoj udaljenosti od polarne glave kada su u pitanju bikontinuirane mikroemulzije (ECV 35 i
ICV 35). Nasuprot tome, kod U/V mikroemulzija (ECPG 70, ICPG 70, ICV 60) prisutna je veca
uredenost medupovrSinskog filma u regionima bliZim polarnoj glavi, gde je 5-DSA lokalizovana,
dok se stepen uredenosti dubljih, lipofilnijih regiona medupovrSinskog filma ne razlikuju znacajno
od bikontinuiranih mikroemulzija. Ovo ukazuje na vecu rigidnost hidrofilnijih delova
medupovrSinskog filma u U/V mikroemulzijama u poredenju sa bikontinuiranim mikroemulzijama.
Takode, pri faznom prelazu iz bikontinuirane (ICV 35) u U/V mikroemulziju (ICV 60) usled
dodatka vodene faze, moze se uocCiti povecanje vrednosti parametra uredenosti pri koriS¢enju 5-
DSA probe.
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Tabela 4-9 EPR analiza odabranih mikroemulzija Tty - vreme rotacione korelacije, a’, - izotropna

konstanta hiperfinog cepanja, S - parametar uredenosti.

5-DSA 12-DSA
Formulacija
Tr(nS) ao(x10*°T) S w(ns) o' o(x10*T) S

ECV 35 1,43+0,03 14,77£0,02 0,080,001 1,11 148 0,06
ECV35TAC 144+001 14,760,001 008+001 124 1481 0,06
ICV 35 121+£0,04 1490£0,02 0,070,001 1,12 1485 0,06
ICV35TAC  120+0,01 14,86+0,01 007+0,01 1,16 148 0,07
ICV 60 2,18+0,06 1432+0,17 0,11+0,01 | 1,37 14,68 0,07
ICV60TAC 2,140,001 1439+0,16 0,11£0,01 | 1,5 14,69 0,07
ECPG 70 220006 1442+0,05 0,12+001 | 1,75 147 0,07
ICPG 70 192+0,06 14,52+0,02 0,10£0,01 1,74 147 0,08

Pracenje izotropne konstante hiperfinog cepanja (a’,) pruza uvid u polarnost okruZenja sa
kojim nitroksidni paramagnetski prsten interaguje. Povecanje ove vrednosti ukazuje na interakciju
nitroksidnog prstena sa polarnijim okruzenjem (Papadimitriou i sar., 2008). Placebo formulacije sa
izopropanolom (ICV 35, ICPG 70) imaju relativno viSe vrednosti o', pri koriS¢enju 5-DSA probe
od formulacija sa etanolom (ECV 35, ECPG 70). Ovaj rezultat dodatno potvrduje rezultate i
pretpostavku iz prve faze ispitivanja da izopropanol moZe bolje da penetrira u regione
medupovrSinskog filma u kojima je lokalizovan i nitroksidni prsten 5-DSA, ¢ineci ih polarnijim, te
je stoga olakSan nastanak mikroemulzionih sistema.

Prisustvo takrolimusa u odabranim bikontinuiranim (ECV 35 TAC, ICV 35 TAC) i U/V
mikroemulzijama (ICV 60 TAC) nije znacajno uticalo na vrednosti vremena rotacione korelacije
kada je koriS¢ena 5-DSA proba, dok su se ove vrednosti povecale u slucaju koris¢enja 12-DSA
probe. Dodatno, parametar uredenosti pri koriS¢enju oba tipa proba nije znaajno promenjen nakon
inkorporacije takrolimusa. Sli¢no, nisu uocene znacajne razlike u vrednostima izotropne hiperfine
konstante cepanja, odnosno u polarnosti okruzenja sa kojim nitroksidni prstenovi interaguju nakon
inkorporacije lekovite supstance. Ovi rezultati ukazuju na odsustvo takrolimusa iz hidrofilnijih
regiona medupovrSinskog filma i njegovo delimi¢no prisustvo u dubljim, lipofilnijim regionima
medupovrSinskog filma. Imajuéi u vidu izuzetno slabu rastvorljivost takrolimusa u vodi, odsustvo
kristala nerastvorenog takrolimusa u formulacijama, i njegovu kompleksnu, lipofilnu strukturu,
moZe se pretpostaviti da je takrolimus dominantno lokalizovan unutar masne faze (propilenglikol
monokaprilata).
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Slika 4-11 EPR spektri 5-doksil stearinske kiseline (5-DSA) u U/V mikroemulzionim formulacijama
bez lekovite supstance (ECPG 70 i ICPG 70, levo). EPR spektri 5-doksil stearinske kiseline (5-DSA) i
12-doksil stearinske Kkiseline (12-DSA) u U/V mikroemulziji (ICV 60) sa i bez inkorporiranog
takrolimusa (TAC).

Poredenjem EPR spektara formulacija prikazanih na slici Slika 4-11, moZe se uociti to da
odabir kratkolan¢anog alkohola kao kosurfaktanta i inkorporacija takrolimusa ne dovode do
znacajnih promena u EPR spektrima koriS¢enih spin proba sa nesparenim elektronom.

4.3.1.6 FTIR: ispitivanje interakcije takrolimusa sa mikroemulzijama

Kako mikroemulzije sadrze veliki maseni udeo surfaktanta i kosurfaktanta, odredene
interakcije izmedu takrolimusa i mikroemulzionog nosata mogu biti ocekivane. Kako bi se
procenile ove interakcije, koriS¢ena je FTIR tehnika. Na FTIR spektru cistog takrolimusa (Slika
4-12) moZe se uoditi Siroka apsorpciona traka usled vibracija rastezanja OH- grupe na 3460 cm ™',
zatim rezonantne amidska i ketonska vibracija rastezanja pri 1740 cm™', 1724 cm™' i 1694 cm™,
C=C vibracija rastezanja na 1640 cm™', estarska C=0 vibracija na 1192 cm ™', kao i etarska C-O-C
vibracija rastezanja na 1172 cm™' i 1090 cm™'. Sli¢ni rezultati dobijeni su i od strane drugih
istrazivackih grupa (Patel i sar., 2013; Zidan 1 sar., 2011) 1 u saglasnosti su sa strukturom
takrolimusa (Slika 1-1).

Analizom placebo mikroemulzionih formulacija, kao i mikroemulzija sa inkorporiranim
takrolimusom, moze se uociti to da se veliki broj apsorpcionih traka preklapa sa trakama prisutnim
u FTIR spektru ¢istog takrolimusa (Slika 4-12). Ovo je i ocekivano, s obzirom na to da takrolimus
ima kompleksnu strukturu i sadrzi veliki broj funkcionalnih grupa koje su takode prisutne u
ekscipijensima koriS¢enim za izradu mikroemulzija. Poredenjem mikroemulzija sa i bez
takrolimusa nije uoCena pojava novih pikova ili znaajno pomeranje pikova ka viSim ili niZim
talasnim brojevima. Ovo sugeriSe da ne dolazi do znacajnih hemijskih interakcija izmedu
takrolimusa i surfaktanta, kosurfaktanta i/ili masne faze prisutne u mikroemulzijama, odnosno nisu
uocene bilo kakve strukturne promene nakon inkorporacije takrolimusa.
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Slika 4-12 FTIR spektri Cistog takrolimusa (TAC), kao i bikontinuiranih (ECV 35, ICV 35) i U/V
mikroemulzija (ICV 60) sa i bez takrolimusa.

4.3.1.7 Stabilnost mikroemulzionih formulacija

Kako su mikroemulzije termodinamicki stabilni sistemi koji se spontano formiraju, ocekivano
je da tokom godinu dana skladiStenja ovih formulacija na sobnoj temperaturi nece do¢i do znacajnih
promena koje bi mogle narusiti njihovu strukturu. To je i potvrdeno u ovoj studiji, s obzirom da nije
doslo do znac¢ajnih promena u njihovom izgledu, izotropnosti, veli€ini kapi, indeksu polidisperziteta
i viskozitetu u poredenju sa inicijalnim vrednostima.

Ipak, tokom studije stabilnosti uo¢eno je postepeno smanjenje pH vrednosti (Tabela 4-8 1
Slika 4-13), koje je najverovatnije posledica degradacije fosfolipida iz lecitina i oslobadanja
slobodnih masnih kiselina. Promena pH vrednosti najizraZenija je tokom prvih Sest meseci studije, a
ukupna promena pH vrednosti je u redu veli¢ine jedne pH jedinice tokom godinu dana, pri ¢emu su
formulacije 1 nakon skladiStenja na sobnoj temperaturi u trajanju od godinu dana imale prihvatljive
karakteristike za primenu na koZzi.

Sli¢no tome, vrednosti provodljivosti mikroemulzija nakon godinu dana skladiStenja su
umereno porasle (Slika 4-13, desno), Sto je i oCekivano usled postepene degradacije lecitina i
generisanja dodatnog naelektrisanja koje doprinosi provodljivosti sistema. Ipak, ovaj porast i dalje
ne ukazuje na promenu strukture mikroemulzija tokom skladiStenja, Sto je i oCekivano buduci da
njihova struktura dominantno zavisi od tipa surfaktanta, kosurfaktanta, masne faze i njihovog
medusobnog odnosa, kao i koli¢ine vodene faze.
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Slika 4-13 Graficki prikaz promene pH i provodljivosti mikroemulzija tokom sprovedene studije
stabilnosti, srednja vrednost + standardna devijacija, n = 3.

4.3.1.8 Stabilnost takrolimusa u mikroemulzionim formulacijama

Imajuc¢i u vidu to da je takrolimus sklon hemijskoj degradaciji, pogotovu u medijumima kod
kojih je pH > 7 (Skak i Hansen, 2016), od posebne je vaZnosti ispitati njegov sadrZaj i njegovu
eventualnu degradaciju tokom skladiStenja. S obzirom na to da su mikroemulzije skladiStene tokom
najduzeg vremenskog perioda (godinu dana), ukoliko postoji potencijal degradacije takrolimusa, on
bi najvise bio izrazZen nakon dugotrajnog Cuvanja.

Kao $to se moZe videti na slici Slika 4-14, tokom ispitivanog perioda skladiStenja nije doSlo
do znacajne degradacije takrolimusa u svim mikroemulzionim formulacijama, pri ¢emu je sadrzaj
takrolimusa varirao od 93 % do 107 % od pocetne vrednosti. Ovi preliminarni rezultati ukazuju na
zadovoljavaju¢u stabilnost takrolimusa u mikroemulzijama, koja je postignuta pre svega
zahvaljujuci lokalizaciji takrolimusa unutar masne faze, kao Sto je zakljueno na osnovu rezultata
EPR ispitivanja (poglavlje 4.3.1.5). Ovim je smanjena moguénost oksidativne degradacije
takrolimusa Cime se poboljSava njegova stabilnost. Takode, blago kisela pH vrednost samih
mikroemulzionih formulacija je mogla znacajno doprineti poboljSanju stabilnosti takrolimusa s
obzirom da u baznoj sredini moZe doc¢i do naruSavanja njegove strukture i otvaranja makrolidnog
prstena. Svakako, demonstrirana stabilnost mikroemulzija sa takrolimusom u periodu od godinu
dana je solidna osnova za definisanje prihvatljivog roka upotrebe ukoliko bi se ovakve formulacije
proizvodile industrijski.
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Slika 4-14 Odredivanje sadrzaja takrolimusa u mikroemulzionim formulacijama tokom skladiStenja

na sobnoj temperaturi, zasticeno od svetlosti, u periodu od godinu dana, srednja vrednost

standardna devijacija, n=3.
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4.3.2 Fizickohemijska karakterizacija i stabilnost nanostrukturiranih lipidnih Ccestica i
nanoemulzija

4.3.2.1 Velic¢ina Cestica i indeks polidisperziteta

Primenom PCS odredena je veliCina cestica i raspodela veli¢ine Cestica izabranih
nanostrukturiranih lipidnih Cestica i nanoemulzija, Ciji je sadrZaj prikazan u tabeli Tabela 4-6.
Pokazano je da ispitivane formulacije imaju veoma usku distribuciju veliCine Cestica (Tabela 4-10).
Naime, dobijene vrednosti indeksa polidisperziteta, kao glavnog indikatora raspodele veliCine
Cestica, manje su od 0.26 za sve ispitivane formulacije. Dodatno, sve formulacije imale su veli¢inu
Cestica ispod 200 nm. Treba naglasiti, medutim, da nisu svi ispitivani sistemi imali istu prose¢nu
veli¢inu Cestice i da je ona zavisila od drugih ispitivanih varijabli koje ¢e biti detaljnije diskutovane
kasnije, ali da su bez obzira na to svi ispitivani sistemi imali priliéno ujednacen indeks
polidisperziteta, Sto je od znaCaja za razmatranje eventualnih uzroka dobre distribucije veliine
Cestica, nezavisno od faktora koji odreduju njihovu veli¢inu.

Kada je re¢ o velicini Cestica, od velikog znacaja za ovu studiju bila je identifikacija kriticnih
parametara koji mogu uticati na veliinu nastalih Cestica. Ovo je ispitivano u zavisnosti, najpre, od
sastava lipidne smeSe, jer je uocCena jaka zavisnost veliCine Cestica od odnosa tecne i ¢vrste lipidne
faze. Naime, analizom placebo NLC uoceno je da su one formulacije koje su sadrzale identicne
koliCine lipidne faze (10 %), ali razli¢ite odnose Cvrste i tecne lipidne faze (4:6, 5:5. 6:4), imale
razli¢ite veli¢ine nastalih Cestica (Tabela 4-10, formulacije PCLP 6:4, PCLP 5:5, PCLP 4:6), time
jasno pokazujuc¢i da ovaj faktor predstavlja jedan od klju¢nih parametara za razvoj NLC sistema.
Nacelno, uoceno je da viSa koncentracija ¢vrste lipidne faze u lipidnom matriksu rezultuje ve¢im
Cesticama. Ovo je neocekivan rezultat, budu¢i da su u slicnoj studiji Date i saradnici (2011)
pokazali, da u njihovim formulacijama koje sadrze 5 % ukupne masne faze sastavljene od istog
¢vrstog 1 teCnog lipida koriste¢i Gelucire 50/13, nejonski surfaktant iz grupe polietilenglikolnih
estara, veli¢ina dobijenih Cestica ne varira sa promenom koli¢ine dodatog tenog lipida. Ipak,
direktno poredenje ovih rezultata nije moguce s obzirom na koriS¢enje razliCitih surfaktanata, ¢ija
efikasnost znaCajno moZe da utic¢e na fizickohemijske osobine dobijenih formulacija, kao i to da je u
njihovoj studiji ukupna koli¢ina masne faze iznosila samo 5 %.

Dalje, poredenjem formulacija PCLP 4:6 i PCLP 2:3, koje imaju razli€iti totalni udeo masne
faze (10 %, odnosno 5 %, respektivno), a kod kojih je masna faza sadrZala isti odnos ¢Evrstog i
teCnog lipida (4:6), moZe se uociti da je veliCina Cestica znacajno smanjena i to za oko 30 nm kada
je manja koli¢ina lipidne faze prisutna u formulacijama. Ovo se moZe objasniti raspodelom
disperzione energije koja je dostupna tokom procesa homogenizacije pod visokim pritiskom.
Naime, Miiller i saradnici (2002) su pokazali da, iako je koliina disperzione energije ista u procesu
izrade formulacija koriS¢enjem istog pritiska pri homogenizaciji i1 istog broja ciklusa, usled
prisustva vece koli¢ine masne faze u formulacijama smanjuje se disperziona energija koja je
dostupna po jedinici mase lipida, Sto moZe rezultovati u nastajanju vecih Cestica. Oni su takode
pretpostavili da se ovo moze kompenzovati povecanjem broja homogenizacionih ciklusa. Medutim,
u naSoj studiji, podvrgavanje formulacije PCLP 4:6 duplo vec¢em broju ciklusa homogenizacije
(deset ciklusa umesto pet), nije postignuto dalje smanjenje veli¢ine Cestica. Ovo je interesantan
rezultat koji sugeriSe to da razlika u veli€ini Cestica ne potiCe samo zbog promenjene koli€ine
dostupne energije homogenizacije po jedinici mase lipida, ve¢ moze zavisiti i od drugih faktora, kao
Sto je koli¢ina dostupnog surfaktanta po jedinici masne faze.

Imajuci to u vidu, ispitivan je i uticaj koncentracije surfaktanata na svojstva ovih formulacija.
Kao S§to je prikazano u tabeli Tabela 4-6, formulacije PCLP 4:6, PCLP 4:6 B, PCLP 4:6 C i PCLP
4:6 D sadrze istu koli¢inu masne faze i isti odnos ¢vrstog i tecnog lipida, ali razli¢itu koli¢inu
surfaktanata. Rezultati dobijeni analizom veli€ine Cestica ovih formulacija ukazuju na to da postoji
odredeni trend u smanjenju veli¢ine Cestica kada je koriS¢eno duplo vise surfaktanta (PCLP 4:6 B), i
kod ove formulacije je veliCina Cestica smanjena za oko 5 nm. Ipak, ovo skromno smanjenje
veli¢ine Cestica usled prisustva vece koliCine surfaktanta po jedinici masne faze nije dovoljno kako
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bi se objasnilo smanjenje veli€ine Cestica od oko 30 nm kada se koli¢ina masne faze smanji sa 10 %
na 5 %. Pri koriS¢enju duplo manje koli¢ine surfaktanata (PCLP 4:6 C) ili potpunog isklju¢ivanja
polisorbata 80 iz formulacije (PCLP 4:6 D), ostavljajuci lecitin kao jedini stabilizator disperzije,
moze se uociti porast u veli¢ini Cestica za nesSto visSe od 10 nm. Interesantno, iako se smatra da
upotreba samo fosfolipida, bez dodatka drugih voluminoznih surfaktanata/kosurfaktanata kao
sternih stabilizatora, ne mogu da dovedu do zadovoljavajuce stabilizacije nanoemulzija (Klang i
Valenta, 2011; Salminen 1 sar., 2014), bilo je moguce napraviti formulaciju PCLP 4:6 D
koriS¢enjem samo lecitina kao surfaktanta. Razlog tome moze biti parcijalna amfifilnost tecnog
lipida Capryol® 90, koji bi mogao da preuzme ulogu kosurfaktanta i olakia stabilizaciju
medupovrSinskog filma. Posmatrajuéi sve rezultate, koli¢ina surfaktanta u formulacijama nije imala
tako izraZeni efekat na veliCinu Cestica kao Sto su to imali koliCina masne faze 1 odnos ¢vrstog i
teCnog lipida u formulacijama.

Poredenjem formulisane nanoemulzije CLP 10 i nanostrukturiranog lipidnog nosa¢a PCLP
4.6, koji sadrZe isti maseni udeo surfaktanata i masne faze, a razlikuju se po tome §to se ukupna
koli¢ina masne faze u nanoemulziji sastoji samo od te¢nog lipida, moZe se uocCiti to da je
izbacivanjem Cvrstog lipida dobijena neSto manja veli¢ina kapi unutrasnje faze kod nanoemulzije.

Imajuéi u vidu to da je PCS pouzdana tehnika za odredivanje veli¢ine Cestica koje se kre¢u u
nanometarskom opsegu, odabrane formulacije su dodatno analizirane koriS¢enjem komplementarne
metode laserske difrakcije, kojom se moze detektovati prisustvo velikih agregata mikrometarskih
dimenzija. LD tehnikom potvrdena je unimodalna distribucija cCestica i odsustvo Cestica
mikrometarske veli¢ine kod skoro svih formulacija (Tabela 4-11). Izuzetak je formulacija PCLP 4:6
kada se tokom proizvodnog postupka primenjuje pritisak od 500 bara umesto 800 bara (PCLP 500
bara). Kod nje je vrednost parametra d (0,9) u mikrometarskom opsegu (44,2 um, Tabela 4-11).
Ovaj parametar ukazuje na to da 10 % cestica ima dijametar Cestica ve¢i od date vrednosti, te se
stoga moze zakljuciti prisustvo odredenih agregata mikrometarskih veli¢ina u ovoj formulaciji.
Sli¢no tome, moZe se primetiti relativno velika vrednost zapreminskog srednjeg precnika (D [4,3])
formulacije PCLP 4:6 D (1,423 um, Tabela 4-11), kod koje je izbafen polisorbat 80 kao sterni
stabilizator, ve¢ sadrzi iskljucivo lecitin kao surfaktant. S obzirom na to da je vrednost d (0,9) ove
formulacije 0,205 um, moze se zakljuciti da je u ovoj formulaciji primeceno prisustvo relativno
velikih agregata, ali u dosta manjoj koli¢ini nego kod formulacije PCLP 500 bara. Bez obzira na to,
ovo moZe ukazati na to da lecitin, uprkos prvobitnim zadovoljavaju¢im rezultatima, nije adekvatan
za stabilizaciju nanostrukturiranih lipidnih Cestica kada se primenjuje bez dodatka odgovarajucih
sternih stabilizatora kao $to je polisorbat 80.
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Tabela 4-10 Fizickohemijska karakterizacija odabranih formulacija nanostrukturiranih lipidnih ¢estica i nanoemulzije sa ili bez takrolimusa (TAC):
veli¢ina Cestica, indeks polidisperziteta i zeta potencijal. Inicijalne vrednosti i vrednosti nakon skladiStenja na sobnoj temperaturi u trajanju od tri (*) ili
Sest meseci (°). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost  standardna devijacija, n=3.

Formulacija Velicina Cestica (nm) Indeks polidisperziteta Zeta potencijal (mV)
Inicijalno Nakon skladiStenja Inicijalno Nakon skladiStenja Inicijalno Nakon skladiStenja

PCLP 6:4 182,23 + 1,54 026 *= 0,02 -34,30 0,26

PCLP 5:5 154,53 + 232 025 =+ 0,02 3449 = 0,13

PCLP 4:6 14300 + 142 14033 + 212 ° 023 =+ 001 017 + 001 ° 36,97 + 045 37,77 £ 090 °
PCLP 2:3 112,17 += 0,35 108,47 + 1,01 ° 025 + 000 020 =+ 001 ° 36,53 + 1,10 -3557 + 135 °
PCLP 4:6 B 137,87 = 292 153,63 + 067 ° 023 + 002 022 =+ 004 ° 3920 + 1,22 -3683 + 040 °
PCLP 4:6 C 151,27 + 240 149,50 + 459 ° 020 + 000 019 =+ 003 ° 31,60 = 026 -3680 + 147 °
PCLP 4:6 D 151,97 + 2,02 15403 + 272 ° 019 * 002 023 + 005 ° -39,50 + 248 3787 + 058 °
PCLP 4:6 TAC 14323 * 1,08 14033 + 1,00 ° 021 + 001 015 =+ 001 ° 3560 + 0,50 -37,30 = 044 °
CLP 10 127,03 + 2,52 12420 + 1,66 * 020 =+ 0,01 o022 =+ 002 *° -3533 £ 0,55 -38,00 =+ 1,55 °
CLP 10 TAC 135,13 = 1,15 14343 + 1,65 * 0,19 =+ 003 024 =+ 000 *° 34,10 £ 036 -37,00 * 1,68 *
PCLP 500 bara 147,80 *= 1,15 137,57 + 0,57 ° 021 * 002 0,19 =+ 002 *° -36,03 + 1,80 -38,73 + 035 *°
PCLP 10 ciklusa 144,67 + 0,51 14793 + 060 ° 023 + 002 019 =+ 002 ° 3583 £ 0,78 -3790 =+ 3,10 °

4 _ nakon tri meseca
® _ nakon Sest meseci
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Slika 4-15 LD dijametri kapi/Cestica odabranih formulacija prikazani kao vrednosti d (0,1),d (0,5)id
0,9).

Rezultati analize odabranih formulacija laserskom difrakcijom je izuzetno znacajan jer
dodatno potvrduje vaznost koriS¢enja komplementarnih metoda u cilju odredivanje veliine Cestica
kod termodinamicki nestabilnih sistema kao $to su nanoemulzije i nanostrukturirane lipidne Cestice.
Ipak je vazno napomenuti da je studija odredivanja veliine Cestica primenom LD tehnike
sprovedena mesec dana nakon izrade formulacija, te se ne moze detaljno potvrditi da li je prisustvo
agregata mikrometarskog opsega posledica nestabilnosti formulacija odmah nakon izrade, ili
posledica skladiStenja formulacije u periodu od mesec dana.
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Tabela 4-11 Veli¢ina Cestica i raspodela veli¢ina Cestica odabranih nanostrukturiranih lipidnih nosaca i nanoemulzija koris¢enjem LD tehnike

Zapreminski  PovrSinski
_ srednji srednji d (0,1) d (0.5) d (0,9) Sirina

Formulacija ~ precnik precnik (um) (um) (um) raspodele

D[43] (um) D3, 2]um)
PCLP 5:5 0,782 0,117 0,074 + 0,006 0,130 = 0,003 0216 £ 0,002 1,097
PCLP 2:3 0,123 0,112 0,079 + 0,001 0,118 = 0,002 0,174 + 0,002 0,811
PCLP 4:6 0,129 0,114 0,076 + 0,000 0,121 £+ 0,002 0,192 + 0,002 0,956
PCLP4:6B 0,129 0,114 0,077 + 0,001 0,122 + 0,000 0,191 + 0,003 0,937
PCLP4:6C 0,130 0,115 0,076 + 0,000 0,123 = 0,000 0,194 + 0,000 0,959
PCLP 4:6 D 1,423 0,113 0,071 + 0,001 0,121 £+ 0,001 0,205 + 0,004 1,107
PCLP 500
bara 13,062 0,133 0,083 + 0,000 0,130 = 0,001 44,17 + 7,77 33857
PCLP 10
ciklusa 0,137 0,120 0,078 + 0,001 0,130 = 0,001 0,206 £ 0,002 0,985
CLP 10 0,311 0,114 0,071 + 0,002 0,123 + 0,001 0216 + 0,002 1,179
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4.3.2.2 Odredivanje zeta potencijala

Zeta potencijal je vrlo vaZzan parametar karakterizacije termodinamicki nestabilnih koloidnih
sistema, kojim se moZe proceniti naelektrisanje kapi/Cestica i njihovo elektrostaticko odbijanje koje
dovodi do stabilizacije koloidnog sistema. Zapravo, prema DLVO teoriji, kako bi se osigurala
prihvatljiva kineticka stabilnost sistema kao $to su nanoemulzije 1 nanostrukturirani lipidni nosaci,
neophodno je da elektrostaticko odbijanje izmedu kapi/Cestica nadvlada privlatne Van der Valsove
sile. Zeta potencijal zavisi od raznih faktora kao S$to su odabir surfaktanata i kosurfaktanata i
prisustvo naelektrisanih grupa na njihovoj povrsini, dimenzija kapi/Cestice, karakteristike rastvora u
kojem se kapi/Cestice nalazi, poput pH, temperature, prisustva elektrolita i provodljivosti itd.
Generalno je zastupljeno glediSte da apsolutne vrednosti zeta potencijala vece od 30 mV
obezbeduju zadovoljavajuce elektrostaticko odbijanje ¢ime se obezbeduje stabilnost ovih sistema
(Han 1 sar., 2008).

Rezultati merenja zeta potencijala nanoemulzija i nanostrukturiranih Cestica dati su u tabeli
Tabela 4-10. Kao Sto je ranije pomenuto, odredivanje zeta potencijala kod mikroemulzija nije
potrebno buduci da su to termodinamicki stabilni sistemi. Sve ispitivane formulacije imale su zeta
potencijal nizi od -30 mV §to znaci da je negativno elektrostaticko odbijanje dovoljno jako da spreci
agregaciju kapi/Cestica. Imajuci u vidu da je kao surfaktant koriS¢en lecitin, koji moze da sadrzi
negativno naelektrisane fosfolipide koji obezbeduju povrSinsko naelektrisanje, ne iznenaduje da
ispitivane nanoformulacije imaju dobra elektrohemijska svojstva. Poredenjem formulacija sa i bez
koris¢enog polisorbata 80 kao sternog stabilizatora (PCLP 4:6, PCLP 4:6 D), moZe se uociti da ne
dolazi do znacajne promene u vrednostima zeta potencijala. Takode, vrednosti zeta potencijala
nanoemulzije i nanostrukturiranog lipidnog nosac¢a se ne razlikuju znacajno, Sto ukazuje da
prisustvo tecnog ili smeSe ¢vrstog i te€nog lipida nisu uticali na elektrohemijska svojstva povrSine
kapi/Cestica. Sli¢no, inkorporiranje takrolimusa u formulacijama nije znacajno uticalo na zeta
potencijal, Sto je 1 ocekivano, jer se njegova lokalizacija ocekuje u dubljim slojevima masne faze, a
ne na povrsini medupovrSinskog filma.

4.3.2.3 Merenje pH i provodljivosti

Kao $to je pomenuto ranije, pH je izuzetno znaCajan parametar za osiguranje stabilnosti
aktivne supstance u ovim formulacijama. Pokazano je da je stabilnost takrolimusa loSa u baznoj
sredini (Skak i Hansen, 2016), pa je tako poZeljno bilo da se obezbedi stabilan i blago kiseo pH u
ovim sistemima.

Rezultati provodljivosti i pH dati su u tabeli Tabela 4-12. Iz prilozenog se vidi da pH malo
varira izmedu ovih formulacija, a da njegova vrednost inverzno korelira sa koli¢inom lipidne faze.
Visoki maseni udeo te¢nog lipida Capryol® 90 korelira sa ne$to nizom pH vrednoiéu formulacija.
Sve pH vrednosti prihvatljive su za dermalnu primenu ovih formulacija.

Merenjem provodljivosti formulacija, moze se zapaziti da formulacija koja ima najveci
sadrzaj lecitina (PCLP 4:6 B) ima i najvecu provodljivost (Tabela 4-12). Ovo je i ocekivano,
imaju¢i u vidu da naelektrisane Cestice prisutne u ovim sistemima, kao i razli¢ite naelektrisane
necistoe normalno prisutne u lecitinu, znacajno doprinose provodenju struje kroz koloidnu
disperziju. S druge strane, formulacija PCLP 6:4, koja ispoljava najveci viskozitet, ima i najmanju
provodljivost jer je provodenje struje kroz vodenu fazu oteZano usled visokog viskoziteta
formulacije.

4.3.2.4 ReoloSka merenja i zapaZanja

S obzirom na to da je tokom preformulacionih studija identifikovano geliranje razlicitih
formulacija kao indikator nestabilnosti dobijenih sistema, od velike je vaznosti merenje i pracenje
viskoziteta nanostrukturiranih lipidnih formulacija. Ispitivane formulacije pokazale su se kao vrlo
nezahvalan model sistem za reoloSka ispitivanja koriS€enjem iste metode koja je koriS€enja u
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reoloSkoj analizi mikroemulzija, jer su neke od NLC formulacija bile izuzetno visoke viskoznosti i
njima nije bilo prakti¢no moguce izmeriti viskozitet pomenutom metodom.

Krive tecenja formulacija, u vidu zavisnosti napona smicanja od brzine smicanja, prikazane su
na slici

Slika 4-16, dok je zavisnost viskoziteta formulacija 1 brzine smicanja prikazana na slici Slika
4-17. Vrednosti prividnog viskoziteta formulacija pri brzini smicanja od 375 s™' date su u tabeli
Tabela 4-12. Analizom dobijenih rezultata moZe se uociti to da je odabir formulacionih parametara
znacajno uticao na reoloske karakteristike datih formulacija.

Naime, poredenjem formulacija sa razli¢itim odnosom ¢vrstog i tecnog lipida (PCLP 6:4,
PCLP 5:5, PCLP 4:6), moze se zakljuciti da ve¢i maseni udeo ¢vrstog lipida doprinosi povecanju
viskoziteta nastalih nanostrukturiranih lipidnih Cestica. Naime, viskozitet formulacije PCLP 6:4 je
bio toliko veliki da ovaj uzorak nije mogao biti analiziran koris¢enom metodologijom. Zapravo, ve¢
nekoliko dana nakon skladiStenja ove formulacije, doSlo je do njene promene iz te¢nog u polu¢vrsto
stanje. Kako je interes ove studije odabir iskljucivo teCnih, stabilnih formulacija, dalja ispitivanja sa
ovom formulacijom nisu sprovedena. S druge strane, smanjenje masenog udela ¢vrstog lipida, kao i
potpuno iskljucivanje ¢vrstog lipida iz formulacije i posledi¢no nastajanje nanoemulzija, dodatno je
smanyjilo prividni viskozitet formulacija (Tabela 4-12).
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Slika 4-16 Krive te¢enja nanostrukturiranih lipidnih ¢estica i nanoemulzija. TAC u nazivu formulacije
ukazuje na prisustvo inkorporiranog takrolimusa.
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Tabela 4-12 pH, provodljivost i viskozitet nanostrukturiranih lipidnih Cestica i nanoemulzija, inicijalne vrednosti i vrednosti nakon skladistenja na sobnoj
temperaturi u trajanju od 3 meseca (a) ili 6 meseci (b)

.. pH Provodljivost (uS/cm) S

Formulacija L b o b Viskozitet
Inicijalno Nakon skladistenja ® Inicijalno Nakon skladistenja * (mPa*s)

PCLP 6:4 452 + 001 - 5253  + 067 - -
PCLP 5:5 458 + 001 - 68,13 + 040 - 1040 + 0,83
PCLP 4:6 461 + 001 406 =+ 002 ° 69,60 + 098 90,33 + 031 ° 6,87 £ 0,09
PCLP 2:3 477 + 002 406 £ 0,02 ° 63,13 + 085 7557 + 035 ° 3,01 + 0,00
PCLP 4:6 B 462 + 003 411 + 008 ° 95,70 + 0,17 107,87 + 029 ° 23,61 + 0,28
PCLP 4:6 C 458 + 002 410 + 002 ° 6583 + 0,51 89,93 + 021 ° 5,62 £ 0,74
PCLP 4:6 D 452 + 001 395 + 004 ° 6543 + 0,14 6537 + 006 ° 7,85 £ 0,55
PCLP4:6 TAC 442 + 0,02 3,8 =+ 002 ° 70,73 + 0,15 75,80 + 036 ° 6,80 + 034
CLP 10 422  + 002 407 + 001 °® 76,87 + 0,70 84,73 + 0,64 *° 5,23 + 0,00
CLP 10 TAC 438 + 002 410 =+ 002 ° 7493  + 0,12 8593 + 147 ° 438 + 028
PCLP 500 bara 4,55 + 0,02 430 + 001 ° 66,37 + 3,00 74,57 + 0,55 ° 6,47 + 0,09
PCLP 10
ciklusa 454 + 002 379 + 008 ° 6730 + 0,14 81,80 + 044 ° 7,26 £ 0,09

4 _ nakon tri meseca
® _ nakon $est meseci
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Dalje, poredenjem formulacija koje sadrZe isti maseni odnos ¢vrstog i te¢nog lipida, ali
razli¢iti ukupni maseni udeo lipida (formulacije PCLP 4:6 i PCLP 2:3, sa 10 %, odnosno 5 %
lipidne faze, respektivno), moZe se zakljuciti da smanjenje ukupne koli¢ine lipida dovodi do
znacajnog smanjenja viskoziteta formulacije. Dodatno, iako sve formulacije koje sadrze 10 % lipida
pokazuju nenjutnovski tip te€enja, odnosno korelacija izmedu napona smicanja i brzine smicanja
nije linearna, i odredeno pseudoplasticno ponaSanje, formulacija PCLP 2:3, koja sadrZi 5 % masne
faze pokazuje njutnovski tip teCenja (koeficijent linearne korelacije R? = 0,999). Ovo je vrlo
interesantan rezultat koji ukazuje na to da se promenom koli¢ine masne faze moZe uticati na tip
teCenja i generalno reoloSke karakteristike formulacija.

Pracenjem promene reoloskog ponaSanja u zavisnosti od masenog udela surfaktanata, moze se
uociti da formulacija sa najviSim udelom surfaktanata (PCLP 4:6 B) ispoljava najvisi prividni
viskozitet, kao i najvecu promenu viskoziteta u zavisnosti od brzine smicanja. Sli¢na zapaZanja su i
ranije napravljena (Zhou i sar., 2010), Sto otklanja sumnju da je u pitanju artefakt studije. S obzirom
na to da lecitin moZe da dovede do geliranja formulacija, kao Sto je i u nasem ispitivanju uoceno
prilikom izrade mikroemulzija, moZe se smatrati da je on dominantno odgovoran za primecene
razlike u viskozitetu. Interesantno, uoceno je da formulacija PCLP 4:6 D, koja sadrZi samo lecitin, a
ne i polisorbat 80 kao surfaktant, ispoljava u odredenoj meri reopeksiju, odnosno, tokom analize
dolazi do promene viskoziteta tako da je prividni viskozitet formulacije na kraju analize veci od
prividnog viskoziteta formulacije na po€etku analize (Slika 4-17). Ovaj fenomen moZe indikovati
nestabilnost pomenute formulacije i odredene strukturne promene do kojih dolazi usled izlaganja
sili smicanja.

—a— PCLP 5:5
—e— PCLP 4:6
- —a&— PCLP 4:6 B
24 - v PCLP46C
J —4— PCLP 2:3
20 - —»— PCLP 4:6 10 ciklusa
- 18- —&— PCLP 4:6 500 bara
[7s) | —*— PCLP 4:6 TAC
‘© 16- e CLP10
al 1 -—@ CLP 10 TAC
£ 14-
‘N 104
g d
v °
> 6-
44
5

| ! I ! I b 1 ! I ’ I g | . I h |
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Brzina smicanja (s™)

Slika 4-17 Promena viskoziteta nanostrukutiriranih lipidnih nosa¢a i nanoemulzija u zavisnosti od
brzine smicanja. TAC u nazivu formulacije ukazuje na prisustvo takrolimusa u toj formulaciji.
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Variranje procesnih parametara, kao Sto su broj homogenizacionih ciklusa i pritisak tokom
homogenizacije, nisu znacajno uticali na reoloske karakteristike razvijenih nosaca. Nasuprot tome,
tre¢i procesni parametar koji je variran u nasoj studiji - naglo hladenje formulacija nakon izrade -
doveo je do intenzivnog geliranja i nastajanja poluc¢vrste formulacije, iako je njen sadrzaj isti kao
sadrzaj u formulaciji PCLP 4:6. Ovo je interesantan rezultat, jer je oCekivano da ¢e brzo hladenje
formulacije dovesti do nastajanja Cestica manje veli¢ine. Medutim, u naSoj studiji se naglo hladenje
pokazalo kao nepoZeljno, te stoga ovaj proces nije dalje ispitivan. Moguci uzrok tome je nastajanje
razli¢itih polimorfnih oblika ¢vrstog lipida usled naglog hladenja (Hamdani i sar., 2003), koji su
uzrokovali geliranje sistema.

4.3.2.5 Stabilnost nanostrukturiranih lipidnih Cestica i nanoemulzija

U literaturi se mogu naci podaci o stabilnosti razli¢itih nanostrukturiranih lipidnih Cestica i
nanoemulzija u periodu od par dana do par nedelja. Kako bi se Sto bolje ispitala stabilnost
razvijenih nosaca, u ovoj studiji je stabilnost formulacija pracena tokom Sest meseci skladiStenja na
sobnoj temperaturi, zaStiCenih od svetlosti, 1 velike razlike su uo¢ene u ponasanju uzoraka tokom
vremena.

Najpre, najveci broj formulacija odbacen je iz daljeg ispitivanja usled promena u reoloskim
karakteristikama, pri ¢emu je formulacija PCLP 6:4 gelirala u toku prvog meseca uz pojavu
nehomogenih oblasti unutar uzorka, koje ukazuju na mogucnost agregacije Cestica. Formulacija
PCLP 5:5 gelirala u neSto manjoj meri oko dva meseca nakon njene izrade, i to bez vizuelno
uocljive pojave nehomogenosti u uzorku. Formulacije sa nizim sadrZajem c¢vrstog lipida nisu
pokazale znacajne promene tokom skladiStenja, ali je primeceno da i u njima moZe do¢i do geliranja
ukoliko su male koli€ine uzoraka ¢uvane u epruvetama koje ne omogucavaju adekvatnu zastitu od
prodiranja vazduha i isparavanja vode.

Dalje, sli¢no kao 1 kod mikroemulzija, tokom studije stabilnosti jasno je uofena promena u
pH vrednosti i provodljivosti formulacija (Slika 4-18). Iako formulacije sadrZe butilhidroksitoluen
kao antioksidans, pad pH vrednosti i porast provodljivosti u skladu su sa teorijskim modelom u
kojem postepena oksidacija i degradacija lipida i surfaktanata dovodi do pojave organskih kiselina i
slobodnih protona u smeSama.

5.0 - Inicijalno 120 -
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Slika 4-18 Graficki prikaz promene pH vredosti i provodljivosti ispitivanih nanostrukturiranih
lipidnih Cestica i nanoemulzija tokom skladiStenja (srednja vrednost + standardna devijacija, n = 3).

Sli¢no tome, uoceno je da apsolutna vrednost zeta potencijala kod odredenih formulacija
vremenom raste (Tabela 4-10), odnosno estice postaju dodatno negativno naelektrisane, verovatno
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zbog postepenog formiranja slobodnih masnih kiselina usled hidrolize fosfolipida iz lecitina, ¢ime
se povecava bruto naelektrisanje povrSine Cestica. Sli¢ni rezultati zapaZeni su i od strane drugih
istrazivackih grupa (Klang 1 Valenta, 2011).

Velicina Cestica i indeks polidisperziteta, odredeni koriS¢enjem PCS tehnike, nisu se znacajno
promenili tokom skladiStenja nanostrukturiranih lipidnih ¢estica na sobnoj temperaturi u trajanju od
6 meseci (Tabela 4-10). Ipak, rezultati dobijeni koriS¢enjem laserske difrakcije (Tabela 4-11, Slika
4-15) ukazuju na pojavu agregata nakon mesec dana skladiStenja formulacija PCLP 500 bara, kod
koje je pritisak tokom homogenizacije smanjen sa 800 na 500 bara, i formulacije PCLP 4:6 D, koja
ne sadrZi polisorbat 80 kao sterni stabilizator. Ipak, s obzirom na to da nije bilo moguce sprovesti
analizu ovih formulacija metodom laserske difrakcije odmah nakon izrade, nije sigurno da li su ovi
agregati posledica Cuvanja formulacija tokom mesec dana, ili su nastali odmah nakon izrade
formulacije.

Sli¢no tome, kod odabrane nanoemulzije CLP 10 doslo je do formiranja krupnijih uljanih kapi
koje su se i vizuelno mogle uociti tokom cetvrtog meseca skladiStenja, te je studija stabilnosti ove
formulacije obustavljena nakon tri meseca skladiStenja. Ovaj rezultat je vrlo znacajan jer istice
veliku razliku u stabilnosti komparabilnog nanostrukturiranog lipidnog nosafa i nanoemulzije.
Zapravo, budu¢i da su formulacije PCLP 4:6 i CLP 10 izradene koriS¢enjem istih procesnih
parametara, iste koli¢ine surfaktanata i lipidne faze, s tim Sto je Cvrsti lipid u potpunosti zamenjen
teCnim lipidom u nanoemulziji, moZe se zakljuciti to da se, u naSem ispitivanju, NLC pokazao kao
stabilniji u poredenju sa nanoemulzijom zahvaljuju¢i prisustvu cvrstog lipida u masnoj fazi i
posledi¢no ¢vrstog lipidnog matriksa - nanocestica, koje su manje podloZne fenomenu Ostvaldovog
sazrevanja u poredenju sa nanoemulzijama, pri ¢emu dolazi do inkorporacije manjih kapi/Cestica u
vece kapi/Cestice 1 posledicne destabilizacije sistema.

Interesantno je takode uporediti dve formulacije koje imaju isti odnos ¢vrste i tecne lipidne
faze, a razliciti ukupni maseni udeo lipidne faze (PCLP 4:6 1 PCLP 2:3). Osim §to imaju, kao Sto je
ranije navedeno, razliitu veliinu Cestica, u skladu sa rezultatima predstavljenim u tabeli Tabela
4-10, zanimljivo je da su uocene odredene razlike u stabilnosti ove dve formulacije. Ve¢ nakon tri
meseca u formulaciji PLCP 2:3 uocena je promena boje celog sistema ka Zutom, a ta promena je
postajala intenzivnija tokom naredna tri meseca. Sli¢an fenomen je opisan u literaturi i pripisuje se
postepenoj oksidaciji butil hidroksitoluena tokom skladistenja (Nieva-Echevarria i sar., 2014). Osim
toga poznato je i da su produkti oksidacije lecitina blago Zute boje. Efekat koji je zapazen ovde,
verovatno je posledica oba ova procesa. lako su procesne i formulacione varijable u ove dve
formulacije slicne (isti pritisak prilikom homogenizacije, isti broj ciklusa homogenizacije, ista
koncentracija surfaktanata, itd.) treba imati u vidu da, kada se obraCuna relativna koli¢ina
stabilizujucih supstanci, ona je vec¢a u formulaciji PLCP 2:3, upravo jer je koli¢ina ukupnih lipida
manja, te je tako dostupnost surfaktanata u relativnom smislu veca u toj smesi. Slicno vazi i za
koncentraciju butil hidroksitoluena u lipidnoj fazi, jer je koli¢ina dodatog butil hidroksitoluena ista,
ali je koli¢ina lipidne faze manja u formulaciji PLCP 2:3, te je relativna koncentracija dostupnog
butil hidroksitoluena vec¢a. Posledica svega ovoga je da usled relativno visoke koncentracije butil
hidroksitoluena u lipidnoj fazi formulacije PCLP 2:3, oksidacija ove supstance vodi do intenzivne i
lako uocljive promene boje sistema. lako se ova promena ne smatra kriticnom u pogledu isporuke
lekovite supstance, ona sugeriSe odredeni vid nestabilnosti sistema, koji se moze okarakterisati kao
nepoZeljan od strane potencijalnih korisnika.

Iako je potrebna opSirnija studija stabilnosti ovih sistema, odredene smernice za takvo
istraZzivanje mogu se dobiti i iz dobijenih rezultata. Iz dostupnog istraZzivackog iskustva, moglo bi se
hipotetisati da prisustvo ¢vrstog lipida u manjoj koli¢ini moze biti faktor u stabilizaciji ovakvih
sistema. Uslovi skladiStenja, a prvenstveno prisustvo vazduha, smatraju se vaznim faktorima koji
doprinose kolapsu ovakvih sistema tokom vremena i dovode do formiranja gelova. Interesantno,
iako ne sadrZe odredene konzervanse ili kratkolanc¢ane alkohole koji imaju antisepti¢ni efekat, nije
uocena mikrobioloska kontaminacija uzoraka tokom studije stabilnosti. To se moze pripisati
koriS¢enjem visoko preciScenih ekscipijenasa, koriS¢enjem toplote tokom izrade formulacija, kao 1
dobrom zaptivanju sistema zatvaranja kontejnera.
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4.3.2.6 Selekcija kljucnih parametara formulacije

Na osnovu izloZenih rezultata fizickohemijskih ispitivanja, odlu¢eno je da se u dalji tok
studije ukljuce formulacije koje imaju niZi viskozitet i bolju stabilnost, a opet dovoljnu koli¢inu
teCnog lipida kako bi teorijski bilo moguce inkorporirati lekovitu supstancu u Zeljenoj koli¢ini. Kao
kljuni parametri u izradi nanostrukturiranih lipidnih cestica identifikovani su odnos ¢vrstog i
teCnog lipida i totalni udeo lipidne faze, dok je kao klju¢ni procesni parametar identifikovana brzina
hladenja nakon homogenizacije. Premda nije utvrden znacCajan efekat pritiska tokom
homogenizacije i odsustva sternog stabilizatora na skoro sve ispitivane fizickohemijske
karakteristike, rezultati odredivanja veli¢ine Cestica primenom LD tehnike ukazuju na moguénost
prisustva nezanemarljive koli¢ine mikrometarskih Cestica u formulacijama mesec dana nakon njene
izrade, kada je pritisak homogenizacije smanjen sa 800 na 500 bara, odnosno kada je sterni
stabilizator iskljuen iz formulacije. Broj primenjenih ciklusa tokom homogenizacije nije se
pokazao znacajnim u ovoj studiji.

Formulacije PLCP 4:6 i CLP 10, izradene primenom pritiska od 800 bara i pet
homogenizacionih ciklusa, odabrane su kao najperspektivniji nosaci za inkorporaciju takrolimusa i
sprovodenje daljih ispitivanja.

4.3.2.7 Inkorporacija takrolimusa u nanostrukturirane lipidne Cestice i nanoemulzije

Za razliku od mikroemulzija, kod kojih se takrolimus moZe inkorporirati bilo tokom izrade
formulacije ili u gotovu, prethodno izradenu mikroemulziju zahvaljujuéi dinamickom ponaSanju
ovih sistema i velikoj koli¢ini surfaktanta i kosurfaktanta, inkorporacija takrolimusa u
nanostrukturirane lipidne cestice 1 nanoemulzije mora se vrSiti za vreme izrade formulacija,
rastvaranjem u (otopljenoj) masnoj fazi pre homogenizacije pod visokim pritiskom.

Inkorporacija takrolimusa nije dovela do znaCajne promene fiziCkohemijskih karakteristika
nosaca. Ipak, interesantan rezultat dobijen je poredenjem veli¢ine kapi/Cestica nanoemulzije i
nanostrukturiranog lipidnog nosaca sa i bez inkorporiranog takrolimusa (Tabela 4-10). Naime,
inkorporacija takrolimusa u nanostrukturirani lipidni nosa¢ nije uticala na promene veliCine Cestica
prisutnih u sistemu ili indeksa polidisperziteta. S druge strane, dodavanje takrolimusa nanoemulziji
dovelo je do odredenog povecanja kapi unutrasSnje faze i to za oko 8 nm. lako se ova razlika ne
moze smatrati znacajnom, interesantno je da je prisustvo te¢ne masne faze u nanoemulzijama manje
robusno i podloZnije uvecanju kapi usled prisustva voluminoznog takrolimusa, dok se ¢vrste lipidne
Cestice izgradene od smese ¢vrstog i teCnog lipida bolje odupiru ovoj promeni.

Efikasnost inkorporacije takrolimusa odredena je razvijenom metodom koja je opisana u
poglavlju 3.2.6.5. Tokom ispitivanja efikasnosti inkorporacije, uoceno je da lipidne faze (smeSa
¢vrstog 1 tecnog lipida kao i sam tecni lipid) imaju niZu gustinu od vode, te je stoga masna faza
izdvojena iznad vodene faze nakon centrifugiranja uzoraka. Koncentracija takrolimusa u vodenoj
fazi uzoraka bila je niza od limita kvantifikacije koriS¢ene UHPLC-MS/MS (5 ng/mL). S obzirom
na to da nije uoceno prisustvo kristala takrolimusa na dnu tuba, viSe od 99 % takrolimusa
inkorporirano je u masnoj fazi. Ovo je vrlo interesantan rezultat s obzirom na to da je inkorporacija
takrolimusa u razliite nanocCestice rezultovala varijabilnom i znaCajno niZom efikasnoS¢u
inkorporacije (Khan i sar., 2016; Nam i sar., 2011; Yu i sar., 2018). Razlog ovako visoke
efikasnosti inkorporacije takrolimusa verovatno lezi u njegovoj dobroj rastvorljivosti u inovativno
odabranom tecnom lipidu, kao i u tome da je sadrzaj teCnog lipida ciljano relativno veliki u
nanostrukturiranom lipidnom nosacu, kako bi se smanjio rizik od ekspulzije takrolimusa. Naime,
NLC je ciljano izabran kao jedan od ispitivanih nanonosaca u ovim istrazivanjima imaju¢i u vidu da
ima veci kapacitet inkorporacije lekovitih supstanci od ¢vrstih lipidnih nanocestica zbog prisustva
teCnog lipida koji dovodi do formiranja imperfekcija u lipidnom matriksu i smanjuje ekspulziju
aktivnih supstanci (Beloqui i sar., 2016; Montenegro i sar., 2016; Miiller i sar., 2002). Osim toga,
Zeljena terapijska koncentracija takrolimusa u svim formulacijama je relativno niska (0,1 %, po
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ugledu na referentni preparat sa najviSom koncentracijom takrolimusa), $to takode olakSava njegovu
potpunu inkorporaciju.

Dalje, nanostrukturirani lipidni nosa¢ PCLP 4:6 1 nanoemulzija CLP 10 sa inkorporiranim
takrolimusom analizirani su koriS¢enjem DSC tehnike (Slika 4-19). Ispitivane formulacije sa
takrolimusom ispoljavaju prisustvo endotermnog pika u temperaturnom opsegu od 90°C do 120°C,
koji se javlja usled evaporacije vodene faze, dok u ovim nanonosa¢ima nije uoceno prisustvo
endotermnog pika na temperaturi izmedu 128°C i 142°C koji bi odgovarao topljenju takrolimusa
(Patel i sar., 2013; Zidan i sar., 2011), Sto ukazuje na to da je takrolimus potpuno rastvoren u ovim
formulacijama. Fizicko stanje takrolimusa dodatno je potvrdeno posmatranjem uzoraka pod
polarizacionim mikroskopom, pri ¢emu nije uo¢eno postojanje kristala u formulacijama.
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Slika 4-19 DSC-krive zagrevanja (topljenja) takrolimusa, kao i nanostrukturiranih lipidnih ¢estica
(PCLP 4;6) i nanoemulzije (CLP 10) sa inkorporiranom lekovitom supstancom.
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4.4  Rezultati i diskusija Cetvrte faze ispitivanja

4.4.1 Procena bezbednosnog profila/iritacionog potencijala placebo mikroemulzionih
formulacija primenom in vivo biofizi¢kih merenja kriti¢nih parametara stanja koze

Procena bezbednosnog profila/iritacionog potencijala formulacija od izuzetne je vaZnosti u
ispitivanjima preparata za dermalnu primenu, pogotovu ukoliko su oni namenjeni u lecenju stanja ili
promena usled kojih ve¢ postoje odredeni poremecaji u strukturi koze, kao Sto je to atopijski
dermatitis ili psorijaza. Iako su formulacije u ovoj studiji razvijene koriS¢enjem biokompatibilnih 1
bezbednih ekscipijenasa, koli¢ina surfaktanta i kosurfaktanata prisutnih u mikroemulzijama
predstavljaju faktor rizika za iritaciju koZe. Zbog toga je vrlo znacajno proceniti njihov iritacioni
potencijal. S obzirom na to da je takrolimus izuzetno snazan imunosupresiv, nije eticki opravdano u
ovoj fazi preliminarnih ispitivanja primenjivati formulacije sa takrolimusom na humanim
dobrovoljcima. Zbog toga je sprovedeno ispitivanje koris¢enjem placebo nosaca - mikroemulzija
bez inkorporirane lekovite supstance.

Rezultati ispitivanja prikazani su na slici Slika 4-20 i izraZeni su kao apsolutna promena
pracenog parametra (eritema indeksa, transepidermalnog gubitka vode i hidratacije stratum
corneum-a) kod svakog ispitanika u poredenju sa bazalnim vrednostima izmerenim pre tretmana
koze.

Generalno, sve ispitivane mikroemulzije su pokazale zadovoljavaju¢e bezbednosne profile i
odsustvo iritacionog potencijala nakon 24-¢asovne studije pod okluzijom. Poredenjem formulacije
ECV 35 1 ICV 35, koje se razlikuju jedino po tipu primarnog kosurfaktanta, moze se uociti da
primenjeni kosurfaktant (etanol ili izopropanol) nije ispoljio znacajne razlike u vrednostima
ispitivanih parametara. To je i ocekivano, budu¢i da se oba kosurfaktanta intenzivno koriste u
formulacijama za primenu na koZi. Takode, nije uofena znacajna razlika izmedu formulacije ICV
351 ICV 60, pri ¢emu ICV 60 sadrzi oko 30 % manje surfaktanta i kosurfaktanta.

Statisticki zna€ajna promena dobijena je samo za hidrataciju stratum corneum-a prilikom
aplikacije formulacije ECPG 70 i to u poredenju sa bazalnim vrednostima i netretiranim
kontrolama. Takode, moguce je uociti odredeni trend u porastu transepidermalnog gubitka vode
prilikom primene ove formulacije, ali bez statistiCke znacajnosti. Slicno, uocen je trend u promeni
ovih biofizickih parametara nakon aplikacije formulacije ICPG 70 koji nije statisticki znacajan.
Dodatno, tri ispitanika su prijavila povremeni i blagi ose¢aj peckanja tokom trajanja 24-¢asovne
studije na ispitivanim mestima tretiranim ovim formulacijama. To se moZe objasniti prisustvom
higroskopnog propilenglikola (35 %) u ovim formulacijama u poredenju sa formulacijama ECV 35,
ICV35iICV
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Slika 4-20 In vivo procena bezbednosnog profila/iritacionog potencijala mikroemulzionih formulacija:
A - apsolutna promena eritema indeksa (EI), B - apsolutna promena transepidermalnog gubitka vode
(TEGYV), C - apsolutna promena hidratacije stratum corneum-a (SCH). ECV 35, ECPG 70, ICV 35,
ICPG 70, ICV 60 - mikroemulzione formulacije razli¢itog sastava i strukture, NCO - netretirana
kontrola sa okluzijom, NC - netretirana kontrola bez okluzije, razli¢iti ispitanici oznaceni su razlicitim
simbolima.

60, koji mozZe da poveca hidrataciju stratum corneum-a, ali u kombinaciji sa primarnim
kosurfaktantom (etanolom ili izopropanolom, 10,5 %) moZe da dovede do iritacije koZe.

lako rezultati ove preliminarne studije ukazuje na bezbednost primene svih odabranih
mikroemulzija, ne treba zaboraviti da formulacije ECPG 70 i ICPG 70 sadrZe najvisi totalni udeo
surfaktanta i kosurfaktanata (56 %) u poredenju sa formulacijama ECV 35/ ICV 35 (44,5 %), kao i
ICV 60 (32 %, Tabela 4-3). U cilju dobijanja preparata koji se mogu koristiti dugoro¢no, ¢ak i na
oboleloj koZi, sa minimalnim rizikom od iritacije koze, odluceno je da se obustave dalja ispitvanja
koris¢enjem formulacija ECPG 70 i ICPG 70.
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4.5 Rezultati i diskusija pete faze ispitivanja

4.5.1 In vitro ispitivanje brzine oslobadanje takrolimusa iz formulacija koriS¢enjem Franz-
ovih difuzionih celija

Jedan od predulsova za ispoljavanje farmakoloSkog dejstva aktivne supstance jeste da se ona
oslobodi iz nosa¢a na Zeljenom mestu, u Zeljenoj koli¢ini i Zeljenom brzinom, i da bude u
rastvorenom stanju. Stoga, efikanost topikalno primenjenih lekova moze zavisiti od oslobadanja
aktivne supstance. lako ispitivanje oslobadanja lekovite supstance ne mozZe direktno ukazati na
bioloSku raspoloZivost lekovite supstance u koZi, ovaj parametar moze indirektno ukazati na
izmenjeno in vivo ponasanje razlicitih formulacija u poredenju sa referentnim lekom (Shah i sar.,
2015). Naime, rezultati ovog ispitivanja mogu da oslikavaju kombinovani efekat razlicitih
fizickohemijskih parametara formulacija, kao Sto su rastvorljivost aktivne supstance u formulaciji,
veli¢ina kapi/Cestica 1 reoloske karakteristike formulacije. Imaju¢i u vidu razli¢itu unutrasnju
strukturu razvijenih formulacija, mogu se ocekivati razlike u kinetici oslobadanja takrolimusa.
Naime, U/V mikroemulziona formulacija (ICV 60) i nanoemulzija (CLP 10) sadrze takrolimus u
uljanim kapima koje su homogeno dispergovane u vodi, pri ¢emu je veli¢ina kapi kod
mikroemulzija znaCajno manja od veli¢ine kapi kod nanoemulzije. U bikontinuiranim
mikroemulzijama (ECV 35 1 ICV 35) takrolimus je rastvoren u uljanoj fazi ¢iji regioni se
medusobno protezu kroz regione vodene faze, dok je kod nanostrukturiranih lipidnih ¢estica (PCLP
4:6) takrolimus dispergovan u ¢vrstom lipidnom matriksu, koji je dalje homogeno dispergovan u
vodenoj fazi.

Profili oslobadanja takrolimusa iz ispitivanih formulacija i referentne masti prikazani su na
slici Slika 4-21. Kada se uporedi kumulativna koli¢ina oslobodenog takrolimusa nakon 6h, Sh i 24h
od aplikacije, dobijena je statisticki znacajna razlika izmedu svih formulacija u poredenju sa
referentnom masc¢u. Poredenjem samih formulacija, moZe se uociti da je oslobadanje takrolimusa
najsporije iz nanoemulzione formulacije, dok znacajna razlika nije uocena izmedu mikroemulzionih
formulacija i nanostrukturiranih lipidnih Cestica. Ovo je u izvesnoj meri neocekivani rezultat
imajuci u vidu to da se ICV 60 sastoji od vrlo malih nanometarskih kapi, te stoga ima veliku
aktivnu povrSinu preko koje takrolimus lako moZe da difunduje u spoljasnju fazu, za razliku od
nanoemulzija i NLC kod kojih je prec¢nik kapi/Cestica unutrasnje faze oko Sest do osam puta veci.
Iznenadujuce brzo oslobadanje takrolimusa iz NLC moZe se objasniti njegovom unutrasnjom
strukturom. Naime, usled relativno velikog udela tecnog lipida u Cvrstom lipidnom matriksu,
najverovatnije dolazi do formiranja viSestrukog (multiplog) tipa NLC, u kome postoje
kompartmenti tecnog lipida (uljane kapi) dispergovane u ¢vrstom lipidu (Miiller i sar., 2002). Kako
je rastvorljivost takrolimusa mnogo veca u tenom nego u C¢vrstom lipidu, on je dominantno
rastvoren u ovim uljanim kompartmentima, iz kojih se relativno brzo oslobada usled velikog
koncentracionog gradijenta. Dodatno, relativno brzom oslobadanju takrolimusa dodatno doprinosi
erozija nanocestica, ¢cime se dalje povecava aktivna povrSina.
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Slika 4-21 Kumulativna Kkoli¢ina oslobodenog takrolimusa iz ispitivanih formulacija (ECV 35i ICV 35
- bikontinuirane mikroemulzije, ICYV 60 - U/V mikroemulzija, CLP 10 - nanoemulzija, PCLP 4:6 -
nanostrukturirane lipidne estice) i referentnog preparata (Protopic®). Srednja vrednost  standardna
devijacija, n = 4, * statisticka znacajnost izmedu svih formulacija u poredenju sa referentnim
preparatom (p < 0,05).

Generalno, ukupna koli¢ina takrolimusa koja je oslobodena nakon 24 h iz svih formulacija je
relativno niska. Naime, tek 10,85 = 1,85 %, 11,14 £ 1,43 % 1 13,21 = 1,38 % takrolimusa je
oslobodeno iz formulacija ECV 35, ICV 35 i ICV 60, dok je iz NLC formulacije (PCLP 4:6)
oslobodeno 10,60 + 1,09 %, a iz nanoemulzije (CLP 10) 5,00 £ 1,92 %. S druge strane, koli¢ina
takrolimusa oslobodena iz referentne masti je znacajno manja (0,85 = 0,28 %) i u skladu je sa
rezultatima dobijenim od strane drugih autora (Pople i Singh, 2010). Ovako niska koli¢ina
oslobodenog takrolimusa iz formulacija i referentne masti je u skladu sa preporukama za in vitro
studije oslobadanja aktivnih supstanci iz topikalnih formulacija, prema kojima je koliCina
oslobodene supstance u akceptorskom medijumu o¢ekivano manja od 30 % kolicine koja je nanete
u donorskom kompartmentu (Shah i sar., 1999), Sto dodatno osigurava prisustvo "sink" uslova za
lekovitu supstancu.

Rezultati oslobadanja takrolimusa iz odabranih formulacija (U/V mikroemulzije ICV 60,
bikontinuiranih mikroemulzija ECV 35 1 ICV 35, nanoemulzije CLP 10 i nanostrukturiranih
lipidnih &estica PCLP 4:6), kao i referentnog preparata (Protopic® mast) analizirani su kori§¢enjem
matematickih modela prikazanih u tabeli Tabela 4-13. Na osnovu vrednosti koeficijenta
determinacije (R?), mozZe se zakljuciti koji model najbolje opisuje kinetiku oslobadanja lekovite
supstance iz formulacija.

88



Tabela 4-13 Prikaz matemati¢kih modela i koeficijenata determinacije (R?) kori$¢enih u odredivanju
kinetike oslobadanja takrolimusa iz mikroemulzionih formulacija (ECV 35, ICV 35, ICV 60),
nanostrukturiranih lipidnih cestica (PCLP 4:6), nanoemulzije (CLP 10) kao i referentne masti
(Protopic®). Najveée vrednosti R> ozna&ene su podebljanim fontom.

Matematicki ICV ICV PCLP CLP

model Jednacina ECV 35 35 60 4:6 10 Protopic®

Model nultog

reda Q= Qo+ Kp*t 0,9984 0,9983 0,9985 0,9946 0,9965 0,9820

Model prvog In Q =In Qp +

reda K *t 0,6751  0,6692 0,6775 0,7854 0,7087 0,8482

Higuchi model Q= Ky*t'? 0,9328  0,9302 0,9354 0,9669 09239 0,9878

Korsmeyer-

Peppas model (Qtl//gw)zKKp*lt/‘; 0,9880 0,9977 0,9881 0,9856 0,9872 0,9820
Qo - Q =

Hixson Crowell  Kyc*t 0,9975 09973 0,9979 0,9956 0,9946 0,9821

Q: - kolicina lekovite supstance oslobodene u vremenu t, Qg - pocetna koli¢ina lekovite supstance,
Q/Q - frakcija oslobodenog leka u vremenu t, Q., - koli¢ina oslobodenje supstance u beskonacnom
vremenu, Ko, K;, Ky, Kkp, Kyc - konstante odgovaraju¢ih modela, n - eksponent oslobadanja

Oslobadanje takrolimusa iz mikroemulzionih formulacija i nanoemulzije najbolje se moze
opisati kori§¢enjem modela nultog reda, $to ukazuje na konstantno oslobadanje lekovite supstance
iz formulacija, koje ne zavisi od njene koncentracije u nosacu. Interesantno, najveéi koeficijent
determinacije u analizi oslobadanje takrolimusa iz nanostrukturiranih lipidnih estica dobijen je
koris¢enjem Hixson Crowell modela, koji opisuje oslobadanje lekovite supstance iz sistema kod
kojih dolazi do promena u povrSini i dijametru Cestica. S obzirom na to da ovaj nosaC sadrZi
nanocestice izradene od smeSe ¢vrstog i te¢nog lipida, pri ¢emu je takrolimus dominantno rastvoren
u kompartmentima tecnog lipida, kao i to da moZe do¢i do postepene degradacije nanocestica
tokom ispitivanja, dobijeni rezultat je u skladu sa ocCekivanjima. Ovaj tip oslobadanja iz NLC
primecen je 1 od strane drugih istraZzivackih grupa (Gadhave i sar., 2019; Lee 1 sar., 2014).

Za razliku od ispitivanih formulacija, oslobadanje takrolimusa iz referentne masti moze se
opisati koriS¢enjem Higuchi modela. Imaju¢i u vidu to da je takrolimus rastvoren u
propilenkarbonatnim kapima dispergovanim u masnoj fazi, moze se ocekivati da je ograni¢avajuci
faktor u oslobadanju takrolimusa iz masti zapravo difuzija kroz masnu fazu u akceptorski
kompartment i zavisi od koncentracionog gradijenta lekovite supstance.

4.5.2 In vitro ispitivanje dermalne raspoloZivosti / penetracije takrolimusa iz mikroemulzija
u kozu uha svinje primenom metode sa trakama (engl. fape stripping)

U ispitivanjima dermalne raspoloZivosti lekovitih supstanci koza uha svinje se pokazala kao
izuzetno dobar model sistem, budu¢i da poseduje visoku sli¢nost sa strukturom humane koZe
(Klang 1 sar., 2012). In vitro ispitivanje penetracije lekovite supstance u koZu uha svinje
koriS¢enjem metode sa trakama moze biti dobar indikator njene dermalne raspolozivosti iz
primenjenog nosaca budu¢i da postoji korelacija izmedu koli¢ine supstance prisutne u stratum
corneum-u 1 koli¢ine supstance koja dospeva do dubljih slojeva koZe (Cordery i sar., 2017).
Dodatno, s obzirom na to da je stratum corneum glavna barijera za penetraciju lekovitih supstanci u
dublje slojeve koze, povecana koliCina takrolimusa u ovom sloju koZe se moZe smatrati
rezervoarom iz kog lekovita supstanca vremenom moZe da permeira u dublje slojeve koZe
(Hadgraft i Lane, 2016), u kojima ¢e ispoljiti svoje dejstvo.

Penetracioni profili takrolimusa iz bikontinuiranih mikroemulzija (ECV 35 1 ICV 35), U/V
mikroemulzije (ICV 60) i referentne masti (Protopic®) prikazani su na slici Slika 4-22, dok je
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ukupna koli¢ina takrolimusa koja je penetrirala u stratum corneum-u prikazana na slici Slika 4-23.
Iako je uocena relativno velika varijabilnost u koli¢ini takrolimusa ekstrahovanog iz traka nakon
primene mikroemulzionih formulacija, prototip uzorci ECV 35 1 ICV 60 su se pokazali kao
superiorniji u poredenju sa referentnim preparatom u isporuci takrolimusa, posebno u dubljim
slojevima stratum corneum-a. Ukupna koli¢ina takrolimusa koja je penetrirala u stratum corneum iz
ovih formulacija je oko 3 puta veca od koli¢ine koja je penetrirala pri upotrebi referentnog
preparata. S druge strane, penetracija takrolimusa iz bikontinuirane mikroemulzija ICV 35 nije bila
znacajno veca u poredenju sa referentnim preparatom, iako se moZe uociti odredeni trend
poboljSanja penetracije.

Kada se medusobno uporedi penetracija takrolimusa iz bikontinuiranih mikroemulzija, koje se
razlikuju isklju¢ivo po koriS¢enom kosurfaktantu (ECV 35 koja sadrzi etanol i1 ICV 35 koja sadrzi
izopropanol), moze se uociti trend bolje penetracije takrolimusa nakon primene formulacije ECV
35. Budu¢i da su kratkolan¢ani alkoholi poznati kao hemijski pojacivaci penetracije (Lane, 2013;
Miinch i sar., 2017), moze se pretpostaviti da je etanol imao izraZeniji efekat na poboljSanje
penetracije takrolimusa od izopropanola. Medutim, razlika izmedu ove dve formulacije nije
statistiCki znaCajna, verovatno usled velike varijabilnosti rezultata.
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Slika 4-22 Penetracioni profili takrolimusa nakon tretmana bikontinuiranim mikroemulzijama (ECV
35 i ICV 35), U/V mikroemulzijom (ICV 60) i referentnim preparatom (Protopic® mast); srednja
vrednost * standardna greSka, n = 5.

Dalje, poredenjem efekta bikontinuirane mikroemulzije (ICV 35) i U/V mikroemulzije (ICV
60), nije dobijena statisticki znacajna razlika u penetraciji takrolimusa, iako se moZe uociti odredeni
trend u boljoj penetraciji nakon primene U/V mikroemulzije. S obzirom na to da ICV 35 sadrzi
relativno vecu koli¢inu lecitina i izopropanola, ovaj rezultat je zapravo u suprotnosti od naSih
ocekivanja. Naime, poznato je da lecitin moZe da interaguje sa lipidima stratum corneum-a €ineci ih
fluidnijim, §to omogucava bolju penetraciju lekovite supstance (Changez i sar., 2006; Hoeller i sar.,
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2008; Schwarz 1 sar., 2012). Dodatno, izopropanol se mozZe koristiti kao hemijski pojacivac
penetracije (Lane, 2013). Stoga je ocekivano da ¢e formulacija koja sadrzi viSe lecitina i
izopropanola omoguciti bolju penetraciju lekovite supstance. Medutim, U/V mikroemulzija sadrzi
dosta viSe vode (60 % u poredenju sa 35 %), koja moZe biti odgovorna za proSirivanje
meducelijskih spojnica u stratum corneum-u i formiranje vodenih kanala kroz koje se laksSe
transportuju lekovite supstance (Changez i sar., 2006; Hoppel i sar., 2014).

Poredenjem ukupne koliCine takrolimusa ekstrahovane iz stratum corneum-a nakon
dvocasovnog tretmana koZe mikroemulzijama (Slika 4-23), moze se uociti da je znacajno veca
koli¢ina takrolimusa penetrirala nakon aplikacije ECV 35 i ICV 60 (906,97 + 191,37 ng/cm2 1
846,30 + 219,50 ng/cm?, respektivno) u poredenju sa referentnim preparatom (304,35 + 60,01
ng/cmz). Iako je uoCena povecana penetracija takrolimusa iz formulacije ICV 35 (482,28 + 142,43
ng/cm?®) u poredenju sa referentnim preparatom, ova razlika nije znacajna, verovatno usled velike
varijabilnosti dobijenih rezultata. Takode, medusobnim poredenjem ispitivanih, strukturno razli¢itih
mikroemulzionih formulacija, nije dobijena statisticki znacajna razlika u ukupnoj koliini
takrolimusa koji je penetrirao u stratum corneum.

Imajuéi u vidu to da je ukupna koliina takrolimusa u stratum corneum-u iz bikontinuirane
mikroemulzije ECV 35 1 U/V mikroemulzije ICV 60 vrlo slicna (Slika 4-23), a da je koliCina
surfaktanta i kosurfaktanta u formulaciji ECV 35 znacdajno viSa, odluceno je da se u daljim
ispitivanjima koristi formulacija ICV 60 kao predstavnik mikroemulzija sa najmanjim sadrZzajem
surfaktanta i kosurfaktanta.
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Slika 4-23 Ukupna koli¢ina takrolimusa u stratum corneum-u nakon tretmana koZe uha svinje
bikontinuiranim mikroemulzijama (ECV 35, ICV 35), U/V mikroemulzijom (ICV 60) i referentnim
preparatom (Protopic® mast). Srednja vrednost + standardna greska, n = 5.
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4.5.3 In vitro procena penetracije takrolimusa iz nanostrukturiranih lipidnih destica i
nanoemulzija primenom tehnike diferencijalnog stripinga

Kako bi se procenila penetracija takrolimusa iz nanostrukturiranih lipidnih Ccestica i1
nanoemulzija u stratum corneum koze uha svinje, takode je primenjena metoda sa trakama, kao i pri
ispitivanju penetracije mikroemulzija. Penetracioni profili takrolimusa nakon dvo¢asovnog tretmana
koze nanostrukturiranim lipidnim nosaem PCLP 4:6, nanoemulzijom CLP 10 i referentnim
preparatom Protopic® prikazani su na slici Slika 4-24.
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Slika 4-24 Penetracioni profili takrolimusa nakon tretmana nanostrukturiranim lipidnim cesticama
(PCLP 4:6 TAC), nanoemulzijom (CLP 10 TAC) i referentnim preparatom (Protopic® mast); srednja
vrednost + standardna devijacija, n = 3.

Sa penetracionih profila najpre se moze uociti to da je koli¢ina takrolimusa uklonjena prvom
adhezivnom trakom relativno veca nakon primene nanoemulzije 1 nanostrukturiranih lipidnih
Cestica. Interesantno, s obzirom na izrazito razliCite organoleptiCke karakteristike referentnog
preparata u obliku masti (teSko uklanjanje sa koZe i masna tekstura) u poredenju sa ispitivanim
formulacijama koje su vodene disperzije masne faze i mogu se lako ukloniti, moglo bi se oc¢ekivati
da prva uklonjena traka sadrzi neadekvatno uklonjenu formulaciju, pri ¢emu bi koli¢ina u prvoj
traci bila najviSa kod referentnog preparata. Medutim, u ovoj studiji je koriS¢ena standardizovana
tehnika kojom se efikasno uklanjaju rezidue formulacija sa koZze uha svinje, tako da dobijeni
rezultati zapravo predstavljaju koli¢inu takrolimusa u pocetnim slojevima stratum corneum-a. Vise
kolic¢ine lekovite supstance ekstrahovane iz prve trake nakon primene nanoemulzije i NLC ukazuju
na to da ove formulacije imaju izuzetno jaku sposobnost adhezije na povrSinu koZe. Dodatno, usled
evaporacije vode iz ovih formulacija, dolazi do formiranja gustog filma nanokapi/nanocestica na
povrsini koZe, Sto spreCava evaporaciju vode iz koze i omogucava njenu hidrataciju (Zhou i sar.,
2010). Osim toga, usled evaporacije vode iz formulacija dolazi do koncentrisanja lekovite supstance
na mestu aplikacije, Sto povecava njen difuzioni gradijent i poboljSava njenu penetraciju kroz
hidratisani stratum corneum.
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Poredenjem ukupne koliCine takrolimusa ekstrahovane iz stratum corneum-a nakon
dvocasovnog tretmana koZe ovim formulacijama, moZe se uociti da je znacajno veca koli¢ina
takrolimusa penetrirala nakon aplikacije ispitivanih formulacija (495,84 + 65,95 ng/cm2 nakon
primene PCLP 4:6, 564,12 + 52,93 ng/cm’ kori¢enjem formulacje CLP 10) u poredenju sa
referentnim preparatom (275,23 + 53,54 ng/cm?). S druge strane, nije dobijena zna¢ajna razlika u
koliCini takrolimusa u stratum corneum-u kada se uporede ove dve, strukturno razlicite formulacije.
Ovo nije u skladu sa rezultatima pojedinih istrazivackih grupa, gde je uocena bolja penetracija
lekovitih supstanci iz NLC formulacije (Wolf i sar., 2018), verovatno kao posledica intenzivnije
hidratacije stratum corneum-a nakon primene NLC formulacije, €iji Cvrsti lipidni matriks
omogucava bolju okluziju koze (Montenegro i sar., 2017). Ipak, odsustvo razlike u naSim
ispitivanjima moZe se obrazloZiti vrlo slicnim atributima ovih formulacija kao Sto su veliina
kapi/Cestica dispergovane faze i reoloske karakteristike/prividni viskozitet formulacija.

Interesantno, poredenjem koliCine takrolimusa u stratum corneum-u nakon primene ovih
nosaca (Slika 4-25) i nakon primene mikroemulzija (Slika 4-23) oc¢ekivano je da ¢e mikroemulzije
dovesti do znacajno bolje penetracije takrolimusa usled prisustva velike koliine surfaktanta i
kosurfaktanta koji mogu da se ponasSaju kao hemijski pojacivali penetracije jer interaguju sa
lipidima stratum corneum-a. Medutim, iako je koli¢ina takrolimusa nakon dvocasovnog tretmana
mikroemulzionim formulacijama ECV 35 i ICV 60 bila oko dva puta ve¢a nego nakon primene
nanostrukturiranog lipidnog nosaca i1 nanoemulzije, ova razlika nije ispoljila statistiCku znacajnost,
verovatno usled velike varijabilnosti rezultata.

* *
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Slika 4-25 Koli¢ina takrolimusa u stratum corneum-u nakon dvocasovne primene nanostrukturiranih
lipidnih &estica (PCLP 4:6), nanoemulzije (CLP 10) i referentnog preparata (Protopic® mast). Srednja
vrednost *+ standardna devijacija, n = 3, * statisticki znacajna razlika u poredenju sa referentnim

preparatom.
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U literaturi se mogu naci oprecni podaci o0 mogucnosti penetracije nanostrukturiranih lipidnih
Cestica u stratum corneum. Ipak, dominantan je stav da ovi nosaci imaju potencijal za dermalnu
isporuku lekovitih supstanci ukoliko mogu da oslobode lekovitu supstancu u odredenom
vremenskom intervalu i na odgovarajucoj lokaciji u folikulima dlaka, gde mogu nastati rezervoari
lekovite supstance iz kojih ¢e ona penetrirati u dublje slojeve koZe koji okruzuju folikule dlake
(Lademann i sar., 2007; Patzelt i sar., 2017). Upravo zbog toga je od velike vaznosti proceniti
koli¢inu lekovite supstance prisutne u folikulima dlaka nakon primene NLC formulacije. Dodatno,
ovi nosaci bi u vidu losiona bili pogodni za primenu na kosmatim povrSinama, Sto je dodatno
znacajno imajuci u vidu da je jedini referentni preparat sa takrolimusom dostupan na trZiStu u vidu
masti, koja se relativno tesko nanosi i razmazuje po kosmatoj povrSini.

Zbog toga je dodatno odredena koli¢ina takrolimusa u folikulima dlake nakon tretmana
formulacijom PCLP 4:6 i CLP 10 tako Sto je, nakon uklanjanja slojeva stratum corneum-a
primenom adhezivnih traka, odradena cijanoakrilatna povrSinska biopsija koZe. Zapravo, na
tretiranim mestima nanet je cijanoakrilatni lepak, koji moZe da prodre u folikule dlake i na taj nacin
fizicki ekstrahuje takrolimus koji se u njima nalazi. Rezultati su prikazani na slici Slika 4-26.
Najveca koli¢ina takrolimusa ekstrahovana iz folikula dlaka (268.54 + 92.38 ng/cm?) dobijena je
primenom nanostrukturiranog lipidnog nosaca (PCLP 4:6), 1 statisticki je znacajno veca od koliCine
takrolimusa u folikulima dlake nakon tretmana referentnom masc¢u (77.61 * 43.25 ng/cmz). Primena
nanoemulzije nije zna¢ajno povecala koli¢inu takrolimusa prisutnu u folikulima dlake (128.17 +
48.87 ng/cm?) u poredenju sa referentnom ma$éu. Dobijeni rezultati takode ukazuju i na
superiornost folikularne isporuke takrolimusa nakon primene nanostrukturiranih lipidnih Cestica u
poredenju sa nanoemulzijom, medutim, usled velike varijacije rezultata, ova razlika nije statistiki
znacajna. Primenom ovih formulacija na humanim ispitanicima mogla bi se ocekivati jo§ veca
koliCina takrolimusa u folikulima dlaka usled fizioloskog pomeranja dlaka, koje moZe dodatno da
poboljsa folikularnu isporuku lekovitih supstanci (Ilic i sar., 2018; Lademann i sar., 2007; Radtke 1
sar., 2017).
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Slika 4-26 Koli¢ina takrolimusa ekstrahovana iz folikula dlaka nakon dvo¢asovne primene
nanostrukturiranih lipidnih c¢estica (PCLP 4:6), nanoemulzije (CLP 10) i referentnog preparata.
Srednja vrednost + standardna devijacija, n = 3, * statisticki znafajna razlika u poredenju sa

referentnim preparatom.

4.5.4 In vitro ispitivanje permeacije takrolimusa kroz koZu uha svinje pune debljine
koriSéenjem Franz-ovih difuzionih delija

Studije penetracije takrolimusa opisane u prethodnim poglavljima, sprovedene su na ex vivo
modelu uha svinje, pri ¢emu je koZa celog uha svinje, koje je pri¢vrS¢eno za plocu od stiropora,
direktno tretirana formulacijama u trajanju od dva sata. Na ovaj nac¢in moze se ste¢i uvid u koli¢inu
takrolimusa prisutnu u stratum corneum-u, koja predstavlja rezervoar za dalju postepenu permeaciju
u dublje slojeve koZe. Medutim, kako bi se direktnije procenila brzina i stepen permeacije
takrolimusa kroz slojeve koZe, sprovedeno je 24-Casovno ispitivanje permeacije na Franz-ovim
difuzionim celijama, koriste¢i kozu uha svinje pune debljine kao membranu izmedu donorskog i
akceptorskog kompartmenta. Dodatno, pra¢enjem koliCine takrolimusa u akceptorskom
kompartmentu, moze se sagledati koliCina takrolimusa koja bi eventualno bila resorbovana u
sistemsku cirkulaciju, ¢ime bi se povecao rizik od nastanka sistemskih neZeljenih efekata (Olson i
sar., 2014), budu¢i da su vijabilni epidermis i dermis ciljana mesta dejstva topikalno primenjenog
takrolimusa.

Poredenjem permeacionih profila nakon primene mikroemulzije (ICV 60), nanostrukturiranog
lipidnog nosaca (PCLP 4:6), nanoemulzije (CLP 10) i referentne masti, moze se uociti da su vrlo
male koli€ine takrolimusa permeirale nakon 3 h i 6 h od aplikacije, pri ¢emu nije uocena statisticki
znacajna razlika u koli¢ini permeiralog takrolimusa izmedu svih formulacija (Slika 4-27). Medutim,
u kasnijim vremenskim intervalima, odnosno nakon 20 h, 22 h i 24 h od aplikacije formulacija,
moze se uoCiti da je znacajno manje takrolimusa permeiralo u akceptorski medijum iz NLC
formulacije PCLP 4:6 i nanoemulzije CLP 10 u poredenju sa referentnom mas$¢u i mikroemulzijom
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ICV 60, dok nema znacajne razlike u koli¢ini permeiralog takrolimusa izmedu mikroemulzione
formulacije i referentne masti.
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Slika 4-27 Koli¢ina takrolimusa koja je permeirala u akceptorski medijum nakon primene U/V
mikroemulzije (ICV 60), nanostrukturiranih lipidnih cestica (PCLP 4:6), nanoemulzije (CLP 10) i
referentne masti (Protopic®). Srednja vrednost % standardna devijacija, n = 6.

Najveca brzina permeacije postignuta je primenom referentne masti (177,46 = 49,06
ng/cmz/h) 1 mikroemulzije ICV 60 (155,12 £ 57,10 ng/cmz/h), zatim nanostrukturiranih lipidnih
Gestica PCLP 4:6 (39,87 + 25,47 ng/cm?/h), dok je nanoemulzija CLP 10 dovela do zna¢ajno manje
brzine permeacije u poredenju sa ostalim formulacijama (8,02 * 2,75 ng/cm*/h).

Nakon 24-Casovne studije permeacije na Franz-ovim difuzionim celijama izvrSeno je
ekstrahovanje takrolimusa iz iseCaka koZe koji su koriS¢eni kao bioloska membrana izmedu
donorskog i akceptorskog kompartmenta, kako bi se procenila ukupna koli¢ina takrolimusa koja je
deponovana u kozi. Najveca koli¢ina takrolimusa deponovana je primenom mikroemulzije ICV 60 i
referentne masti, dok je znaCajno manja koli¢ina takrolimusa deponovana u koZzi pri primeni NLC
formulacije PCLP 4:6 1 nanoemulzije CLP 10 (Slika 4-28).
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Slika 4-28 Ukupna koli¢ina takrolimusa deponovana u koZi uha svinje pune debljine nakon 24-
¢asovnog in vitro ispitivanja permeacije takrolimusa iz U/V mikroemulzije (ICV 60),
nanostrukturiranih lipidnih cestica (PCLP 4:6), nanoemulzije (CLP 10) i referentne masti (Protopic®).
Srednja vrednost + standardna devijacija, n = 6, * statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na referentni
preparat, ** statisticki znacajna razlika u odnosu na druge razvijene nanoformulacije.

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se uociti znacajne razlike u permeaciji takrolimusa iz
U/V mikroemulzije, NLC i nanoemulzije. Naime, mikroemulzija je ispoljila znac¢ajno vecu brzinu
permeacije, kao i vecu ukupnu koli¢inu takrolimusa koji je deponovan u koZi, §to je i ocekivano
budu¢i da ona sadrzi najvecu koliCinu lecitina, kao i relativno veliku koli¢inu izopropanola, pri
¢emu se oba ekscipijensa smatraju pojacivacima penetracije usled njihove intenzivne interakcije sa
lipidima u stratum corneum-u (Lane, 2013; Schwarz i sar., 2012). Dodatno, mikroemulzija sadrzi
najmanju veli¢inu kapi unutraSnje faze, kojom se moZe objasniti jednostavnije inter- i intracelularno
prodiranje lekovite supstance. Ipak, povecana koli¢ina aktivne supstance u akceptorskom medijumu
moZe da ukaZze i1 na povecani rizik od ispoljavanja sistemskih nezeljenih efekata. Generalno, nakon
topikalne primene masti sa takrolimusom, minimalne koli¢ine takrolimusa su detektovane u
sistemskoj cirkulaciji (Undre 1 sar., 2009). Bez obzira na to, registrovani su slucajevi toksi¢nih
nivoa takrolimusa nakon primene masti, posebno ukoliko je tretman vrSen pod okluzijom ili je
tretirana velika povrSina tela (Olson 1 sar., 2014). Kada se uporede NLC i nanoemulzija, koji imaju
isti sadrzaj surfaktanata, kao i sli¢nu veliCinu kapi/Cestica unutraSnje faze i prividni viskozitet,
iznenadujuce je to Sto je NLC ispoljio vecu brzinu permeacije, kao i vecu koli¢inu permeiralog
takrolimusa nakon 20 h, 22 h i 24 h od aplikacije u poredenju sa nanoemulzijom. Ipak, u literaturi
su opisani rezultati koji ukazuju na bolju in vitro okluziju koZe i povecanu in vivo hidrataciju koze
nakon primene NLC u poredenju sa nanoemulzijama (Montenegro i sar., 2017). Stoga moZemo
pretpostaviti da je bolja okluzija koZe usled prisustva ¢vrstog lipidnog matrkisa u formulaciji PCLP
4:6 dovela do povecane hidratacije koZe i time povecane permeacije takrolimusa. Dodatno,
evaporacija vode iz ove formulacije je mogla da indukuje transformaciju kristalne reSetke lipidnog
matriksa u uredeniju formu, Sto bi za posledicu moglo imati ekspulziju lekovite supstance i
povecanje njene termodinamicke aktivnosti, samim tim i povecanje penetracije takrolimusa u kozu
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(Miiller i sar., 2002). Takode, povecani sadrZaj takrolimusa u folikulima dlaka nakon primene
formulacije PLCP 4:6 (Slika 4-26) svakako je mogao uticati na bolju permeaciju lekovite supstance.
Iako se mikroemulziona formulacija pokazala superiornijom u poredenju sa NLC formulacijom,
prednost koriS¢enja lipidnih nanocestica bi upravo mogla biti manja sistemska toksi¢nost usled
resorpcije aktivne supstance, $to je zapaZeno i od strane drugih autora (Bhise 1 sar., 2017; Chaiyana
1 sar., 2020; Liu 1 sar., 2007).

Poredenjem in vitro permeacionih profila kroz koZu uha svinje pune debljine sa in vitro
profilima oslobadanja takrolimusa iz razvijenih nanonosaca kroz sistemsku membranu (poglavlje
4.5.1) moZze se uociti sli¢an trend, odnosno da su najintenzivnije oslobadanje i najveca permeacija iz
razvijenih nanonosafa postignute primenom mikroemulzije ICV 60, potom nanostrukturiranog
lipidnog nosa¢a PCLP 4:6 i nanoemulzije CLP 10, Sto ukazuje na to da primena sintetske membrane
moze relativno dobro opisati dermalnu isporuku takrolimusa iz formulacija. Ovo je i ocekivano
budu¢i da sve tri razvijene formulacije predstavljaju vodene disperzije kod kojih je takrolimus
inkorporiran u nanometarskim kapima/Cesticama masne faze, i sve imaju relativno slicne vrednosti
prividnog viskoziteta. Medutim, iznenadujuéi rezultat dobijen je za referentnu mast, pri ¢emu je ona
ispoljila najmanje oslobadanje takrolimusa kroz sintetsku membranu, a najve¢u permeaciju
takrolimusa kroz koZu uha svinje pune debljine.

Sli¢cno tome, poredenjem in vitro permeacionih profila sa in vitro penetracionim profilima
(poglavlja 4.5.2 1 0) moZe se uociti saglasnost rezultata kada su u pitanju razvijeni nanonosaci, pri
¢emu je najveca penetracija, odnosno najveca permeacija postignuta koriS¢enjem mikroemulzije
ICV 60, zatim nanostrukturiranog lipidnog nosa¢a PCLP 4:6 i nanoemulzije CLP 10. Ipak, rezultati
studije penetracije i studije permeacije su kontradiktorni kada je u pitanju primena referentne masti
s obzirom na to da je najmanja penetracija dobijena nakon tretmana koZe referentnom mascu, dok je
u studiji permeacije referentna mast ispoljila najve¢u permeaciju takrolimusa kroz kozu uha svinje
pune debljine u poredenju sa razvijenim nanonosacima.

Najverovatniji razlog ovako kontradiktornih rezultata nakon primene referentne masti moze
biti razlika u trajanju tretmana koZe (2 h u studiji penetracije 1 24 h u studiji permeacije) i
posledi¢no intenzivna okluzija koze u studiji permeacije od strane referentne masti, koja sadrzi
cvrsti 1 te€ni parafin, vazelin 1 pcelinji vosak, koji imaju odlicne okluzivne osobine i dovode do
hidratacije stratum corneum-a. Naime, poznato je da se penetracija lekovitih supstanci povecava sa
produZenim trajanjem okluzije, s obzirom na to da dolazi do povecanja hidratacije koZe. Produzena
hidriranost koZe (duZza od 8 h) dovodi do bubrenja korneocita, formiranja pukotina izmedu
korneocita 1 nastanka mikrostrukturnih promena u organizaciji lipida koZe (Tan 1 sar., 2010). Sli¢no
tome, utvrdeno je da fizickohemijske karakteristike nosaca aktivne supstance mogu da uzrokuju
reverzibilne izmene u slojevima koZe, pri ¢emu produZeno trajanje in vitro studije permeacije moze
da dovede do intenzivnije hidratacije koZe i smanjenja njene barierne funkcije (Praca i sar., 2018),
¢ime se postiZze veca perkutana apsorpcija, posebno za vrlo lipofilne lekovite supstance (Hafeez i
Maibach, 2013), kao §to je takrolimus. Imajucéi to u vidu, mozemo pretpostaviti da je duze trajanje
in vitro studije permeacije dovelo do prenaglaSene okluzije koZe, i posledi¢no intenzivnije
permeacije takrolimusa iz masti. U prilog ovom obrazloZenju ide i to $to nije bilo znacajne razlike u
koli€ini permeiralog takrolimusa izmedu referentne masti i ostalih formulacija nakon 3 hi 6 h od
aplikacije, dok se razlika javlja tek u kasnijim intervalima ispitivanja, kada efekti okluzije postaju
dosta izraZeniji. Takode, nakon 24-Casovne studije permeacije uoceno je da su isecci koZe tretirane
referentnom mas¢u mnogo vise nabubreli tokom ispitivanja u poredenju sa netretiranom kozom i
koZom tretiranom razvijenim nanonosacima, Sto dodatno ukazuje da je prenaglaSena okluzija usled
dugotrajnog izlaganja referentnoj masti odgovorna za dobijene iznenadujuce rezultate. Imajuéi u
vidu sve rezultate, moZemo pretpostaviti da su dobijene vrednosti za referentnu mast u in vitro
permeacionoj studiji potencijalno prenaglasene usled intenzivnog okluzivnog efekta samog nosaca,
1 da je veoma vaZzno uzeti u obzir razlike u okluzivnom efektu ispitivanih formulacija, pogotovu
kada se u ispitivanju koriste beskonacne, infinite doze i dugo vreme izlaganja, kao sto je primeceno
od strane drugih autora (Haque i sar., 2017).
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Na kraju, vaZzno je naglasiti da, osim duZeg vremena izlaganja, klasicna postavka
eksperimenta permeacije koriS¢enjem Franz-ovih difuzionih Celija zahteva upotrebu akceptorskih
medijuma koji mogu da uti€u na koZnu barijeru, kao $to je etanolni rastvor koriS¢en u ovoj studiji.
Prisustvo etanola u akceptorskom medijumu neophodno je u cilju osiguranja sink uslova za
takrolimus, s obzirom da se on vrlo slabo rastvara uvodi. Na osnovu naSeg iskustva, rezultati
penetracionih eksperimenata koriS¢enjem metode sa trakama bi realnije mogli da opiSu ponaSanje
razvijenih formulacija i1 referentnog preparata u odgovaraju¢im klinickim ispitivanjima, Sto je
uoceno i od strane drugih autora (Klang i sar., 2011).
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5 ZAKLJUCAK

Tokom prve faze ispitivanja prikupljena su nova saznanja od znafaja u razvoju
mikroemulzionih sistema stabilizovanih lecitinom.

Na osnovu rezultata ispitivanja rastvorljivosti takrolimusa, kao te¢na masna faza u
razvoju naprednih nosaca odabran je propilenglikol monokaprilat (Capryol® 90), koji
je pokazao najbolje rastvaranje takrolimusa (komparativno najviSa vrednost
rastvorljivosti takrolimusa), a takode se smatra perspektivnom masnom fazom usled
njegove amfifilne prirode.

Detaljnom analizom pseudoternarnih faznih dijagrama ulje/lecitin-kosurfaktant/voda i
ulje/lecitin-kosurfaktant/voda-propilenglikol zakljuCeno je da odabir primarnog
kosurfaktanta 1 masne faze znacajno utiCu na mogucnost formiranja mikroemulzionih
regiona. Izopropanol se pokazao kao superiorni kosurfaktant u poredenju sa etanolom
1 propilenglikolom u formiranju mikroemulzija stabilizovanih lecitinom, usled bolje
inkorporacije u medufaznu povrSinu ¢ine¢i lecitinski monosloj fleksibilnijim. Takode,
formiranje mikroemulzionih regiona znacajno je olakSano koriS¢enjem propilenglikol
monokaprilata kao masne faze u poredenju sa kaprilno-kaprinskim trigliceridima, Sto
se moze objasniti razlikom u njihovoj strukturi i lakSom interpenetracijom molekula
surfaktanta i1 kosurfaktanata u manje voluminoznu masnu fazu kao Sto je
propilenglikol monokaprilat.

Primena propilenglikola kao sekundarnog kosurfaktanta u sklopu vodene faze nije
omogucila znacajno vecu inkorporaciju vode 1 dobijanje visokodilutabilnih
mikroemulzija, Sto ukazuje na adekvatnost primarnog kosurfaktanta da maksimalno
omoguci nastanak mikroemulzija stabilizovanih lecitinom. Ipak, propilenglikol kao
sekundarni kosurfaktant omogucio je nastajanje U/V mikroemulzija sa manjim
masenim udelom vode, ¢ak i u kombinaciji sa etanolom, koji nije doveo do formiranja
U/V mikroemulzija kada je koriS¢en kao jedini kosurfaktant.

Studije provodljivosti mikroemulzija tokom razblaZivanja, kao i DSC analiza pruzile
su uvid u unutrasnju strukturu odabranih uzoraka. Takode je pokazana vazZnost
koriS¢enja ovih komplementarnih metoda u cilju dobijanja pouzdanih rezultata, buduci
da pojedinacni rezultati DSC analize nisu omogucili predvidanje unutrasnje strukture
mikroemulzija usled krioprotektivnog efekta koriS¢enog propilenglikola kao
sekundarnog kosurfaktanta u sklopu vodene faze.

Rezultati druge faze ispitivanja ukazali su na saznanja neophodna za izradu
nanostrukturiranih lipidnih Cestica stabilizovanih lecitinom koriS¢enjem metode homogenizacije
pod visokim pritiskom uz zagrevanje.

Na osnovu preliminarnih rezultata meSljivosti odabranih  Cvrstih  lipida
(glicerilpalmitostearat - Precirol® ATO 5, gliceriltrimiristat - Dynasan 114 i
gliceriltristearat Dynasan 118) sa propilenglikol monokaprilatom (Capryol® 90) kao
teCnim lipidom u kome se takrolimus najbolje rastvara, uoceno je da jedino pri
koriS¢enju Precirol® ATO 5 ne dolazi do izdvajanja kapi teCne lipidne faze iz ¢vrstog
matriksa, te je Precirol® ATO 5 odabran kao &vrsti lipid za izradu nanostrukturiranih
lipidnih cCestica. Termalnom analizom smeSa Cvrstog 1 tecnog lipida u razli¢itim
masenim odnosima, odabrani su maseni odnosi 6:4, 5:5 i 4:6 za nastavak ispitivanja s
obzirom na to da sadrZe dovoljnu koli¢inu te¢nog lipida kako bi se omogucilo
adekvatno rastvaranje takrolimusa, a ne dovode do narusavanja Cvrste strukture
lipidnog matriksa.

Ve¢ u preliminarnim rezultatima ove faze ispitivanja izdvojili su se odredeni kriti¢ni
formulacioni i procesni parametri koji su imali veliki utiaj na moguc¢nost dobijanja
nanostrukturiranih lipidnih Cestica. Tu spadaju ukupni udeo masne faze, pri cemu su
formulacije gelirale pri koris¢enju viSe od 10 % masne faze; tip koriS¢enog
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surfaktanta, pri ¢emu nije bilo moguce dobiti nanostrukturirane lipidne Cestice
koriS¢enjem samo polisorbata 80 bez lecitina kao glavnog surfaktanta; i intenzivno
hladenje nakon homogenizacije pod visokim pritiskom, koje je rezultovalo geliranjem
formulacija.

Pokazano je da je moguce izraditi nanoemulziju koriS¢enjem iste metode i istih
eksperimentalnih uslova kao u izradi nanostrukturiranih lipidnih Cestica. Naime, bilo
je moguce zameniti ¢vrsti lipidni matriks, koji je sastavljen od smeSe Cvrstog 1 te€nog
lipida u nanostrukturiranim lipidnim ¢esticama, iskljucivo te¢nim lipidom (uljem), bez
neophodne promene koli¢ine surfaktanata (1 % lecitina 1 1 % polisorbata 80)
upotrebljenih u njihovoj izradi, kao ni promene procesnih parametara.

Treca faza ispitivanja dala je detaljniji uvid u fizickohemijske karakteristike razvijenih
nosaca, uticaj variranih formulacionih i procesnih parametara na njihove osobine, moguénost
inkorporacije takrolimusa, kao 1 stabilnost formulacija tokom skladiStenja.

Kada su u pitanju fizickohemijske karakteristike razvijenih nanonosaca,
mikroemulzione formulacije su ispoljile najmanju velic¢inu kapi (19 nm - 76 nm) sa
relativno niskim indeksom polidisperziteta, pri ¢emu je evidentno da upotreba
izopropanola dovodi do formiranja kapi manjih dimenzija zbog nastajanja
fleksibilnijeg lecitinskog filma na medufaznoj povrsini, dok upotreba propilenglikola
kao sekundarnog kosurfaktanta u sklopu vodene faze dovodi do nastajanja vecih kapi,
usled smanjenja koli¢ine lecitina u sistemu. Veli€ina Cestica kod nanostrukturiranih
lipidnih nosaca dosta je zavisila od kriticnih formulacionih parametara, kao Sto su
ukupna koli¢ina masne faze i odnos ¢vrstog i tecnog lipida u lipidnom matriksu, ali je
svakako iznosila manje od 200 nm. Veli¢ina Cestica se povecavala sa porastom udela
¢vrste masne faze, kao i sa ukupnom koli¢inom inkorporirane masne faze. S druge
strane, promena koli¢ine surfaktanta u ovoj studiji nije pokazala znacajan uticaj na
veliinu Cestica. Vrlo je vazno naglasiti 1 to da je primena komplementarne tehnike
laserske difrakcije omogucila detektovanje prisustva malog broja mikrometarskih
agregata u formulaciji izradenoj koriS¢enjem niZeg pritiska tokom homogenizacije,
kao i u formulaciji kod koje nije koris¢en polisorbat 80 kao dodatak lecitinu. Ovi
mikrometarski agregati nisu uoceni koriS¢enjem PCS tehnike. Zbog toga je vazno
koristiti obe metode pri analizi termodinamicki nestabilnih sistema, kod kojih moze
do¢i do formiranja agregata, kako bi se osiguralo dobijanje pouzdanih rezultata.
Nanoemulzije su ispoljila nesto manju veli¢inu kapi u poredenju sa komparabilnim
nanostrukturiranim lipidnim Cesticama. Sve razvijene formulacije su ispoljavale blago
kiselu pH vrednost, Sto dodatno osigurava moguénost dermalne primene, kao i
stabilnost takrolimusa nakon inkorporacije budu¢i da dolazi do njegove degradacije u
baznoj sredini.

Dok su mikroemulzije i nanoemulzije ispoljavale relativno nizak viskozitet tokom
skladiStenja, prividni viskozitet nanostrukturiranih lipidnih Cestica zna¢ajno je zavisio
od variranih formulacionih parametara, kao $to su ukupna koli¢ina masne faze i odnos
¢vrstog 1 teCnog lipida, pri ¢emu su pojedine formulacije gelirale nedugo nakon
izrade.

EPR analiza mikroemulzionih formulacija pruzila je detaljniji uvid u fluiditet
medupovrSinskog filma i potvrdila vecu fleksibilnost ovog filma, pogotovu u
regionima blizim polarnim glavama surfaktanta, kada je koriS¢en izopropanol u
poredenju sa etanolom, $to je u skladu sa rezultatima prve faze istraZivanja. Takode,
potvrdeno je postojanje rigidnijeg, gus¢e pakovanog medupovrSinskog filma u U/V
mikroemulzijama u poredenju sa bikontinuiranim mikroemulzijama. Na osnovu
rezultata ove studije utvrdeno je i to da je takrolimus dominantno lokalizovan u
masnoj fazi, kao i lipofilnim delovima medupovrsinskog filma.
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Za razliku od mikroemulzija, koje imaju visoki kapacitet solubilizacije kako
hidrofilnih tako i lipofilnih lekovitih supstanci, problem kod nanostrukturiranih
lipidnih Cestica moZe upravo biti nezadovoljavajuca inkorporacija takrolimusa. Ipak,
pazljivim odabirom ekcipijenasa omogucena je potpuna inkorporacija takrolimusa u
svim formulacijama. Uprkos tome, vazno je naglasiti 1 to da postoji velika razlika
izmedu mikroemulzija i nanostrukturiranih lipidnih Cestica/nanoemulzija u postupku
inkorporiranja takrolimusa. Naime, takrolimus moZe relativno lako biti inkorporiran u
prethodno pripremljene mikroemulzije, dok je za njegovu inkorporaciju u
nanostrukturirane Cestice 1 nanoemulzije neophodno inkorporirati ga tokom izrade
samih nosaca. Ovo bi moglo biti znacajno u slucaju potrebe za ex tempore izradom
formulacija sa takrolimusom kori§¢enjem dostupnih mikroemulzionih vehikuluma, ili
u slucaju potrebe inkorporacije veoma termolabilnih lekovitih supstanci koje bi bile
osetljive na zagrevanje tokom samog procesa izrade nosaca.

Pracenjem stabilnosti takrolimusa u mikroemulzijama tokom godinu dana nije uoc¢ena
njegova degradacija i znaCajan pad u koncentraciji, Sto ukazuje na njegovu
zadovoljavajucu stabilnost, koja je dominantno postignuta njegovom lokalizacijom
unutar masne faze, kao i umereno kiselom pH vrednos¢u formulacija.

Velika razlika u razvijenim nosaCima uocena je prilikom pracenja stabilnosti
formulacija. Naime, mikroemulzije, kao termodinamicki stabilni sistemi, su
superiorne u pogledu stabilnosti u poredenju sa ostalim nosa¢ima i nisu ispoljile
promene u strukturi tokom godinu dana skladiStenja na sobnoj temperaturi. Nasuprot
tome, iako je vrednost zeta potencijala kod nanoemulzije CLP 10 ukazivao na dobru
stabilnost, ipak je doSlo do naruSavanja ovog sistema 1 formiranja krupnijih kapi
nakon vise od 3 meseca skladiStenja. Za razliku od nanoemulzije, komparativni
nanostrukturirani lipidni nosa¢ PCLP 4:6 se pokazao stabilnim tokom 6 meseci
skladiStenja na sobnoj temperaturi. Zapravo, prisustvo Cvrstog lipida u
nanostrukturiranim lipidnim c¢esticama omogucilo je usporene procese Ostvaldovog
sazrevanja, ¢ime je osigurana bolja stabilnost ove formulacije u poredenju sa
nanoemulzijom.

U cdetvrtoj fazi ispitivanja sprovedena je in vivo studija procene bezbednosnog
profila/iritacionog potencijala placebo mikroemulzija, s obzirom na to da one predstavljaju najveci
rizik od iritacije koZe budu¢i da sadrze najviSi udeo surfaktana i kosurfaktanata, iako su svi
koriSc¢eni ekscipijensi odabrani tako da budu biokompatibilni i bezbedni za primenu.

Na osnovu rezultata ove faze ispitivanja moZe se zakljuciti da sve mikroemulzije
ispoljavaju zadovoljavajuc¢i bezbednosni profil s obzirom da nije uocena znacajna
promena u eritema indeksu i transepidermalnom gubitku vode, dok je samo jedna
formulacija pokazala znacajno povecanje hidratacije stratum corneum-a u poredenju
sa kontrolnim vrednostima. Ipak, vazno je naglasiti da su ovo preliminarni rezultati
kratkotrajne studije sprovedene na malom broju zdravih dobrovoljaca, te je potrebno
sprovesti opseznije klinicke studije kako bi se utvrdilo odsustvo mogu¢nosti iritacije
nakon ponovljene/dugotrajne primene mikroemulzionih formulacija.

Poslednja, peta faza ispitivanja pruzila je uvid u biofarmaceutske karakteristike razvijenih
nosaca, na osnovu kojih se moZe analizirati njihova efikasnost u dermalnoj isporuci takrolimusa kao
slabo rastvorne lekovite supstance velike molekulske mase.

Na osnovu in vitro studije oslobadanja takrolimusa iz formulacija, moze se zakljuciti
da je najbrZe oslobadanje postignuto koriS¢enjem mikroemulzione U/V formulacije
ICV 60, zatim iz bikontinuiranih mikroemulzija i nanostrukturiranih lipidnih Cestica,
potom iz nanoemulzije, dok je referentna mast ispoljila najsporije oslobadanje
takrolimusa. Dok je kod mikroemulzija i nanoemulzije oslobadanje najbolje opisano
kinetikom nultog reda, kod koje oslobadanje ne zavisi od koncentracije supstance u
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nosacu, oslobadanje iz nanostrukturiranih lipidnih cCestica zavisilo je od procesa
degradacije nanocestica, odnosno od promene u dimenziji i obliku nanocestica, te je
shodno tome najbolje opisano koriS¢enjem Hixson Crowell matemati¢kog modela.

* Dve od tri ispitivane mikroemulzije pokazale su superiorniju penetraciju takrolimusa u
kozu uha svinje nakon dvocasovnog tretmana u poredenju sa primenjenom
referentnom mascu. Interesantno je napomenuti i to da znacajno veca koli¢ina lecitina
1 izopropanola u bikontinuiranoj formulaciji ICV 35 nije dovela do bolje penetracije
tarkolimusa u stratum corneum u poredenju sa U/V mikroemulzijom ICV 60. Zapravo,
u ovom slucaju je efekat prisustva vode u formulaciji 1 posledi¢na intenzivnija
hidratacije koZe bio dominantniji u poredenju sa naruSavanjem barijere stratum
corneum-a primenom pojaCivaca penetracije. Takode, poredenjem etanola i
izopropanola kao pojacivata penetracije, uocCen je trend bolje penetracije iz
bikontinuiranih emulzija koje su formulisane sa etanolom.

e Pra¢enjem koliCine takrolimusa u stratum corneum-u koja je postignuta nakon
dvocasovnog tretmana nanostrukturiranim lipidnim ¢esticama i nanoemulzijom, moze
se zaklju¢iti da su obe formulacije ispoljile bolju penetraciju u poredenju sa
referentnom masc¢u. Takode, nanostrukturirani lipidni nosa¢ omogucéio je vecu
isporuka takrolimusa u folikule dlaka, Sto je od velikog znacaja buduci da se u njima
supstanca moZe akumulirati i postepeno oslobadati u dublje slojeve koze, odnosno
moze se posti¢i produZeni efekat terapije.

e Za razliku od dvocasovne studije penetracije takrolimusa u stratum corneum, 24-
casovna studija permeacije takrolimusa kroz kozu uha svinje pune debljine pokazala je
najvecu permeaciju i akumulaciju takrolimusa koriS¢enjem referentne masti i
mikroemulzije, neSto manju koriS¢enjem nanostrukturiranih lipidnih Ccestica, a
znacajno manja brzina permeacije postignuta je upotrebom nanoemulzije.

* Jako svi rezultati ukazuju na najbolju penetraciju, permeaciju i akumulaciju
takrolimusa u kozi iz U/V mikroemulzije u poredenju sa nanostrukturiranim lipidnim
Cesticama i nanoemulzijom, vazno je naglasiti da to u odredenoj meri nosi sa sobom i
rizike od apsorpcije takrolimusa i ispoljavanja sistemskih nezeljih efekata, Sto bi
detaljnije trebalo istraziti u odgovaraju¢im klinickim eksperimentalnim postavkama.
Imajuc¢i to u vidu, kao i njihovu odli¢nu stabilnost, razvijene mikroemulzije bi mogle
biti odgovaraju¢i nosaCi i1 za druge lekovite supstance kod kojih je Zeljana
transdermalna isporuka i postizanje sistemskog efekta.

* VaZan zakljuak ove doktorske disertacije je i neophodnost kritickog razmatranja
rezultata, budu¢i da su rezultati in vitro ispitivanja penetracije i in vitro ispitivanja
permeacije kontradiktorni kada je u pitanju koriS¢ena referentna mast. Iznenadujuce
velika brzina permeacije iz referentne masti najverovatnije je posledica prenaglasene
okluzije koze, koju nije realno ocekivati u eventualnoj klini¢koj eksperimentalnoj
postavci, gde mast relativno brzo biva uklonjena sa koze.

Sveukupno, moZemo zakljuciti da su sva tri tipa uspeSno razvijenih i okarakterisanih
naprednih nosaca ispoljila veliki potencijal u dermalnoj isporuci takrolimusa kao slabo rastvorne
lekovite supstance velike molekulske mase, pri ¢emu se nanoemulzija izdvaja kao najmanje
pogodna za Siru upotrebu usled nestabilnosti koja dovodi do naruSavanja sistema ve¢ nakon 3
meseca skladiStenja. Buduc¢i da su sve formulacije vodene disperzije, njihovo nanoSenje i
razmazivanje moglo bi biti mnogo prihvatljivije od strane pacijenata u poredenju sa dostupnom
mascu sa takrolimusom. Dodatno bi trebalo ispitati mogucnost koris¢enja ovih naprednih nosaca u
oboljenjima kao Sto je psorijaza, gde je veliki izazov prevazi¢i koZnu barijeru u cilju isporuke
takrolimusa.
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