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FORMULACIJA | KARAKTERIZACIJA RASTVORLIIVIH
MIKROIGALA ZA KONTROLISANU TRANSDERMALNU
ISPORUKU KETOPROFENA INKAPSULARINOG U POLIMERNE
NANOCESTICE

REZIME

U sirokoj oblasti nanotehnologija, nanomedicina predstavlja disciplinu koja se veoma
brzo razvija i pruza obecavajue mogucénosti za znacajno poboljSanje medicinske
dijagnostike 1 terapije. Posebno znacajan istrazivacki interes u nanomedicini usmjeren je
ka ispitivanju Sirokog spektra biomedicinskih nanomaterijala, razvijenih za izradu
nosaca dijagnostickih sredstava i lijekova. Medu brojnim biomaterijalima neorganskog i
organskog porijekla, polimeri su pronasli Siroku upotrebu u formulaciji nanosistema za
kontrolisanu i ciljanu isporuku lijekova. Poli-D,L-mlije¢na kiselina (PDLLA) je
sintetski polimer koji je odobren za kliniCku primjenu, budu¢i da se njegovi
biokompatibilni degradacioni proizvodi metaboliSu i uklanjaju iz organizma ciklusom
limunske kiseline. Koloidni nosaéi ljekovitih supstanci izradeni od ovog polimera
intenzivno se istrazuju zbog svoje male veli¢ine koja omogucéava permeaciju lijeka kroz
bioloske barijere i njegovu produzenu isporuku u ciljna tkiva. Pored sposobnosti da
kontroliSu oslobadanje lijeka, polimerne nanocestice takode poboljSavaju isporuku
lijekova slabo rastvornih u vodi, smanjuju pojavu nezeljenih efekata, pruzaju
mogucénost stabilizacije 1 zaStite inkorporirane ljekovite supstance od hemijske i
enzimske degradacije, omogucavaju njenu bolju penetraciju i efikasniju akumulaciju na
ciljnim mjestima. Imaju¢i u vidu sve navedene aspekte, kao model supstanca u ovom
radu izabran je ketoprofen, slabo rastvoran lijek u vodi koji ima kratko poluvrijeme
eliminacije i ispoljava veliki broj nezeljenih efekata nakon (per)oralne primjene. Osim
primjene nanonosaca ljekovitih supstanci, jo§ jedan pristup za poboljSanje
transdermalne isporuke lijeka je fizicko premosc¢avanje stratum corneum-a (SC)
primjenom mikroigala. Neinvazivnom i bezbolnom primjenom mikroigala formiraju se
mikrokanali u kozi, koji obezbjeduju intradermalni i transdermalni transport ljekovite
supstance. Na temelju prethodnih razmatranja, osnovni cilj istraZzivanja ove doktorske

disertacije bio je razvoj i karakterizacija polimernih nanocesti¢nih sistema za produzeno
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oslobadanje ketoprofena. Osim toga, istraZzena je i mogucénost primjene metode
atomizacije 1 rasprSivanja tecnosti za izradu rastvorljivih mikroigala sa lijekom
inkapsuliranim u PDLLA nanocestice. Postavljena je hipoteza da kombinacija ova dva
razli¢ita pristupa, rastvorljivih mikroigala sa ketoprofenom inkapsuliranim u polimerne
nanocestice, dovodi do poboljsanja penetracije i produzene intradermalne/transdermalne
isporuke lijeka.

Shodno cilju istrazivanja, eksperimentalni rad u okviru doktorske disertacije je
podjeljen u tri cjeline. Prvo su modifikacijom metode izmjeStanja solvensa izradene
PDLLA nanocestice, u koje je inkapsuliran ketoprofen (PDLLA-KET). Potom je
primjenom razli¢itih tehnika karakterizacije analizirana raspodjela veli¢ina dobijenih
PDLLA-KET nanocestica, njthova morfologija, povrSinske i termalne karakteristike,
interakcije lijeka 1 polimera, sadrzaj lijeka, njegovo oslobadanje iz polimernog nosaca i
stabilnost. U drugoj cjelini, ispitana je moguénost primjene metode atomizacije i
rasprSivanja teCnosti za izradu rastvorljivih mikroigala sa lijekom inkapsuliranim u
PDLLA nanocCestice. Sa ciljem karakterizacije dobijenih rastvorljivih mikroigala,
ispitivane su njihove morfoloske i mehanic¢ke osobine, kao i ujednacenost sadrzaja
ljekovite supstance. Ex vivo studije penetracije polimernih nanocestica i rastvorljivih
mikroigala sa inkapsulirnim lijekom, sprovedene su u okviru poslednje faze
eksperimentalnog rada koris¢enjem difuzionih Franz-ovih celija i uzoraka koze svinje
ukupne debljine. Osnovni cilj ove faze istraZivanja bio je ispitivanje moguénosti
uspjeSne penetracije rastvorljivih mikroigala dobijenih metodom rasprSivanja i
produzeno snabdjevanje dubljih slojeva koze ljekovitom supstancom. Prvo je
poboljsanje permeacije lijeka kroz koZu ispitano primjenom disperzije PDLLA-KET
nanocestica na kozu prethodno tretiranu sa ImmuPatch silikonskim mikroiglama, a
potom i primjenom izradenih rastvorljivih mikroigala sa PDLLA-KET nanocesticama.

Dobijeni rezultati su pokazali da su formirane uniformne PDLLA sfere
nanometarskih dimenzija sa visokim procentom inkapsuliranog lijeka (75%). Nakon
inicijalnog naglog otpustanja ketoprofena, PDLLA nanocestice su obezbjedile
produzeno oslobadanje lijeka tokom 7 dana. Mehanizam osobadanja ketoprofena bio je
zasnovan na Korsmeyer—Peppas modelu i Fick-ovoj difuziji. Pokazano je takode da
nova metoda dobijanja rastvorljivih mikroigala atomizacijom i rasprSivanjem tecnih

uzoraka smanjuje efekte njihovog povrsinskog napona i viskoziteta pri punjenju kalupa.
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Ova tehnika je uspjeSno primjenjena za izradu nizova rastvorljivih mikroigala sa
PDLLA-KET nanocesticama, koji su predstavljali vjernu reprodukciju originalnog
silikonskog kalupa. Izradene su mikroigle ostrih vrhova, sa rigidnom i nefleksibilnom
piramidalnom strukturom i velikom sposobnos¢u otpora kompresiji 1 lomljenju.
Pokazano je i da metoda atomizacije i rasprSivanja te¢nosti moze biti prilagodena za
dobijanje nizova rastvorljivin mikroigala sa lamelarnim ili horizontalnim slojevima.
Sprovedene su i kratkorocne studije stabilnosti polimernih nanocestica i rastvorljivih
mikroigala sa inkapsuliranim ketoprofenom, ¢iji rezultati su pokazali fizicku i hemijsku
stabilnost ispitivanih uzoraka u toku 3 mjeseca. Nakon primjene silikonskih mikroigala
na kozu svinje, polimerne nanocestice sa inkapsuliranim ketoprofenom dovele su do
uspjeSne isporuke lijeka u kozu, poboljSanja fluksa lijeka i smanjenja lag-vremena
tokom 24 h. U svjetlu ovih rezultata, nizovi rastvorljivih mikroigala sa PDLLA-KET
nanocesticama primjenjeni su na kozu svinje u ex vivo uslovima. Uspje$na penetracija
svih rastvorljivih mikroigala u nizu (ukupno 144) potvrdena je jasno uocljivim
udubljenjima u kozi. Rezultati su pokazali uspjesno oslobadanje i deponovanje lijeka u
uzorcima koze.

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da je kombinovana primjena
dva razlicita pristupa u ovom radu dovela do poboljsane intradermalne i transdermalne
isporuke ketoprofena u kozu. Formulisani su efikasni i neinvazivni sistemi za
produzenu isporuku lijeka, koji su potvrdili da rastvorljive mikroigle mogu biti izradene
metodom atomizacije i rasprsivanja teénih formulacija slobodnog ketoprofena, ili lijeka
inkapsuliranog u PDLLA nanocestice. Postignuto je uspjesno produzeno oslobadanje
lijeka i1z oba ispitivana farmaceutska oblika (tecna disperzija i rastvorljive mikroigle) i
njegova isporuka u kozu svinje u ex vivo uslovima. Zakljuceno je da strategija isporuke
polimernih nanocestica sa inkapsuliranim lijekom putem nizova rastvorljivih mikroigala
predstavlja veliki potencijal za poboljSanu i produzenu isporuku lijeka putem koze. Iako
obecavajuci rezultati dobijeni u ovom radu zahtjevaju dalju potvrdu u preklinickim in
vivo studijama, razvojem rastvorljivih mikroigala kao novih sistema za isporuku
ketoprofena u/kroz kozu, moguce je posti¢i veliki doprinos poboljSanju adherence
pacijenta 1 terapijske efikasnosti lijeka, S§to je konaCan cilj u razvoju svakog

farmaceutskog oblika.
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FORMULATION AND CHARACTERIZATION OF DISSOLVABLE
MICRONEEDLES FOR CONTROLLED TRANSDERMAL DELIVERY
OF KETOPROFEN ENCAPSULATED IN POLYMERIC
NANOPARTICLES

ABSTRACT

In the broad field of nanotechnology, nanomedicine is a fast growing discipline
which offers promising possibilities to significantly improve medical diagnosis and
therapy. The major research interest in nanomedicine has particularly focused on wide
spectrum of novel biomedical nanomaterials developed for formulation of carriers for
diagnostics and drug delivery. Among numerous biomaterials based on inorganic or
organic matter, polymers are considered to be widely used in formulation of
nanosystems for controlled and targeted drug delivery. Poly(D, L-lactic acid) (PDLLA)
is a synthetic polymer approved for clinical use since its degradation products are
biocompatible, metabolisable and removable from the body by the citric acid cycle.
Colloidal drug carriers based on this polymer are extensively investigated because of
their small particle size that allows permeation through biological barriers and drug
delivery to the body over prolonged periods of time. In addition to their ability to
control drug release, polymeric nanoparticles are also capable to improve the delivery of
water-insoluble drugs, reduce the drug-associated side effects, protect the compounds
from inactivation, increase the intracellular penetration and enhance a higher drug-target
accumulation. Considering all these aspects, ketoprofen was selected as a model drug as
it has low water solubility, short half-life and exhibits numerous side-effects after oral
application. In addition to nanocarriers, another transdermal delivery approach that has
been applied is the use of microneedles, as a physical method for overcoming the
stratum corneum (SC) barrier. Microneedles provide a minimally invasive, painless way
of creating microchannels in the skin which can allow intradermal and transdermal drug
transport. Based on these considerations, the principal objective of this work was to
develop and characterize a novel polymeric nanoparticulate systems that are capable of
controlled and prolonged ketoprofen release. In addition, the potential of atomised spray

technique to fabricate dissolvable microneedles with drug-loaded PDLLA nanoparticles
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was investigated. It was hypothesised that a combination approach of topically applied
drug-loaded polymeric nanocarriers presented in dissolvable microneedle patch might
lead to further enhanced penetration and controlled intradermal/ transdermal delivery of
ketoprofen.

According to the aim of the study, the experimental work was divided into three
phases. First, ketoprofen-loaded PDLLA nanoparticles (PDLLA-KET) were designed
by modified solvent displacement method. Different techniques were employed in order
to characterize PDLLA-KET nanoparticles, with regard to their particle size
distribution, morphology, surface properties, thermal behaviour, drug-polymer
interactions, drug content, drug release and stability. The focus in the second phase of
this work was to determine the applicability of an atomised spray technique to
fabrication of dissolvable microneedles loaded with PDLLA-KET nanoparticles. In
order to characterize the obtained microneedle patches, we investigated their
morphological and mechanical properties, as well as uniformity of drug content. Ex vivo
skin penetration studies were performed within a scope of last experimental phase using
the Franz-type diffusion cells and full thickness porcine skin. The main goal of this
experiment was to determine if spray-fabricated dissolvable microneedle loaded with
PDLLA-KET reliably penetrate the skin and supply its deep layers with drug over a
prolonged period of time. Improvement in drug permeation through the skin was first
investigated by applying PDLLA-KET nanoparticle dispersion on the skin treated with
ImmuPatch silicon microneedles. The drug permeation study was also performed using
the dissolvable microneedles loaded with PDLLA-KET nanoparticles.

The results showed that uniform ketoprofen loaded PDLLA nanosized spheres
were prepared with high drug encapsulation efficiency (75%). After an initial burst
release, the PDLLA nanoparticles were capable of prolonging and controlling
ketoprofen release over 7 days of exposure. Korsmeyer—Peppas model along with
Fickian diffusion mechanism were recognised as the most suitable models to describe
the ketoprofen release from PDLLA nanospheres. We also demonstrated that atomised
spray technique, as a novel microneedle fabrication method, minimises the effects of the
liquid surface tension and viscosity when filling moulds. This method was successfully
used to fabricate PDLLA-KET nanoparticle-loaded dissolvable microneedle arrays

which had complete fidelity to the master silicon template. The microneedles had sharp
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tips, rigid and inflexible pyramidal structure and a great ability to withstand
compression and fracture. It was also demonstrated that this spraying method can be
adapted to produce novel laminate-layered as well as horizontally-layered dissolvable
microneedle arrays. The results of a short term stability studies revealed that both
ketoprofen-loaded polymeric nanoparticles and dissolvable microneedles were
physically and chemically stable after 3 months. Following application of silicon
microneedle arrays, ketoprofen-loaded polymeric nanospheres were able to enhance
drug flux through porcine skin, to reduce its transport lag time and to supply the skin
with drug over 24 hours. In the light of these results, dissolvable microneedle patches
loaded with PDLLA-KET nanoparticles were applied to the porcine skin ex vivo. All of
the microneedles on the patch (144 in total) were seen to penetrate into the skin, as
evidenced by clearly visibly indentations in the skin. The results showed that drug was
successfully released and deposited in the skin samples.

Due to the obtained results, it can be concluded that combination of two
different approaches applied in this work has led to improved intradermal and
transdermal ketoprofen delivery. Effective and non-invasive administration systems for
sustained drug delivery were developed, confirming that both the drug and PDLLA-
KET nanoparticles can be loaded into the microneedles formed by the atomising spray
process. Ketoprofen was successfully released from both dosage forms (liquid
dispersion and dissolvable microneedle patch) and delivered in the porcine skin ex vivo
over a prolonged period of time. It can be concluded that drug loaded polymeric
nanoparticles and dissolvable microneedle arrays employed in the presented delivery
strategy have a great potential for enhanced and controlled drug delivery via skin.
Although the promising findings of this work require further confirmation in preclinical
in vivo studies, ketoprofen loaded dissolvable microneedles can be considered as an
effective administration systems capable to achieve a better patient adherence and
improved therapeutic efficacy of this drug, which is the ultimate goal in the

development of every dosage form.

Keywords: polymeric nanoparticles, dissolvable microneedles, atomising spray, skin,

transdermal drug delivery, ketoprofen.
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1.1. Nanotehnologija i nanomedicina

Nanotehnologija predstavlja interdisciplinarnu oblast nauke o materijalima koja je
posvec¢ena dizajniranju, proizvodnji, karakterizaciji i primjeni struktura, sredstava i
sistema sa najmanje jednom novom i/ili naprednijom osobinom i funkcijom (1).
Promjene fizickih i hemijskih osobina materijala nastaju kao posljedica kontrolisane
manipulacije veli¢ine i oblika na nanometarskom nivou u smislu smanjenja broja atoma
koji ¢ine materijal, odnosno drugacijeg rasporeda i medurastojanja za povrsinske atome
(2, 3). Znacaj i uticaj nanotehnologije na oblast biomedicinskih istrazivanja i klinicke
primjene biomaterijala ogleda se u nekoliko aspekata, uklju¢uju¢i manipulaciju
povrsinskih karakteristika i produkciju materijala veli¢ina koje su slicne bioloskim
entitetima (npr. éelije, organele itd.) (1, 4, 5).

lako se oblast nanotehnologije i dalje smatra mladom naukom, nanocestice su,
kao nosaci za isporuku lijekova, razvijene jo$ prije 40 godina (6). Od tog vremena,
doslo je do velikog napretka u oblasti inzenjeringa materijala na nivou nanoveli¢ina,
kao 1 u procjeni potencijala ovih nanonosaca za unapredenje terapije i zdravlja uopste.
Tako su svoju primjenu 1 klinic¢ki znacaj u oblasti dijagnostike i lijeCenja nasli razliciti
nanouredaji poput bioloskih mikro- i nano-elektri¢nih mehanickih sistema (BioMEMS i
BioNEMS), u koje se ubrajaju biomolekularni senzori, genski vektori, nanoCipovi,
mikroigle za isporuku lijekova, nanoroboti. Primjeri ovih sistema koji su u razvoju ili se
ve¢ nalaze na trzi$tu su implanti senzora za regulaciju pritiska (Endosure wireless AAA
pressure sensor, cardio MEMS, Atlanta, SAD), kateteri sa senzorima protoka
(Vermetra, Pittsburgh, SAD) ili genski vektori (Affymetrix, Santaclara, SAD) (1).

Nanomedicina je oblast koja ima za cilj proucavanje strukture, funkcije i dejstva
razli¢itih nanosistema kao bioloskih materijala 1 njihove Siroke primjene od
biomedicinskih snimanja do isporuke lijekova i terapeutika (7). Posebno veliki interes u
Sirokoj oblasti nanomedicine je u ispitivanju i razvijanju nanonosaca za racionalnu i
ciljanu isporuku lijekova (8). Nanonosaci su sistemi nanometarskih veli¢ina, koji se
sastoje od razli¢itth materijala kao Sto su prirodni ili sintetski polimeri, lipidi ili
fosfolipidi, peptidi, polisaharidi, organometalna jedinjenja, itd. Brojne studije su
pokazale moguc¢nost ovih nosaa da kontroliSu mehanizam otpustanja-oslobadanja
lijeka, poboljsaju njegovu stabilnost, kao i zastitu od fagocita i prevremene degradacije,

Sto ujedno vodi ka boljoj bioloskoj raspolozivosti i potencijalnom poboljsanju terapijske
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efikasnosti (1, 9). Poznato je da nanostruktuirani nosaci imaju potencijal da
mijenjaju/poboljsavaju  farmakodinamicki i1 farmakokineticki  profil  lijeka,
poboljsavajuci tako njegovu terapijsku efikasnost (1, 10). Pristupi za postizanje ovih
ciljeva zasnivaju se na izboru materijala i metoda za izradu nanonosaca odredenih
geometrijskih i povrSinskih karakteristika (11).

Biomedicinski materijali (biomaterijali) su poceli da se koriste jo§ sredinom
proSlog vijeka, i prije nego $§to je sam termin ,biomaterijali“ postojao. Polimetil
metakrilat (PMMA) bio je prvi biomaterijal upotrebljen u stomatologiji jo§ 1937.
godine, a potom i u ortopediji dvadeset godina kasnije, kada je britanski hirurg John
Charnely koristio PMMA i nerdajuéi Celik za totalnu zamijenu kuka (2). UopSteno,
biomaterijali obuhvataju Siroku klasu materijala koji se koriste za zamjenu i reparaciju
zivog tkiva i organa, u terapijske ili estetske svrhe. Mnogobrojni biomaterijali, kao $to
su stentovi, membrane, hirur§8ki konci, intraokularna i kontaktna sociva, danas se
svakodnevno koriste kao protetska sredstva u raznim granama hirurgije (dentalnoj,
ortopedskoj, kardiovaskularnoj, oftalmoloskoj i rekonstitutivnoj), kao i u terapiji nekih
oboljenja (medicinska sredstva i farmaceutski oblici za kontrolisano otpustanje lijeka).
Opsti uslovi za primjenu svih biomaterijala su biokompatibilnost, netoksi¢nost,
mehanicki kontinuitet sa okolnim tkivom i ekonomi¢nost (12). Osim opstih uslova,
postoje i posebni uslovi za materijale namjenjene za specifénu primjenu, kao $to su
bioaktivnost (za ubrzavanje rasta prelomljene kosti ili regeneraciju pokidanog nerva),
biodegradacija (hirurski konci i kapsule za kontrolisano otpustanje lijeka u organizmu),
otpornost na infekcije (kateteri, trombootpornost — vjestacke arterije i sréani zalisci),
propustljivost i difuzibilnost (razli¢ite membrane vjeStackih organa i medicinskih
sredstava) (2).

Postoje brojni kriterijumi na osnovu kojih se vr$i podjela biomaterijala. Najcesce
se biomaterijali dijele na osnovu hemijskog sastava, i to na bioloske, polimerne,
materijale na bazi razli¢itih metala, silikona ili ugljenika. Podjela biomaterijala moze da
se 1izvr§$i 1 prema mjestu njihove krajnje upotrebe na ortopedske, dentalne,
kardiovaskularne, oftalmoloske, dermatoloske itd. Prema tipu odgovora tkiva
razlikujemo bioaktivne, bioinertne i bioresorbilne, dok se prema nacinu aplikacije

biomaterijali mogu koristiti u obliku praska, bloka, cementa, prevlake (2). U Tabeli 1-1
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dat je pregled biomaterijala koji se koriste za formulaciju razli¢itith nanosistema za

isporuku lijekova, i u nanomedicini uopste.

Tabela 1-1. Biomaterijali za izradu nanostrukturnih sistema i njihova primjena u
nanomedicini. (1, 2, 12)

Primjena u Vrste
Materijali O nanonosaca za
isporuku lijeka
- Vezikularni
Lipidi Nosaci za isporuku lijeka nosaci
Bioloski materijali Peptidi 1 za15p . ..
. - Inzenjerstvo tkiva Nanocestice
Polisaharidi
Nanotube
Mekotkivni implanti
Kolagen .
. . . Prevlake krvnih sudova
Prirodni Albumin . . .
v Rekonstruktivna Vezikularni
Zelatin . .. -
hirurgija nosaci
Polilaktidi .. .. Nanosfere
Lo Nosaci za isporuku lijeka .
Poliglikolidi Hirurski konci Nanocestice
. . Sintetski Polikaprolakton ur . Micele
Polimerni . _— C Nosaci za meko 1 . .
G biodegradabilni Poliamidi . ) Dendrimeri
materijali . . kostano tkivo
Polikarbonati Kardiovaskularni umeci
Polifosfazeni
Politetrafluoroetilen | Trajni nadomjesci (krvni
Sintetski ne- Polietilentetraftalat sudovi, meka tkiva)
biodegradabilni Polietilen Ortopedski umetci i
zglobovi
Nosaci za isporuku lijeka
Ortopedske Zice o
. C. . Nanocestice
Metali Zubni implanti
. lobnih Nanokapsule
Neorganski Oso_vme zglobni
matoriiali implantata
. Nosaci za isporuku lijeka
. Rekonstruktivna Porozne
Silikon . .. S0
hirurgija nanocestice
Cjevcice
';{alzair\;ﬁ; Nanotube
na Ugljenik Nosaci za isporuku lijeka Fulereni
.. Nanovlakna
ugljeniku

Od svih materijala, najSiru upotrebu pronasli su sintetski polimeri zbog njihovih
prednosti u poredenju sa drugim jedinjenjima, te se oni danas koriste u svim oblastima
ljudske aktivnosti, pa tako i u medicini i farmaciji. U oblasti nauke o polimerima znanja
se stiCu prije svega prouc¢avanjem prirodnih polimera i njihovih kompleksnih struktura i

funkcija. Medutim za razliku od prirodnih polimera, ¢ija se mnogo kompleksnija
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struktura karakteri$e veéim brojem razli¢itih ponavljajuéih jedinica, danas se saznanja o
polimerima uglavnom sticu istrazivanjem mnogo jednostavnijih sintetskih polimera koji
se u najvecem broju slucajeva sastoje najvise od dvije ili tri razliCite konstitutivne
jedinice — monomera. Osnovni cilj istrazivanja u ovoj oblasti jeste dobijanje materijala
sa osobinama koje se mogu modifikovati i kontrolisati u skladu sa potrebama njegove
primjene (13). Buduéi da su bioloski sistemi i procesi kompleksni i jo§ uvijek
nedovoljno razjasnjeni, ovaj cilj je veoma tesko posti¢i. Primjena sintetskih polimera u
biomedicinske svrhe ¢esto je samo prilagodavanje ve¢ postojecih, i u neke druge svrhe
koristenih polimera. Za sintezu novih jedinjenja prilagodenih specificnim zahtjevima
primjene, kao §to su vremenski-ogranicene primjene, inZenjerstvo tkiva i kontrolisana
isporuka lijekova, klju¢nu ulogu ima hemija polimera. Naime, struktura lanca, sastav
osnovnih i bo¢nih grupa i molekulska masa su faktori koji uticu na osobine sintetisanih
polimera (13). Do danas su istrazeni mnogobrojni nacini pobolj$anja osobina sintetskih
polimera. Tako se na primjer povrSinske karakteristike polimernog biomaterijala mogu
modifikovati koris¢enjem polietilenglikola (PEG) sa ciljem spre¢avanja adsorpcije
proteina i izbjegavanja aktivacije komplementa, ali i prevencije adhezije krvnih plocica
I tromboze (14, 15). Posebna paznja posvecuje se i kompozitnim sistemima, kao §to je
kompozit kopolimera mlije¢ne i glikolne kiseline (PLGA) sa hidroksiapatitom koji je
sintetisan kao zamjena prirodnoj kosti (8, 16).

1.1.1. Biodegradabilni polimeri i njihova primjena u medicini i farmaciji

Biodegradabilni polimeri danas zaokupljuju najvecu paznju istrazivaca u oblasti
polimernih biomaterijala. Kada je rije¢ o njihovoj primjeni u nanomedicini, u potpunosti
su zamijenili nedegradabilne (dugotrajne) materijale. Biodegradabilni polimeri ne
zaostaju u organizmu i njihova primjena pruza mogucnost kontrole bioloSkog odgovora
organizma na ljekovitu supstancu. Medutim, biodegradabilnost ne podrazumjeva i
netoksi¢nost. Stoga su biodegradabilni polimeri koji se razgraduju na male, netoksicne
molekule idealni kandidati za izradu polimernih nanocestica kao nosaca ljekovitih
supstanci (17, 18). Osim biodegradabilnosti, polimerni biomaterijali za primjenu u
nanomedicini moraju biti i biokompatibilni, §to podrazumjeva njihovu netoksi¢nost, da
ne izazivaju imuni odgovor organizma i ne dovode do mutacija, i biofunkcionalni
odnosno da posjeduju odgovarajuce fiziCkohemijske i bioloske osobine, da su pogodni

za procesiranje i sterilizaciju, stabilni prilikom skladistenja, itd (13).
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lako postoji veliki broj sintetskih polimera razli¢itog hemijskog sastava i
strukture, samo nekoliko njih ispunjava ove zahtjeve. Polimerni materijali kao $to su
polimlije¢na kiselina (PLA), poliglikolna kiselina (PGA), kopolimer poli(laktid-ko-
glikolid) (PLGA), poli(e-kaprolakton) (PCL), odobreni su od Svjetske zdravstvene
organizacije (eng. World Helath Organization, WHO) i Americke uprave za hranu i
lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) kao materijali koji se mogu
koristiti u medicini i farmaciji za izradu sistema za kontrolisanu isporuku razli¢itih
lijekova (antikancerogene supstance, nesteroidni  antiinflamatorni  lijekovi,
antihipertenzivi, imunomodulatori, hormoni, vitamini i makromolekuli — nukleinske
kiseline, proteini, peptidi, antitijela) (19-21).

Osim sintetskih, i prirodni materijali kao $to su celuloza, kolagen, fibrin, albumini
i polisaharidi, su biodegradabilni (22). Budu¢i da je period njihove degradacije
uglavnom veoma dug, veliki dio istrazivackog interesa je usmjeren ka dobijanju
modifikovanih prirodnih polimera. Jedan od na¢ina modifikacije prirodnih polimera je
dodavanjem polarnih grupa koje su nestabilnije i pospjesuju degradaciju polimera (23).

Eksperimentalni radovi, koji su dokazali opravdanu primjenu polimernih
mikrocestica u cilju kontrolisane isporuke lijekova posluzili su da istrazivacki interes
danas uglavnom bude usmjeren na primjenu PLA, PLGA i PCL cestica nanoveli¢ina
(24-26). Osobine nanonosac¢a ovih alifaticnih poliestera, kao i njihova razgradnja u in
vitro uslovima zavise od metode izrade, osobina samog polimera (molekulska masa,
hemijska struktura, prisustvo defekata u lancu, odnos homopolimernih komponenti u
kopolimeru, odnos amorfnosti i kristalini¢nosti, polidisperznost), kao i od fizickih,
hemijskih i bioloskih parametara odnosno fizioloskih uslova koji utic¢u na osobine
polimera (pH, temperatura, jonska ja¢ina, prisustvo jona i makromolekula polisaharida,
proteina, Celijske membrane) (27-29). U zavisnosti od pobrojanih faktora, vrijeme
degradacije moze iznositi od nekoliko nedelja do cak nekoliko godina. Proces
degradacije zasnovan je na raskidanju hidroliticki nestabilnih veza u strukturi polimera i
karakteristika je jedinjenja tipa estara, anhidrida i amida (30, 31). U toku degradacije,
dolazi do Kkidanja polimernih lanaca i smanjenja molekulske mase polimera.
Degradacija indukuje eroziju materijala, koja je takode definisana gubitkom mase

materijala usljed kidanja polimernih lanaca (13, 32). Smatra se da u in vivo uslovima
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polimer brze degradira usljed prisustva razli¢itih enzima kada dolazi do enzimski

katalizovane degradacije (33, 34).

1.1.2. Biodegradacija i biokompatibilnost polimlije¢ne kiseline (PLA)

Polimlije¢na kiselina ili polilaktid (PLA) je svoju Siroku primjenu stekla na polju
medicine, gdje se koristi kao biomaterijal za hirurske konce, proteze, srcane zaliske,
kostane nosace, itd. (33). Fizicke i hemijske osobine PLA su uslovljene prisustvom
metil grupa na dva asimetri¢na ugljenika u strukturi, te se razlikuju L-, D- i D,L-izomeri
ovog polimera (Slika 1-1). Enantiomeri poli-L-laktid (PLLA) i poli-D-laktid (PDLA) se
dobijaju u bakterioloskim sistemima izborom odgovaraju¢eg mikroorganizma.
Polilaktid koji se dobija hemijskim procesom predstavlja smjeSu D- i L-izomera
(PDLLA). PLLA je semikristalan, dok je PDLLA amorfan polimer. Zbog vece
kristalini¢nosti, uredenije i kompaktnije strukture, PLLA ima i bolje mehanicke
karakteristike, ali i duzi period degradacije. Na mehanicka svojstva uti¢e i molekulska

masa, pa se sa povecanjem molekulske mase poboljSavaju i mehanicke osobine
polilaktida (35).

H
@] (0] 0
H3C1|II||--
- H
B - H
@] @] z >
CH, %HS
L-laktid D-laktid D,L-laktid

Slika 1-1. Strukturne formule izomera laktida.

U literaturi su opisane razli¢ite metode za sintezu PLA. Za dobijanje PLA visoke
molekulske mase koriste se azeotropna kondenzaciona polimerizacija, polimerizacija u
¢vrstom stanju i polimerizacija otvorenog prstena, dok se direktnom kondenzaciona
polimerizacijom dobija PLA niske molekulske mase (Slika 1-2). Polimerizacija
otvorenog prstena je najzastupljenija metoda sinteze, zbog moguénosti precizne
kontrole strukture i variranja karakteristika PLA (35). Shematski prikaz ove metode

predstavljen je na Slici 1-3.
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Ugljeni hidrati

l Fermentacija

Mlijecnakiselina

lOIigomerizacUa lstanje topljenja l
Oligomer Oligomer Direktna
kondenzaciona
o Azeotrop.na Cvrsto stanje polimerizacija
Dimerizacija kondenzaciona
J polimerizacija Polimerizacija
évrstog stanja
Laktid
h 4 v
- PLA PLA
— velike molekulske mase male molekulske mase
Polimerizacija

otvorenog prstena

Slika 1-2. Metode za sintezu polimlije¢ne kiseline — PLA. (35)

CH; CH; CH,
OH 150-160°C H OH polimerizacija H OH
HO e Sk
n
0 (o) o
Laktidna kiselina Oligomer (a=8-15)

Slika 1-3. Shematski prikaz sinteze polimlije¢ne kiseline polimerizacijom otvorenog prstena.
(35)

PLA je komercijalno dostupan polimer u razli¢itim oblicima, Koji je poznat po
svojoj procesibilnosti, biokompatibilnosti i biodegradabilnosti (36). Kao i svi alifati¢ni
estri, PLA degradira hidrolitickim cijepanjem estarskih veza u lancu ili pod uticajem
enzima. Tokom cijepanja lanaca u procesu hidrolize, na krajevima dolazi do formiranja
karboksilnih grupa koje potom ubrzavaju dalju hidrolizu, odnosno autokatalizuju
hidrolizu estarskih veza (Slika 1-4) (37). Krajnji produkti degradacije su ugljen-dioksid

1 voda koji se nesmetano uklju¢uju u metabolizam tkiva (Krebsov ciklus) 1 na taj na¢in
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otklanjaju iz organizma. Ukoliko se PLA Kkoristi kao nosa¢ u sistemima za isporuku
lijekova, pozeljno je da ima manju molekulsku masu, ¢ime bi se obezbjedilo krace
vrijeme degradacije polimera i bolje karakteristike kontrolisanog otpustanja ljekovite

supstance (38).

[
CH H
(o] 3',0/ 0
/{O%\ }\\V&/o%
H (o} OH
n-m-1 o m
CH, CH,

CH;
(o]
/{0 OH
CH, H 0
[o) 0o n-m-1 (0]
A{,o\{ﬂ\ Mo\{k}\ CH,
H (o) OH  —-
+
n-m-1 /0 0 m
CHy H / CH,4 (o]
H H (o]
OH
m
CH,

Slika 1-4. Shematski prikaz hidroliticke degradacije polimlije¢ne kiseline. (39)

Americka uprava za hranu i lijekove je uvrstila PDLLA u bazu podataka za
inaktivne ekscipijense i odobrila njegovu primjenu u farmaciji (praskovi za injekcije i
liofilizate za subkutanu ili intramuskularnu primjenu, nosa¢ za isporuku lijekova u
periodontalnoj terapiji). Evropska Direktiva 67/548/EEC takode svrstava PDLLA u
grupu nerizi¢nih ekscipijenasa, a monografija ovog polimera se nalazi u Priru¢niku za

farmaceutske ekscipijense (40).
1.2. Teorijski aspekti isporuke lijeka u/kroz koZu

Primjena lijekova na kozu datira od prije nekoliko hiljada godina kada su jos$
drevni grci upotrebljavali balzame koji su se sastojali od smjese vode, maslinovog ulja i
olovo-oksida. Maslinovo ulje se koristilo kao vlazeée i1 okluzivno sredstvo, dok je olovo
(I1)-oksid imalo adstringentno djelovanje (41). Sve do kraja 19. vijeka, koza se smatrala
nepermeabilnom barijerom. Medutim, 1893. godine Bourget i saradnici su svojim

istrazivanjima dokazali da se reumatoidni artritis moze lijeciti lokalnim salicilatima (41,
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42). U ranom 20. vijeku doslo se do otkrica da lipofilni agensi povecavaju
permeabilnost koze. Da je stratum corenum (SC) osnovna barijera za hemijsku
penetraciju i permeaciju otkriveno je sredinom 1953. godine kada je Blank u svojim
eksperimentima odredivao permeabilnost vode koriste¢i tehniku adheyivnih traka (eng.
tape stripping), prvi put predstavljenu od strane Wolf-a i njegovih saradnika jos 1939.
godine (41). Rezultati ovih eksperimenata pokazali su da je gubitak vode ostao
nepromjenjen sve dok nije otklonjen i poslednji sloj SC-a, na osnovu ¢ega se doslo do
zakljucka da upravo ovaj spoljasnji sloj epidermisa predstavlja osnovnu barijeru za
permeabilnost koze (41, 43). Scheuplein i sar. su ispitivali peremabilnost mnogih
supstanci u kozu u in vitro uslovima i detaljno opisali troslojnu strukturu koze kroz koju
se peremacija ljekovitih supstanci deSava Fick-ovom difuzijom. Njihovi rezultati su
takode pokazali da je SC osnovna barijera za fluks lijeka kroz kozu. (41, 44).

Do sredine 20. vijeka, ljekari su propisivali topikalne preparate iskljucivo za
lijecenje koznih oboljenja. Koza kao put isporuke lijekova u sistemsku cirkulaciju nije
komercijalno ni nau¢noistrazivacki koriS¢ena sve do 1954. godine kada je pokazano da
se angina moze Kontrolisati primjenom masti sa nitroglicerinom (42). Ova mast je
ujedno bila i prvi komercijalni preparat formulisan za transdermalnu isporuku lijeka u
sistemsku cirkulaciju. Trideset godina kasnije, u ranim 80-tim godinama proslog vijeka,
FDA je odobrila prve transdermalne flastere sa nitroglicerinom i skopolaminom kao
ljekovitim supstancama (45). Nakon toga na trziStu su se pojavili ljekoviti flasteri koji
su sadrzavali klonidin, fentanil, levonorgestrel, lidokain, estradiol, testosteron i1 nikotin
(45-47). Do danas, veliki broj transdermalnih sistema za isporuku razli¢itih lijekova,
hormona, proteina itd, nalazi se u fazi istrazivanja i klinickih studija.

Sa terapijskog aspekta, razlikujemo isporuku lijeka na povrsinu koze (uglavnom
kozmeticki preparati ili antiseptici), u razli¢ite slojeve koze — lokalna isporuka lijeka
(npr. neoplazme, inflamatorna oboljenja ili mikrobne infekcije kozZe), 1 u sistemsku
cirkulaciju — transdermalna isporuka lijeka ili perkutana resorpcija. Iako je jo§ uvijek
vecina preparata koji se aplikuju na koZu namjenjena za lokalnu isporuku lijeka, u
proteklih 30 godina istrazivacki interes usmjeren je na razvoj formulacija za
transdermalnu isporuku lijekova, koja predstavlja alternativu za konvencionalne
sistemske i oralne puteve primjene (41). U prilog ovome je i ¢injenica da je 1990.

godine istrazivanje nauc¢ne baze Pubmed pokazalo svega 295 radova koji su sadrzavali
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termin “transdermal, u poredenju sa preko 30000 naucnih radova koliko ova baza

sadrzi danas (41).

PREDNOSTI

Moguénost
produzene i
kontrolisane

Smanjenje

Smanjenje 'ﬁ%ig"\f: rizika od
utestalosti ) sistemskih
doziranja neZeljenih Barijerna funkcija koze

efekata

Veliki broj lijekova nisu pogodni

Velika i lako Smanjena kandida
pristupacna pregistemsk i i
povrsina za Slaba bioloSka raspoloZivost

e eliminacije
lijeka

POBOLJSANJE
ADHERENCE

resorpciju

Mogucnost pojave nepravilnog
oslobadanja doze lijeka (dose dumping)

Eliminacija

—0Or-—H4n0oom=z

Neinvazivna, hemijske Lijekowvi 1 ekscipijensi mogu Izazvati
diskretna i gegradacije_ iritaciju koze
jedr!os..tavna IIJ_eka u G-!TI Mal broj proizvodaca specijalizovanih
primjena ™\ Interakcija za proizvodnju_transdermalnin sistema,

Prednost koja je kompleksna i skupa

primjene kod terapije u
pacijenata u slu¢aju
besvjeshom nezeljenih
stanju efekata ili
predoziranja

Slika 1-5. Prednosti i nedostaci transdermalne isporuke lijekova.

Transdermalna primjena pruza odredene prednosti u odnosu na oralnu i
parenteralnu primjenu, a za pojedine lijekove predstavlja i najpogodniji put za isporuku
lijekova. Najznacajnije prednosti i nedostaci transdermalnog nacina isporuke lijekova
prikazane su na Slici 1-5. U poredenju sa primjenom lijekova per os, transdermalni
nacin primjene eliminiSe interakcije lijeka sa hranom, kao i1 njegovu hemijsku
degradaciju u gastrointestinalnom traktu. Ovaj na¢in primjene smanjuje nezeljene efekte
I presistemsku eliminaciju lijeka (eng. first pass effect), a pogodan je i kod pacijenata u
besvjesnom stanju, kao neinvazivan nacin primjene u poredenju sa parenteralnim putem
isporuke lijeka. Medutim, nemaju svi lijekovi moguénost transporta kroz kozu, a brzina
penetracije i permeacije lijeka u/kroz kozu zavisi od godina starosti, rase, mjesta
primjene na koZi 1 bolesti koZe. Ipak, glavni ograniavajuéi faktor isporuke lijekova
wkroz kozu predstavljaju barijerne karakteristike koze, odnosno stratum corneum-a
(212).
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1.2.1. Struktura koZe

Koza je najveci organ koji ¢ini viSe od 10% ukupne tjelesne mase i predstavlja
zaStitnu barijeru za prolaz supstanci u organizam. Osim zastitne, koza ima i1 druge vazne
funkcije koje su od vitalnog znacaja za zivot ljudi, a to su homeostatska i senzorna
uloga. Koza omogucava odrzavanje tjelesne temperature i stalnog sastava tjelesnih
teCnosti, prenosi senzorne informacije u nervni sistem i ucestvuje u imunoloskoj
odbrani organizma. U donjem dijelu epidermalnog sloja koza se sastoji od visoko
specijalizovanih Langerhansovih c¢elija koje imaju znacajnu ulogu u imunolo$kom
sistemu koze, a u svojoj funkciji usko su povezane s odbrambenim sistemom cijelog
tijela.

Anatomski, kozu ¢ine Cetiri glavna sloja: stratum corneum, vijabilni epidermis,
dermis i hipodermis (subkutano tkivo) (Slika 1-6). lako SC predstavlja dio epidermisa,
smatra se posebnim slojem koZe zbog svojih specifi¢nih barijernih osobina. SC se
sastoji od 15-25 zbijenih slojeva orozalih, nevijabilnih ¢éelija — korneocita, debljine 0,3-
0,7 um, $to daje ukupnu debljinu ovog sloja koze u nehidratisanom stanju od oko 10-25
um (48). Osim hidratacije, debljina SC zavisi i od dijela tijela (tabani i dlanovi imaju
mnogo vecu debljinu SC koja se krece od 400-600 um). Svaka ¢elija ovog spoljasnjeg
sloja koze sadrzi snopove nerastvornog keratina (~70%) 1 lipida (~20%) obavijenih
¢elijskom membranom. Brojne studije pokazale su da korneociti imaju lipidnu opnu
koja se sastoji od N-(w-hidroksiacil) sfingozina kovalentno vezanih za boc¢ne
glutaminske lance proteina opne (49, 50). Ova lipidna opna predstavlja skelet za
formiranje intercelularnih lipidnih lamela, koji sa dezmozomima (korneozomima) ¢ine
sadrzaj intercelularnog prostora i obezbjeduju kohezivnost korneocita (Slika 1-7).
Poznato je da u sastav intercelularnih lipida ulaze holesterol (~35 %), ceramidi 1-9 (~50
%) i masne kiseline(~15 %) (51). Upravo zbog ovog specifiénog sastava i jedinstvenog
strukturnog uredenja intercelularnih lipida, permeabilnost SC za vodu je 1000 puta
manja od vecine drugih biolos§kih membrana (52) . Osim toga, ove izuzetno struktuirane
i veoma stabilne strukture formiraju efikasnu barijeru za hemijsku penetraciju i

permeaciju (53).
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Stratum corneum \

Vijabilni epidermis

Hipodermis

Slika 1-6. Anatomska grada koZe — shematski i histoloski prikaz. (54)

Celije SC-a poti¢u iz vijabilnog epidermisa i prije deskvamacije podlijezu brojnim
promjenama. Epidermis se sastoji od nekoliko ¢elijskih slojeva u razli¢itom stepenu
diferencijacije (Slika 1-7). Diferencijacija keratinocita u pravcu stvaranja orozale celije
pocinje u bazalnom sloju (stratum basale), koji predstavlja najdublji sloj epidermisa.
Cilindri¢ne ¢elije bazalnog sloja predstavljaju mati¢ne Celije od kojih diobom nastaju
keratinociti. Dalje ¢elije napreduju kroz stratum spinosum koji se sastoji od vise slojeva
krupnih poligonalnih ¢elija medusobno povezanih dezmozomima. Dezmozomi u
epidermisu su odgovorni za povezivanje keratinskog citoskeleta svake ¢elije i na taj
nacin stvaraju tkivo koje je veoma otporno na pritisak. Diferencijacija keratinocita se
dalje nastavlja u slojevima stratum granulosum i stratum lucidum do stratum corneum-a
(55). Povrsinski slojevi SC se konstantno uklanjaju, a kompletno obnavljanje deSava se
svake dvije do Cetiri nedelje (56). Osim germinativnih ¢éelija - keratinocita, koje ¢ine
oko 95% epidermisa, u ovom sloju koze prisutne su i specijalizovane celije poput
melanocita, Merkelovih i Langerhansovih ¢elija, koje su odgovorne za ve¢ spomenute
razlicite funkcije koze.

Dermis je rastresito vezivno tkivo koje zauzima najveci dio koZe i predominantno
se sastoji od kolagenih i elastiénih vezivnih vlakana. Mreza kolagenih vlakana
obezbjeduje potporu epidermisu, dok su elasticna vlakna odgovorna za tonus i
elasti¢nost koze. Osim toga u dermisu se nalaze i mreze krvnih sudova i nervnih

zavrSetaka, koje imaju klju¢nu ulogu u regulaciji temperature i bola.
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Slika 1-7. Morfologija epidermisa — shematski prikaz. (55)

U gornjem, papilarnom dijelu dermisa kolagena vlakna su mala i rasporedena
slobodno ili vertikalno u odnosu na dodirnu povrSinu sa epidermisom, dok dublji,
retikularni region sadrzi gusto pakovana kolagena vlakna rasporedena uglavnom
horizontalno u pravcima zvanim Langerove linije (53, 57).

Najdublji sloj koze je hipodermis (subcutis) kojeg ¢ine lobulusi masnog tkiva
odvojeni vezivnim tkivom. Debljina hipodermisa varira u zavisnosti od povrsine tijela i
individualnih razlika, a osim $to predstavlja toplotnu izolaciju organizma i depo
energetskog materijala, vezuje koZzu za miSice 1 kosti 1 omoguc¢ava njenu pokretljivost
(55).

Kao sto je ve¢ spomenuto na pocetku ovog odjeljka, jedno od glavnih ogranicenja
za uspjeSnu transdermalnu isporuku lijekova je upravo barijerna funkcija koze odnosno,
barijerna svojstva SC-a. Izrazito slozena struktura lipidnog matriksa je pokazatel;
kompleksnosti procesa penetracije lijeka u kozu. Medutim i druge strukture koZze
doprinose otporu koji koza kao barijera pruza penetraciji egzogenih supstanci (58).
Tako se pri razmatranju procesa penetracije/permeacije lijeka u/kroz kozu moraju uzeti
u obzir i mehanic¢ke osobine koze odnosno svakog njenog sloja. Ovo je posebno
znacajno jer se sama barijerna svojstva SC-a mogu otkloniti npr. primjenom mikroigala,

ali to istovremeno ne znaci da su sve barijere koje koza pruza otklonjene. Mehanicke
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osobine SC-a i vijabilnog epidermisa zavise od uslova okoline, poput vlaznosti i
temperature. Osim toga, primjena razli¢itih vlazecih stredstava ili emolijenasa takode
utiCu na povecanu hidrataciju SC-a, znacajno modifikujué¢i i njegove mehanicke
osobine. Ipak, glavnu mehani¢ku funkciju koZe obezbjeduje dermis. Zahvaljujuéi
izduzivanju kolagenih vlakana, retikularni dermis je u stanju da se proSiri i do 25%, ali
isto tako i1 da se skupi usljed bo¢nog pomjeranja amorfne osnove koja djeluje kao
viskozni gel materijal koji, ¢ak ni pod velikim pritiskom, ne moze da “iscuri® iz
dermisa. Stalni pritisak na retikularni dermis dovodi do savijanje struktura koje leze
iznad ovog sloja, a samim tim i povrSine koze, medutim mreza elasticnih vlakana
obezbjeduje potpuni oporavak oblika i arhitekture tkiva nakon deformacije. Buduéi da
papilarni sloj ¢ini svega oko 10% od ukupne debljine dermisa, mreza elasti¢nih vlakana
koja se ovdje nalazi ima prvenstveno zastitnu ulogu (Stiti krvne sudove od mehanickih
ostecenja (56). Uticaj mehanickih svojstava razli¢itih slojeva koze i1 proucavanje njihove
interakcije sa objektima mikronskih veli¢ina poput mikroigala od posebnog je znacaja
za efikasnu transdermalnu isporuku lijeka. Osim mehanic¢kih svojstava koZe, na
pomenute interakcije utie 1 oblik mikroigala, kao 1 njihova duzina u odnosu na debljinu

pojedinih slojeva koze, $to ¢e detaljno biti razmatrano u poglavlju 1.3 (59).

1.2.2. Putevi transporta kroz koZu

Nakon primjene lijeka na kozu, prvo se odvija proces penetracije odnosno ulaska
u kozu, a potom njene permeacije kroz jedan sloj koze u naredni i naposlijetku do
resorpcije, odnosno preuzimanja lijeka u vaskularni sistem (krvotok i/ili limfotok).
Najznacajniji faktori koji uti¢u na ova tri osnovna procesa perkutane resorcije lijeka su:
struktura koze, fizickohemijske osobine i koncentracija ljekovite supstance, kao i
fizi€ko-hemijske osobine sistema u koji je ljekovita supstanca inkroporirana (58). Osim
strukture koZe, na perkutanu resorpciju utiu i drugi bioloSki faktori, kao §to su
varijacije anatomskog mjesta, intra- i inter-individualne varijacije, polne, starosne i
rasne varijacije, metabolizam koze, kao i razli¢ita oboljenja i patoloska stanja (55).

Mnogi radovi su potvrdili postojanje tri glavna puta kojim lijek moze difundovati
kroz intaktni SC: intercelularni, transcelularni i apendiksni put (Slika 1-8) (41).
Prolazak lijeka kroz privjeske ili dodatke koze (apendiksni put) omoguéavaju kanali
folikula dlaka, znojnih ili lojnih Zlijezda. Iako ovaj put obezbjeduje direktnu penetraciju

kroz SC, otezavaju ga brojni faktori. Prije svega, povrSina koju zauzimaju folikule dlaka
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I znojni kanali je veoma mala (svega 0,1% ukupne povrSine koze) Sto ograni¢ava
povrsinu dostupnu za direktan kontakt primjenjene formulacije lijeka. Kanali znojnih
zlijezda su 1ili prazni ili aktivno lu¢e vodeni rastvor soli, Sto bi se moglo smatrati
pozeljnim za mnoge lijekove. Ipak, permeacija je ogranicena jer se znoj luci u smjeru
suprotnom difuzionom putu permeanta. S druge strane, kanali lojnih Zlijezda su
ispunjeni sebumom Koji je bogat lipidima, $to predstavlja barijeru za difuziju hidrofilnih
lijekova (41). Smatra se da je ovaj put dominantan neposredno nakon primjene
formulacije lijeka na kozu. Medutim, kada se uspostavi stanje ravnoteze difuzionog
procesa lijeka, drugi putevi prolaska lijeka postaju dominantniji (44). lako prolazak
lijeka kroz pore ima generalno mali doprinos na ukupan fluks kroz kozu, smatra se da je
ipak znacajan za velike polarne molekule i jone (60).

Transcelularni put podrazmjeva prolazak lijeka kroz korneocite, koji zahvaljujuéi
visoko hidratisanom keratinu omogucavaju prolazak hidrofilnih lijekova. Kao $to je ve¢
objasnjeno, ove ¢elije su okruzene intercelularnim lipidnim lamelama, te proces difuzije
lijeka ovim putem zahtjeva brojne korake raspodjeljivanja (eng. partitioning) i difuzije
lijeka u/iz hidrofilnih korneocita, a potom u/iz viSeslojnih dvostrukih lamela lipida.
Brojne studije su pokazale da je ovaj put predominantan za visoko hidrofilne lijekove
tek nakon $to se postigne stanje ravnoteze fluksa (55).

Intercelularni put podrazumjeva difuziju lijeka kroz kontinuirani matriks
intercelularnih lipida. Zbog malog volumena i veoma kompleksne strukture
intercelularnog matriksa, opisane u prethodnom odjeljku, ovaj put prvobitno nije
smatran potencijalno znacajnim difuzionim putem.

Osim toga, duzina intercelularnog prolaska lijeka, je u suprotnosti sa direktnim
putem prolaska lijeka transcelularno (41). Naime, procjenjeno je da intercelularnim
putem voda putuje 50 puta dublje nego §to je debljina SC-a (61). Sistemati¢ne studije
proucavanja intercelularnog lipidnog matriksa SC-a dokazale su prisustvo lipidne i
polarne putanje §to otezava difuziju kako lipofilnih, tako i polarnih molekula koje
moraju naizmjenicno da se raspodjeljuju i difunduju kroz lipidna i polarna podrucja
(Slika 1-8) (41). | pored svega, intercelularni put se smatra glavnim putem permeacije
kroz SC, te se istrazivacki interes usmjerio ka pronalasku novih metoda koje bi

omogucile efikasniji transport lijeka u kozu.
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Slika 1-8. Putevi prolaska lijeka kroz kozu i detaljan prikaz procesa raspodijele i difuzije
permeanta kroz intercelularne lipide SC-a: (a) difuzija kroz srediSte dvostrukog sloja lipida, (b)
difuzija kroz dvostruki sloj neposredno pored polarnih glava, (c) difuzija kroz polarna podrucja.

Dominacija jednog od puteva u procesu transporta lijeka kroz koZzu u najvecoj
mjeri zavisi od same prirode ljekovite supstance — permeanta. Najvazniji faktori koji
odreduju prirodu jedne ljekovite supstance su njen particioni koeficijent, veli¢ina
molekule, jonizacija, rastvorljivost i tacka topljenja (55). Osim ovih faktora, i druge
osobine molekule lijeka treba uzeti u obzir pri odabiru kandidata za transdermalnu
isporuku. Imajuéi u vidu kompleksan sastav koze (lipidi, proteini, enzimi, itd) i razli¢itu
prirodu ljekovitih supstanci (slabe kiseline/baze, jonizaciju molekula, itd) postoji veliki

broj potencijalnih interakcija izmedu lijeka i tkiva koze. Eventualno vezivanje lijeka za
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razli¢ite strukture u kozi, bilo putem vodoni¢nih ili slabih Van der Waals-ovih veza,
uti¢e na njegov fluks kroz kozu. Dodatno, na fluks lijeka kroz kozu moze uticati i
veli¢ina Cestica slabo rastvornih ljekovitih supstanci (suspenzije), kao i primjena
enantiomera koji imaju nizu ta¢ku topljenja i bolju rastvorljivost u poredenju sa
racematima (atenolol, propranolol) (55).

Imajuéi u vidu sve navedeno, pravilan izbor lijeka kandidata za intradermalnu ili
transdermalnu primjenu zahtjeva detaljna preformulaciona istrazivanja, kako bi se
formulisao farmaceutski oblik kojim ¢e se posti¢i optimalna farmakoloska aktivnost

lijeka i obezbjediti sigurnost njegove primjene.

1.2.3. Ketoprofen — kandidat za intradermalnu/transdermalnu isporuku

Ketoprofen je anjonski nesteroidni antiinflamatorni lijek (NSAIL), i pripada grupi
najvise propisivanih lijekova u svijetu. Kao derivat propionske kiseline [(RS)2-(3-
benzoilfenil)-propionska kiselina], ketoprofen je sintetisan u Parizu 1967. godine i prvi
put primjenjen u klini¢koj praksi 1973 godine u Francuskoj i Velikoj Britaniji (62).
Zahvaljujuéi prisustvu jednog asimentri¢nog ugljenikovog atoma u hemijskoj strukturi
ketoprofena, razlikujemo S- i R- enantiomer ovog lijeka. U svojoj strukturi ketoprofen
sadrzi i slobodnu karboksilnu grupu, od koje potice kiselost ove molekule (Slika 1-9).
Ketoprofen je prakticno nerastvorljiv. u vodi, a taCka topljenja iznosi 94°C.
Rastvorljivost ketoprofena se povecava sa poveéanjem pH vrijednosti iznad konstante
disocijacije (pKa). Vrijednost konstante disocijacije ketoprofena, koja ima vaznu ulogu
za jonizaciju, a time i za permeabilnost ovog lijeka, iznosi 4.23 u vodi i 5.02 u vodenim
rastvorima ¢ija je pH vrijednost 1.5 (63, 64) Particioni koeficijent (log P) ketoprofena
odreden na osnovu raspodjele u sistemu oktanol-voda, koji je Siroko prihvacen kao
model za lipidno-vodeni sistem, iznosi 3.2 (64). Mnoge studije potvrduju da se ljekovite
supstance ¢ija je log P vrijednost izmedu 1 i 3 dobro resorbuju (53, 64). Generalno,
visokolipofilni molekuli imaju tendenciju da se zadrzavaju u lipofilnim dijelovima
¢elijskih membrana, dok visokopolarni molekuli imaju loSu biolosku raspolozivost zbog
nemogucnosti da penetriraju kroz bioloske membrane Stoga postoji korelacija izmedu
log P vrijednosti neke ljekovite supstance i njenog transporta (53). Kada je rije¢ o
perkutanoj apsorpciji, a imajuci u vidu strukturu SC detaljno opisanu u odjeljku 1.2.1.,
za ljekovite supstance poput ketoprofena koje imaju visoke vrijednosti particionog

koeficijenta (log P > 3), najvjerovatniji put prolaska lijeka kroz SC bio bi intercelularni.
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Medutim, u ovom sluCaju postavlja se pitanje mogucnosti dalje raspodjele

visokolipofilnih susptanci iz SC u pretezno vodenu sredinu vijabilnog epidermisa (55).

Slika 1-9. Strukturna formula ketoprofena.

Zahvaljuju¢i svom analgetickom, antipiretickom i antiinflamatornom dejstvu
ketoprofen se u klini¢koj praksi primjenjuje za otklanjanje, ublazavanje i kontrolu bola
slabog do umjerenog intenziteta, kao i za lijeCenje upala kosStanog sistema i mekih tkiva,
te su glavne indikacije za ove lijekove reumatoidni artritis i osteoartritis. Svoje dejstvo,
ketoprofen ostvaruje blokiranjem enzima ciklooksigenaze (COX) i inhibicijom sinteze i
oslobadanja prostaglandina, koji se smatraju glavnim medijatorima bolova 1 upale.
Ketoprofen jo$ dodatno inhibira aktivnost bradikinina, migraciju polimorfonuklearnih
leukocita i stabilizuje membranu lizozima, limitirajuéi na taj nacin intenzitet i Sirenje
inflamatornog procesa. Bioloska raspolozivost ketoprofena poslije oralne primjene je
preko 90%, dok je resorpcija nakon intramuskularne i rektalne primjene sli¢na i iznosi
oko 70 - 90% u odnosu na ekvivalntnu oralnu dozu. Terapijska koncentracija
ketoprofena u serumu nakon peroralne primjene postize se ve¢ nakon 30 minuta, a
najvisa koncentracija nakon 1,5 - 2 sata. Poluvrijeme eliminacije ovog lijeka je 1.1 - 1.3
sata nakon oralne doze od 100 mg, i oko 2 sata nakon iste doze primjenjene intravenski
(65). Zbog ovako kratkog poluremena eliminacije, uestalost doziranja je prepoznat kao
jedan od osnovnih nedostataka ovog lijeka. Osim toga, upotreba ketoprofena i svih
ostalih NSAIL je ograni¢ena zbog ozbiljnih nezeljenih efekata koje ovi lijekovi
ispoljavaju ukoliko se primjenjuju oralnim putem. Pored oSte¢enja bubrega i sranih

smetnji, najucestaliji neZeljeni efekti su ipak teSka oSte¢enja gastrointestinalnog trakta
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(GIT), koja rezultuju pojavom mukoznih lezija, ulceracija i krvarenja na sluznici zeluca,

duodenuma i drugih organa GIT-a (21, 66).

Tabela 1-2. Parametri koji se razmatraju pri izboru kandidata za transdermalnu isporuku
lijeka. (64, 67)

Parametar Idealne osobine Ketoprofen
Molarna masa <400 g/mol 254,3 g/mol
Particioni koeficijent (logP) 1-4 3.2
Koeficijent permeabilnosti >0,5 x 107 5,01 x 10°
Poluvrijeme eliminacije <10h 2h
Oralna bioloska raspoloZivost niska visoka
Terapijska Sirina uska Siroka

U Tabeli 1-2 prikazani su najznacajniji fizickohemijski i farmakokineticki
parametri koji su razmatrani prilikom izbora ketoprofena kao model supstance za
transdermalnu primjenu. lako ketoprofen odlikuju Siroka terapijska Sirina i visoka
bioloska raspolozivost nakon oralne primjene, ostali fizickohemijski i farmakokineticki
parametri, kao i brojna nezeljena dejstva, svrstavaju ovu ljekovitu supstancu u idealnog
kandidata za intradermalnu i transdermalnu primjenu, $to potvrduju i brojna teorijska

razmatranja i eksperimentalne studije (68-70).

1.2.4. Metode optimizacije isporuke lijeka u/kroz koZu

Proteklih nekoliko decenija intenzivno su proucavane razlicite fizicke 1 hemijske
metode, kao i primjena terapijskih sistema za isporuku lijekova (eng. drug delivery
systems), kako bi se savladala barijerna funkcija SC, ostvarilo kontrolisano oslobadanje
lijeka 1 poboljSala efikasnost 1 selektivnost postojecih formulacija za transdermalnu
primjenu (24, 27, 71). Mogué¢i nacini optimizacije intradermalne/transdermalne
isporuke lijeka prikazani su na Slici 1-10 i uklju¢uju modifikaciju interakcija izmedu
vehikuluma i lijeka (primjena odgovarajuceg lijeka/prolijeka, eutektickih sistema,
zasi¢enih rastvora), primjenu nosaca ljekovitih supstanci (liposomi, nanocestice),
modifikovanje svojstava SC-a (hidratacija, primjena hemijskih ubrzivaa penetracije),
premosc¢avanje barijere SC-a ili otklanjanje SC-a (mikroigle, ablazija, folikularna

isporuka), kao 1 primjenu razlic¢itih fizickih metoda (sonoforeza, jontoforeza,
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elektroporacija, magnetoforeza, bezigli¢ni ubrizgivaci) (72). Uporedni prikaz

efikasnosti pojedinih metoda za optimizaciju transporta lijeka u/kroz kozu dat je u
Tabeli 1-3. Bariya i sar.su ustanovili da odredeni pristupi isporuke lijeka u/kroz kozu u
velikoj mjeri poboljSavaju transport lijeka, ali istovremeno dovode do nedovoljnog

oslobadanja lijeka ili pojave bola i iritacije koze (73).

Metode za optimizaciju penetracije lijekova u/kroz kozu

L 4 k4 v \ 4 \ 4
Lijek — vehikulum Nosati Modifikovanje Premoscivanje ili Modifikovanije
interakcije lijeka S5Ca otklanjanje SC-a SC-a
Lijek/prolijek Liposomi i Hidratacija Tehnika adhezivnih Fonoforeza
analogni sistemi traka
Hemijski Mikrogestice i Hemijski ubrzivagi Ablazija Jontoforeza
potencijal nanocestice penetracije
Jonski parovi Mikroigle Elektroporacija
Eutekticki sistemi Tehnika Magnetoforeza
mikrosjecenja
Folikularna Beziglitno
primjena ubrizgavanje

Slika 1-10. Prikaz metoda za poboljSanje intradermalne i transdermalne isporuke lijeka. (41)

Od brojnih nosaca za isporuku lijekova wkroz kozu, najvise je proucavana
primjena nanocestica (29, 74-76), nanoemulzija (77, 78), ¢vrstih lipidnih nanocestica
(79-83), mikroemulzija (84-86), liposoma (87-90), i niosoma (91, 92). Liposomi su bili
medu prvim unapredenim nosa¢ima koji su nasli svoju upotrebu u formulacijama
preparata za primjenu na koZi, 1 kao takvi se danas ve¢ nalaze na trziStu (Clindasome®,
1% liposomski gel klindamicina, Hemofarm Koncern AD, Srbija). Oni predstavljaju
netoksicne, neinvazivne sisteme za isporuku hidrofilnih i lipofilnih molekula lijeka (91).

Ipak, mala efikasnost inkapsulacije, brzo istiskivanje inkorporiranog sadrzaja i
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nestabilnost tokom skladiStenja su nedostaci ovih sistema za isporuku lijekova (17).
Svoj potencijal za poboljsanje isporuke lijekova preko koze pokazali su i razliciti
mikroemulzioni sistemi. U brojnim studijama isti¢e se njihova prednost u odnosu na
uljane rastvore, liposome ili micele, najvjerovatnije zahvaljuju¢i dobroj rastvorljivosti
liposolubilnih supstanci u mikroemulzionom vehikulumu. Osim toga, ekscipijensi koji
ulaze u sastav mikroemulzija (izopropilmiristat, izopropilpalmitat, oleinska kiselina,
fosfolipidi, propilenglikol) su poznati kao ubrzivaci permeacije. Ovi nosaci, kao i
visoka koncentracija tenzida u mikroemulzionim sistemima, mogu da dovedu do

iritacije koze $to predstavlja jedan od glavnih nedostataka (17, 85).

Tabela 1-3. Poredenje efikasnosti razli¢itih pristupa za intradermalnu/transdermalnu
isporuku lijeka. (73)

Poboljsan OdloZena Primjena bez bola
Metoda - . . co e . .
transport lijeka | isporuka lijeka i iritacije koZe
Hipodermalna igla +++ ++ +
Hemijski ubl_'_zwac1 + -t ++
penetracije
Jontoforeza ++ +++ +++
Elektroporacija ++ +++ ++
Sonoforeza ++ +++ +++
Mikroigle ++ +++ +++
Bezigli¢ni ubrizgivaci +++ + +

Niska efikasnost +. Srednja efikasnost ++. Visoka efikasnost +++.

Za razliku od mikrocestica, koje kao nosaci lijekova u preparatima za primjenu na
koZi imaju neznatan okluzivan efekat ili uopSte ne uticu na okluzivnost, Cestice
nanometarskih veli¢ina povecavaju okluzivnost, a time 1 penetraciju inkorporianog
lijeka. Veliki istrazivacki interes je bio usmjeren na razvoj ¢vrstih lipidnih nanocestica
(eng. solid lipid nanoparticles, SLN) i nanostruktuiranih lipidnih nosaca (NLC)
ljekovitih supstanci u preparatima za primjenu na kozu (79, 80, 82). Osnovne prednosti
ovih sistema su: zastita lijeka od hemijske degradacije, kontrolisano oslobadanje lijeka

iz ¢vrstog lipidnog matriksa, formiranje filma na kozi koji ispoljava okluzivan efekat i
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mogucnost jednostavne proizvodnje. Ipak, glavni nedostataci SLN su nizak kapacitet
optere¢enja lijekom, istovremeno prisustvo drugih koloidnih struktura (micela,
lipozoma), kao i1 fizicka nestabilnost tokom Cuvanja ili primjene, usljed slozenosti
fizickog stanja lipida (17, 82). Zbog navedenih nedostataka, ali i viSesutruko skupljeg
dobijanja lipida i izrade ¢vrstih lipidnih nanocestica, intenzivno se istrazuju mogucnosti
dobijanja novih polimera za izradu polimernih nanocestica, koji ¢e odgovoriti
postavljenim zahtjevima i omoguciti izradu 1 primjenu razli¢itih polimernih nanonosaca
za dermalnu i transdermalnu isporuku lijekova (93).

Budu¢i da je predmet istrazivanja ove doktorske disertacije primjena polimernih
nanocestica kao nosaca ljekovite supstance, i mikroigala kao fizicke metode
premoscavanja barijernih osobina koze, u daljem tekstu detaljnije su opisane samo ove

dvije metode optimizacije transdermalne isporuke lijeka.

1.2.5. Polimerne nanodestice — nosa¢i za intradermalnu/transdermalnu

isporuku lijeka

Razvoj polimernih nanocestica, u svrhu kontrolisane 1 ciljane isporuke lijekova i
prevazilaZzenja nedostataka tradicionalnih nosaca ljekovitih supstanci, zapoceo je sa
ciljem kontrolisanog oslobadanja ljekovite supstance, koje obezbjeduje ravnomjernu i
efikasnu koncentraciju lijeka na ciljnom mjestu, redukuje ucestalost doziranja i
smanjuje mogucnost sporednih, nezeljenih efekata (npr. toksi¢ni efekti nesteroidnih
antinflamatornih lijekova, citostatika, antimikrobnih lijekova) (21). Polimerne
nanocestice karakteriSu dobre osobine stabilnosti i moguénosti zastite inkorporirane
ljekovite supstance od hemijske 1 enzimske degradacije. Nanoveli¢ina ovih koloidnih
nosaca povecava efikasnost i preciznost medicinske dijagnostike i terapije na nivou
pojedina¢nih molekula ili molekulskih struktura, omogucava bolju penetraciju i
efikasniju akumulaciju ljekovite supstance na ciljnim mjestima (17, 18).

Polimerne nanocestice su koloidni sistemi pre¢nika manjeg od 1000 nm. Postoje
razli¢ita tumacenja kada se govori o podjeli nanosistema u odnosu na njihovu veli¢inu.
U okviru nanotehnologije uopste, nanosistemima se smatraju samo oni sa veli¢inama
ispod 100 nm, dok se sistemi veli¢ina od 100-1000 nm klasifikuju kao submikronski
sistemi (94). Medutim, mnoge studije su pokazale da je za isporuku lijekova idealan
opseg veli¢ina od 5-250 nm, jer nosaci ovih veli¢ina imaju tendenciju da posjeduju

sliCan niz osobina pogodnih sa fizioloSkog i anatomskog aspekta isporuke ljekovite
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supstance (95). U zavisnosti od nacdina sinteze, razlikuju se dvije vrste polimernih
nanocestica: nanosfere, koje su matriksni sistemi i ¢iji cijeli volumen zauzima polimer, i
nanokapsule, koje predstavljaju rezervoar sisteme, sastavljene od uljanog ili vodenog
jezgra, okruzenog polimernom membranom. Ljekovita supstanca moze biti
inkapsulirana u jezgro nanokapsule, dispergovana u polimerni matriks nanosfere ili
adsorbovana na povrSinu nanocestice. Shematski prikaz i osnovne karakteristike

nanosfera i nanokapsula dati su u Tabeli 1-4 (93).

Tabela 1-4. Podjela, definicija i shematski prikaz nanosfera i nanokapsula.

Nanodisperzni

. Sastav Definicija Shematski prikaz
sistem
R Lijek
Polimerne
nanocestice
. . | matriksnog tipa ¢iji
Nanosfere polimeri & tipa ey

cijeli volume zazima
polimer, uglavhom
nerastvorljiv u vodi

matriks

Polimerne
nanocestice tipa .
S?ﬁ&iﬁ?ﬁ;ﬁ:; pollmerl I‘eZ-eI‘VOE%ra’ é]]e Polimernamembrana
jezgrom i ulje uljapo jezgro Lijek
okruzuje polimerna
membrana
Polimerne
nanocestice tipa
Sge;ngl:gﬁ f#ilr?q pplimeri rezervoara, Cije
jezgrom i voda vodgno jezgro
okruzuje polimerna
membrana

Prve nanocestice koje su predlozene kao nosaci ljekovitih supstanci bile su
izradene od Zelatine i umrezenog albumina. Medutim, variranje stepena Cistoce
polisaharida, stimulacija odgovora imunog sistema od strane proteina, kao 1 toksi¢nost
sredstava za umrezavanje, bili su dovoljni razlozi da se istrazivacki interes ubrzo
usmjeri ka upotrebi sintetskih polimera za razvoj nanocestica. Za tu svrhu prvobitno su
koristeni bio-nedegradabilni polimeri akrilamida i metil metakrilata, koji su potom
zamjenjeni biodegradabilnim sintetskim polimerima, dizajniranim prvenstveno za
primjenu u medicini (PLA, PGA, PLGA, PCL) (21).
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Na degradaciju polimernih nanocestica i njihovu adheziju i interakciju sa
¢elijom, u velikoj mjeri uti¢u njihova velicina i oblik, koje su u direktnoj zavisnosti od
vrste polimera i metode izrade nanocestica. Osim na degradaciju, morfoloske osobine
nanocestica uticu i1 na distribuciju lijeka, njegovu resorpciju 1 biolosku raspolozivost
nakon primjene (17, 29). Stoga su metode izrade i karakterizacije polimernih
nanocestica od izuzetnog znacaja za njihovu primjenu kao nosaca ljekovitih supstanci
do ciljnih tkiva i organa. Uporedo sa razvojem metoda za izradu polimernih
nanocestica, doslo se 1 do zahtjeva koje ovi koloidni sistemi danas moraju ispunjavati,
kako bi se mogli primjeniti kao nosaci lijekova. Prvi zahtjev je bezbjednost, $to za ove
nosace podrazumjeva da su biokompatibilni, biodegradabilni i netoksi¢ni. Potom je
vazno da imaju odgovarajuéu veli¢inu Cestica koja ¢e osigurati mogucnost razli¢itih
puteva primjene, visok Kkapacitet inkapsulacije lijeka i njegovo kontrolisano
oslobadanje, tek u ciljnim tkivima. Takode, zahtjeva se i odgovaraju¢a difuzija do
ciljnih ¢elija, kako bi se osigurala bioloska distribucija koja ¢e dovesti do ostvarivanja
oc¢ekivanog terapijskog efekta (93).

Prve rezultate ispitivanja moguénosti primjene polimernih nanocestica za ciljanu
isporuku lijekova u/kroz koZzu objavili su Alvarez-Roman i sar. (96). U in vitro
studijama ovi autori su dokazali ostvarivanje produzenog kontakta sa kozom, te
znaajno poboljSanje penetracije visoko lipofilne molekule oktilmetoksicinamata
(OMC) inkorporirane u biodegradabilne PCL-nanocestice Eksperimenti u kojima je
uporedivana antimikrobna efikasnost hlorheksidina inkapsuliranog u PCL-nanokapsule
u odnosu na rastvor hlorheksidin-diglukonata, dokazali su odlozeno oslobadanje
hlorheksidina iz PCL-nanokapsula i pobolj$anje antimikrobne aktivnosti ove supstance
protiv bakterije Staphylococcus epidermidis, usljed produzenog kontakta nanonosaca
lijeka sa uzro¢nikom, povr§inom koze i koznim folikulama (97). Takode, dokazana je i
transdermalana isporuka minoksidila inkorporiranog u nanokapsule izradene od diblok
kopolimera poli(e-kaprolakton)-polietilenglikol. Rezultati in vitro istrazivanja
oslobadanja lijeka, na modelu koZe svinje sa i bez dlaka koriste¢i Franz-ov tip difuzione
¢elije, pokazali su poboljSanje penetracije minoksidila u epidermalne slojeve koze sa
prisutnim dlakama, ukoliko je lijek inkapsuliran u nanocestice manje veli¢ine (40 nm).
S druge strane, veli¢ina nanocCestica nije bila ni u kakvoj zavisnosti sa penetracijom
minoksidila kroz uzorak koze bez dlaka (98).
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Pored pomenutih lijekova, veliki interes za transdermalnu primjenu postoji i za
nesteroide antinflamatorne lijekove, koji ispoljavaju ozbiljne nezeljene efekte kada se
primjene oralno ili parenteralno. Osim toga, ovi lijekovi veoma tesko penetriraju kroz
kozu, te se njihova terapijska koncentracija u ciljnim dubokim subkutanim tkivima
tesko postize. Kada se u konvencionalnom farmaceutskom obliku povec¢a koli¢ina lijeka
koji se aplikuje na kozu do¢i ¢e do povecanja njegove koncentracije u ciljnom, ali i
ostalim tkivima, Sto je nepozeljno. Isto tako, hemijski ubrzivaci penetracije mogu
povecati difuziju lijeka u/kroz kozu, ali povecavaju i njegovu koncentraciju u
sistemskoj cirkulaciji, §to moZze da rezultuje pojavom nezeljenih efekata (99). Zbog ovih
razloga, kao 1 niza navedenih prednosti, primjena polimernih nanocestica kao nosaca za
lijekove iz grupe NSAIL, predstavlja veoma dobro rjeSenje za njihovu isporuku u/kroz
kozu.

lako su do sada u literaturi opisane brojne studije o razli¢itim nosac¢ima
antiinflamatornih lijekova (liposomi, transfersomi, niosomi, mikrocestice, nanocestice
kao nosaci za ibuprofen, diklofenak, indometacin, flurbiprofen, flufenaminsku kiselinu,
ketoprofen, nimesulid) samo nekolicina njih je bila zasnovana na istrazivanju primjene
polimernih nanocestica za transdermalnu isporuku ovih lijekova (100-102). Luengo i
sar. su proucavali uticaj PLGA nanocestica na penetraciju flufenaminske kiseline (FFA)
u/kroz kozu (102). Dobijene PLGA nanocCestice sa inkorporiranim lijekom su
dispergovane u hidrogel podlozi sa hidroksipropilmetilcelulozom (HPMC). Primjena
ovako formulisanog preparata na kozu u in vitro uslovima, pokazala je znacajno
poboljsanje transporta FFA u dublje slojeve koze 1 njegovo odlozeno oslobadanje, u
poredenju sa slobodnim lijekom rastvorenim u istoj podlozi. Takode je dokazano da
PLGA pokazuje pH uticaj na jonizaciju FFA, tako §to kisela sredina smanjuje
disocijaciju lijeka i povecava njegovu lipofilnost, a time i bolju penetraciju. Alvez i sar.
su u svojoj studiji pokazali poboljSanje penetracije nimesulida u SC kao 1 u vijabilne
slojeve koze, kada je ovaj lijek inkorporiran u PCL-nanonosace, u odnosu na slobodan
lijek (100). Takode, ovim eksperimentom je dokazana zavisnost i uticaj vrste nosaca
(nanokapsule, nanosfere, nanoemulzije) na penetraciju/permeaciju lijeka u/kroz kozu.
Penetracija nanocCestica 1 nanosfera sa nimesulidom iz hidrogelova u SC je bila sli¢na,
dok je nimesulid iz nanoemulzija inkorporiranih u hidrogelove, direktno permeirao u

dermis, bez zadrzavanja u SC. Ketoprofen je kao model supstanca posluzila Eerikainen
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1 sar. koji su ispitivali uticaj razli¢itih polimera i interakcije polimer-lijek na stabilnost
dobijenih nanocestica. U svojoj studiji, koristili su Eudragit L, Eudragit RS 1 Eudragit E,
polimere koji su u Sirokoj upotrebi u farmaceutskoj industriji, za oblaganje/filmovanje
tableta koje se raspadaju u Zzelucu ili u duodenumu (103). Moguénost transdermalne
isporuke ketoprofena, do sada je ispitana samo sa transfersomima kao nosacima ovog
lijeka. Cevc i sar. su uporedili in vivo transport i biodistribuciju ketoprofena
primjenjenog na kozi iz konvencionalnog gela sa slobodnim lijekom i1 gela sa
transfersomima kao nosaCima lijeka, u odnosu na oralni oblik ketoprofena (99).
Rezultati ovog istrazivanja su pokazali nisku biolosku raspolozivost (<10%) i
ograniCenu selektivnost slobodnog lijeka primjenjenog iz konvencionalnog gela
(Gabrilen® gel 2,5%, Kreussler Pharma GmbH, Njemacka). Naime, maksimalna
koncentracija ketoprofena u subkutanom tkivu i plazmi postignuta je istovremeno (tmax
~ 3-4 h), te je njegovo poluvrijeme eliminacije slicano oralno primjenjenom
ketoprofenu (ti2 ~ 2 h). Nasuprot ovome, transfersomi kao elasti¢ni vezikularni nosaci
ketoprofena, dostavljaju ketoprofen selektivnije (u dublja tkiva) i efektivnije
(bioraspolozivost je >50%, a tmax ~ 1 h), dok je eliminacija lijeka sporija (1, ~ 4-6 h),
zahvaljujuéi produzenom oslobadanju lijeka iz nosaca u ciljnom tkivu, ali i sprecavanju
lokalnog klirensa od strane mukocilijarnog kapilarnog pleksusa (99). Takode, povecanje
doze lijeka i nosaca po povrsini na koju se aplikuje, poboljsava isporuku ketoprofena u
povrSinske 1 duboke miSi¢e ispod mjesta primjene, za razliku od sistemske
koncentracije lijeka kada to nije slu¢aj (99). Dokazano pobolj$anje terapije hroni¢nog
bola kod osteoartritisa koljena, kada se kao nosaci ketoprofena primjene transfersomi,
opisano je i u multicentricnoj randomiziranoj kontrolisanoj studiji u okviru Il faze

klini¢kog ispitivanja (104).
1.3. Mikroigle — savremeni sistemi za isporuku lijekova

Mikroigle predstavljaju ¢vrste ili Suplje kanile (cjevcice) ¢ija duzina iznosi od 50-
900 pum, a spoljasnji dijameter je uglavnom manji od 300 um (Slika 1-11) (105). Kako
bi odgovorili razli¢itim zahtjevima terapije, a u cilju optimizacije stepena ili mjesta
isporuke lijeka, mikroigle mogu biti razli¢itog oblika, veli¢ine 1 gustine po jedinici

povrsine potporne ili adhezivne membrane (106).
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Iako su mikroigle prvi put predstavljene jo§S 1976. godine, tehnologija
neophodna za izradu igala mikronskih dimenzija postala je dostupna tek pocetkom ovog
vijeka, kada je zapoc¢ela masovna proizvodnja mikroelekti¢nih sredstava (73, 107). Prvi
eksperimentalni rad o mikroiglama objavio je Hashimi sa saradnicima 1995. godine.
Mikroigle koristene u ovom radu dobijene su tehnikom graviranja iz silikonskih plocica
i koriStene su za intracelularnu isporuku kalceina u in vitro uslovima (108). Rezultati

ove in vitro studije su pokazali da mikroigle duzine 150 um povecavaju permeabilnost

koze za ispitivanu model supstancu i do Cetiri puta vise (109).

Slika 1-11. Veli¢ina mikroigala u poredenju sa: (a) kovanicom, i (b) hipodermalnom iglom.
(106)

Nakon $§to je uspjeSnost mikroigala u isporuci lijeka potvrdena, Kaushik je 2001.
godine dokazao i potpuno bezbolnu primjenu mikroigala na ljudima (110). Naime,
mikroigle za transdermalnu primjenu su dizajnirane tako da, stvarajuci pore mikronskih
dimenzija u SC-u, penetriraju kroz epidermis do dubine od 70-200 um, pri ¢emu ne
dopiru do nervnih zavrSetaka u dermisu. Na oOvaj nacin obezbjedena je potpuno
bezbolna primjena, Sto je jedna od osnovnih prednosti mikroigala u poredenju sa
potkoznim iglama (111, 112). Pored bezbolne primjene, mikroigle imaju i niz drugih
prednosti u poredenju sa drugim metodama za isporuku lijeka kroz koZzu zbog Cega se
smatraju mnogo naprednijim i efikasnijim sistemima za poboljSanje trandermalnog
transporta lljekovitih supstanci. Za razliku od konvencionalnih transdermalnih flastera,

mikroigle imaju moguénost da potpomognu isporuku lijekova koji ne podlijezu pasivnoj
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difuziji kroz SC i veli¢ina molekule lijeka ne predstavlja ograni¢avajuéi faktor za

primjenu mikroigala.

Tabela 1-5. Prednosti i nedostaci primjene mikroigala. (113)

Prednosti Nedostaci
Ciljana isporuka malih molekula, Moguénost lokalne inflamacija u slucaju
makromolekula, vakcina, nukleinskih prisustva visokih koncentracija lijeka u
kiselina direktno u epidermis/dermis kozi

Moguc¢nost kontrolisane isporuke lijeka | Moguénost iritacija koze

Smanjenje ucestalosti doziranja Tehnika aplikacije

Izbjegavanje prvog prolaska kroz jetru Lomljenje vrha igle unutar koze

i prolaska lijeka kroz gastrointestinalni

trakt

Neinvazivna i bezbolna primjena Slabija preciznost doziranja u poredenju

sa konvencionalnim iglama

Samolijecenje Varijabilnost  dubine  penetracije u
zavisnosti od individualnih razlika u
debljini koze

Smanjena moguénost povrede u
poredenju sa konvencionalnim iglama

Smanjenje skladistenja bioloSkog otpada

Moguénost kombinovane primjene sa
drugim farmaceutskim oblicima, kao i
drugim metodama za transdermalnu
isporuku lijeka

Mogucénost primjene razli¢itog materijala
za izradu — isplativa proizvodnja velikog
obima

Smanjenje troskova proizvodnje i
distribucije

Prednosti formulacije i primjene mikroigala su i ciljana isporuka lijeka u
specificna tkiva koZe, potencijalno smanjenje doze kao rezultat poboljSane efikasnosti
lijeka, veoma dobra podnosljivost bez dugoro¢nog edema ili eritema, kao i efikasnija
kontrola stepena isporuke ljekovite supstance u poredenju sa isporukom lijekova kroz

SC. Tako na primjer, mikroigle pruzaju mogucnost ciljane isporuke vakcina u
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epidermalne ¢elije koje ucestvuju u imunom odgovoru (Langerhansove ¢elije 1 dermalne
dendritne celije), te se obezbjeduje primjena manjih doza u poredenju sa
intramuskularnom ili subkutanom injekcijom (106). Uz brojne prednosti, u Tabeli 1-5
prikazani su i neki nedostaci ovih sistema, od kojih je svakako najvazniji slabija
preciznost doziranja u poredenju sa potkoznim iglama, kao i varijabilnost dubine
penetracije koja zavisi od individualnih razlika u debljini SC-a i drugih slojeva koze
(73). Takode, vazno je napomenuti da koza ipak predstavlja barijeru za mikroigle, ali
viSe u pogledu mehanickih svojstava nego sa aspekta intercelularne ili hemijske
strukture koze. lako je struktura koze veoma fleksibilna, otpor penetraciji mikroigala

ipak postoji, isto kao i prema svim drugim stranim objektima mikronskih dimenzija.

1.3.1. Metode za izradu mikroigala

Osnovni kriterijumi na kojima se zasniva izbor materijala za izradu mikroigala
su da se obezbjedi proizvodnja koja nece uticati na osjetljive i nestabilne biomolekule,
zeljeno kontrolisano ili trenutno oslobadanje lijeka, kao i zadovoljavaju¢a mehanicka
jacina za penetraciju u kozu (73). Za proizvodnju mikroigala, koriste se razliiti
materijali kao $to su silikon, metali, degradabilni ili nedegradabilni polimeri (Tabela 1-
6) (114). Metalne mikroigle su lako lomljive, skupe i nisu biodegradabilne. Mikroigle
na bazi polimera nemaju ove nedostatke, rastvorljive su i odlikuju se nizom cijenom
proizvodnje 1 veCom sigurno$¢u primjene u slucaju lomljenja vrha ili veceg dijela igle
nakon penetracije u kozu (115).

Izrada ¢vrstih 1 Supljih mikroigala ili kalupa za proizvodnju rastvorljivih
mikroigala podrazumjeva primjenu mikroelektri¢cnth mehanickih sistema (MEMS) o
kojima je bilo rije¢i u uvodnom poglavlju. Sam proces proizvodnje se uglavnom sastoji
iz 3 osnovna Koraka: nanoSenje, kalupljenje i graviranje. NanoSenje (eng. deposition)
podrazumjeva formiranje tankog filma debljine izmedu nekoliko nanometara i 100
mikrometara. Kalupljenje (eng. patterning) se odnosi na prenoSenje kalupa na formirani
film koris¢enjem jedne od litografskih metoda (fotolitografija, litografija elektronskim
snopom, litografija mikroskopijom atomske sile, itd), dok je graviranje (eng. etching)
proces primjene jake kiseline ili kausticnog sredstva sa ciljem urezivanja i formiranja
dizajna na povrsini materijala pri ¢emu se razlikuje vlazno i suho graviranje. Primjena
svakog koraka u procesu proizvodnje u velikoj mjeri zavisi od materijala i tipa

mikroigala (73).
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Tabela 1-6. Materijali i metode za izradu mikroigala. (73)

Materiiali Sintetski polimeri Prirodni
) Biodegradabilni Ne — biodegradabilni polimeri
Silikon PLA PVA CMC
Nzrfl"i‘f(““ PGA Carbopol® 971 P-NF Amilopektin
o Gantrez® AN-139 Termoplaasti¢ni
Tranijum PLGA (PMVE/MA kopolimer) skrob
Mezoporozni Dekstran,
Op Polikarbonati Polieterimid galaktoza, i
silikon .
hondroitin sulfat
PVP Maltoza

PLA—polilaktid. PGA-poliglikolid. PLGA-polilaktid-ko-glikolid. PVP—polivinilpirolidon. PVA-
polivinilacetat. PMVE/MA—metilvinileter/anhidrid maleinske kiseline. CMC—karboksimetilceluloza

Kada je rije¢ o formulaciji rastvorljivih mikroigala, postoji nekoliko razli¢itih
pristupa koji uglavnom podrazumjevaju primjenu sile, poput pritiska, centrifuge,
vakuuma ili kombinacije ovih procesa, koja je neophodna da bi se obezbijedilo potpuno
punjenje mikropora matrice (116, 117). Park i sar. su formulisali mikroigle od
biodegradabilnog polimera koriste¢i pri tome kalupe od SU-8-epoksi smole ili
poliuretana (115). Pelete biodegradabilnog polimera su bile posute na kalupe razli¢itog
oblika, nakon ¢ega je pod uticajem visoke temperature doslo prvo do topljenja polimera,
koji je potom primjenom vakuuma ispunjavao Supljine kalupa. U poslednjem koraku,
proces smrzavanja je koriSéen za odvajanje dobijenog niza mikroigala od kalupa.
Donelly i sar. su za proizvodnju rastvorljivih mikroigala koristili silikonske kalupe,
dobijene tehnikom laserskog mikro-graviranja, koje su potom punili vodenim rastvorom
polimera (105). Ostale tehnike dobijanja rastvorljivih mikorigala podrazumjevaju
izlivanje, ubrizgavanje ili utiskivanje rastvorenih ili otopljenith te¢nith formulacija
polimera (PVA, PVP, PLGA, PLA, CMC) 1/ili SeCera (maltoza, trehaloza, saharoza)
(73, 105). Medutim, procesi otapanja polimera podrazumjevaju primjenu visokih
temperatura koje nisu pogodne za mnoge ljekovite supstance.

Najnovija istrazivanja na polju formulacije rastvorljivih mikroigala radena sa
derivatima celuloze (hidroksipropilmetilceluloza - HPMC i karboksimetilceluloza -

CMC) dokazala su uspjesnu primjenu tehnike atomizacije te€nog uzorka odnosno
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obrazovanja rasprSene teCnosti (spreja) za oblaganje Cvrstih silikonskih mikroigala
(118). Medutim, jo$ uvijek nisu vrSena istrazivanja primjene ove tehnike za dobijanje
rastvorljivih mikroigala koriste¢i formulacije ljekovitih supstanci ili nanocestica sa
inkapsuliranim ljekovitim supstancama, §to moze biti inovativan pristup formulaciji

trandermalnih sistema za kontrolisanu isporuku lijeka.

1.3.2. Vrste mikroigala i mehanizmi isporuke lijeka

Uopsteno, sve mikroigle se mogu podijeliti na ¢vrste mikroigle, koje stvaraju
prolazne mikropore u SC-u, i Suplje mikroigle, sa uskom kapilarom preko koje se
ljekovite supstance mogu direktno ubrizgati u kozu. Formulacije ljekovitih supstanci, u
obliku tecnih ili polucvrstih farmaceutskih oblika, mogu jednostavno biti primjenjene
prije ili poslije same upotrebe ¢vrstih mikroigala, mogu biti naneSene u formi obloge na
povrs§inu ¢vrstih mikroigala (eng. coated microneedles), ili oblikovane u mikroigle koje
se rastvaraju nakon aplikacije na kozu (eng. dissolvable microneedles, DMN) (119).
Slika 1-12 daje shematski prikaz razlicitih tipova mikroigala.

U pocetnim fazama istraZzivanja, ¢vrste mikroigle su koriStene kako bi se
formiranjem pora u SC-u, premostila ova barijera i omoguéila intradermalna ili
transdermalna isporuka lijeka primjenom nekog drugog farmaceutskog oblika (krem,
mast, gel, emulzije za primjenu na kozi, transdermalni flasteri) (Slika 1-13.a). Ovaj
pristup, u literauri oznacen kao ‘poke and patch’, Koristio se i kao neinvazivan metod za
ekstrakciju intersticijalnog fluida sa ciljem mjerenja nivoa glukoze (120). Drugi pristup
primjene Cvrstih mikroigala, oznacen kao ‘coat and poke’, podrazumjeva nanosenje
rastvora ljekovite supstance u vidu filma ili obloge na povrsinu mikroigala (eng. dip-
coating), pri ¢emu se lijek oslobada tek u odredenom sloju koze nakon penetracije
mikroigala u kozu (Slika 1-13.b). Treéi pristup predstavljaju rastvorljive mikroigle, koje
se sastoje iskljuc¢ivo od polimera i/ili Secera, a poslije primjene i rastvaranja u kozi
oslobadaju ljekovitu supstancu — ‘poke and release’ pristup (Slika 1-13.c). Poslednji
pristup prikazan je na Slici 1-13.d i odnosi se na isporuku te¢nih preparata lijeka
pomocu Supljih mikroigala — ‘poke and flow’ (73).

Od svih predstavljenih pristupa, rastvorljive mikroigle danas zaokupljuju
najvecu paznju istraZivaca, prije svega jer se izraduju od biodegradabilnih materijala.
Naime, primjenom rastvorljivih mikroigala omogucena je dermalna isporuka iskljucivo

lijeka ili formulacije ljekovite supstance bez prisustva rizicnih supstanci (npr. metal),
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¢ime se rjeSava problem skupog skladiStenja biokontaminiranog, nedegradabilnog
otpada. Osim toga, materijali poput polusintetskih i sintetskih polimera i ugljenih
hidrata smanjuju troSkove izrade mikroigala i pruzaju mogucénost modifikovanja
vremena oslobadanja lijeka. Dodatno, u slucaju eventualnog lomljenja mikroigle u kozi,
nema opasnosti od infekcije i drugih komplikacija kao u slu¢aju mikroigala izradenih od

neorganskog materijala (106).

(©)

Slika 1-12. Shematski prikaz razli¢itih tipova mikroigala: (a) neobloZene mikroigle, (b)

oblozene mikroigle, (c) rastvorljjive mikroigle, i (d) Suplje mikroigle.

Studija koju su objavili Miyano i sar. prikazuje sve prednosti i nedostatke
rastvorljivih mikroigala izradenih od Secera (121). U ovim eksperimentima koris¢ena je

maltoza, koja kao prirodni Secer, osim biokompatibilnosti moze imati 1 ulogu
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stabilizacije ljekovitih supstanci za isporuku (npr. proteini), koje su inkapsulirane u
mikroigle. Koncept ove studije je bio da se nakon aplikacije mikroigala, osnova
njihovog potpornog sloja/membrane/platforme (eng. backing layer) ukloni sa koze, a
same mikroigle ostanu unutar koZe sa ciljem oslobadanja lijeka. In vivo eksperimenti su
pokazali da ovakav koncept primjene mikroigala ne uzrokuje senzaciju bola, ne dovodi
do pojave kontaktnog dermatitisa, odn. daje negativan rezultat prema ICDRG skali
(eng. International Contact Dermatitis Research Group), i da se mikroigle rastvaraju
samo 5 minuta nakon aplikacije na kozu. Takode, pokazano je da relativna vlaznost
vazduha od 50% dovodi do rastvaranja ovih mikroigala. Osim toga, Miyano i sar. su u
ovoj studiji pokazali i da sadrzaj lijeka veéi od 10 % dovodi do negativnog uticaja na
mehanicku jacinu dobijenih mikroigala (121). Stoga su povecan rizik osjetljivosti na
vlagu, smanjenje mehanicke jacine, a time 1 zahtjevi za ogranic¢ene uslove skladiStenja
prepoznati kao glavni nedostaci rastvorljivih mikroigala izradenih od $ecera.

Iako rastvorljive mikroigle pruzaju mogucnosti primjene veceg sadrzaja lijeka u
odnosu na ostale ¢vrste mikroigle, tek je razvoj Supljih mikroigala dao moguénost
primjene velikih (terapijskih) doza lijeka (Slika 1-13.d). Nakon primjene na kozu, Suplje
mikroigle omogucavaju proticanje ljekovite supstance iz rezervoara i njeno oslobadanje
u odredenim slojevima koze, pri ¢emu mjesto oslobadanja zavisi od duzine mikroigala i
pora koje nastaju nakon njihove primjene na kozi (122, 123). Ovakav koncept vrlo je
slican primjeni/isporuci lijekova putem konvencionalnih hipodermalnih igala. Medutim,
Suplje mikroigle veli¢ine manje od 1 mm, nemaju brojne nedostatke hipodermalnih
igala, koji su ve¢ navedeni u Tabeli 1-5. Osim toga, ovaj tip mikroigala omogucava
isporuku veéih koli¢ina lijeka na planirano/ciljano mjesto, a takode pruza i vecu
sigurnost u slucaju isporuke cjelokupnog sadrzaja inkorporiranog lijeka. Protok te¢nog
sadrZzaja Supljih mikroigala u koZzu mora biti nizak (obi¢no 10-100 ul/min) kako bi se
izbjegao povratni pritisak od strane gustih tkiva koze. Jedan od nacina smanjenja otpora
proticanju tecnog preparata lijeka iz Supljih mikroigala je povecanje gustine mikroigala
po jedinici povrsine potpornog sloja (119). Kod Supljih mikroigala koje imaju otvor na
vthu moze do¢i do njihovog zalepljenja nakon penetracije u kozu. Kako bi se
prevazi$ao ovaj nedostatak, dizajnirane su mikroigle sa otvorima sa strane (119). Ovim
je jo$ jednom dizajn mikroigala prepoznat kao najvazniji faktor uticaja na uspjeSnu

isporuku lijeka v/kroz kozu.
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Slika 1-13. Pristupi isporuke lijeka primjenom mikroigala razli¢itog dizajna: (a) ‘poke and
patch’ pristup pomocu ¢vrstih mikroigala, (b) ‘coat and poke’ pristup pomocu oblozenih ¢vrstih
mikroigala, (C) ‘poke and release’ pristup pomocu rastvorljivih mikroigala, (d) ‘poke and flow’

pristup pomoc¢u Supljih mikroigala. (73)

1.3.3. Faktori koji uti¢u na penetraciju mikroigala u koZu

Svi pristupi primjene mikroigala opisani u prethodnom poglavlju mogu se
koristiti kako za intradermalnu (lokalnu) tako i za transdermalnu (sistemsku) isporuku
lijeka. Medutim, za postizanje efikasne isporuke lijeka u/kroz koZzu i uspjeSnog
terapijskog odgovora, kriti¢ni faktori su geometrija mikroigala i na¢in aplikacije.

Geometrija mikroigala podrazmjeva njihovu duzinu, oblik, povrsinu vrha, odnos
Sirine 1 visine mikroigle (eng. aspect ratio), gustinu po jedinici povrS$ine potporne
membrane kao i medusobno rastojanje izmedu mikroigala (Slika 1-14). Svi pobrojani

parametri znacajno uti¢u na uspjesnost penetracije mikroigala u kozu. Davis i sar.su u

50



Teorijski dio Doktorska disertacija, Sonja Vucen

svom radu naveli podatke da se sa pove¢anjem povrsine vrha mikroigle povecava i sila
koja je potrebna za uspje$nu penetraciju u kozu (124). Sa aspekta uspjesne i sigurne
primjene mikroigala, veoma je vazno da ne dode do lomljenja ili savijanja mikroigala,
nakon $to dodju u kontakt sa otporom odredenih slojeva koze (106). Prilikom aplikacije,
jacina pritiska na svaku individualnu mikroiglu zavisi od broja igala po jedinici
povrsine potporne membrane. Najznacajniji faktor koji uti¢e na sposobnost mikroigle da
podnese silu prilitiska predstvaljaju mehanicke osobine mikroigala, koje su uslovljene
metodom proizvodnje, duzinom igle i ¢vrstinom materijala upotrebljenog za izradu. U
prilog zapazanjima Davis i sar, druga studija koju su objavili Teo i sar. takode je
pokazala da je primjena ostrijih mikroigala rezultirala mnogo uspjesnijom isporukom
lijeka u poredenju sa mikroiglama ravnih ivica i vrha (125). Park i sar. su u svojim
eksperimentima pokazali da je sila lomljenja (eng. failure force) polimernih mikroigala
direktno proporcionalna Young-ovom modulu materijala i pre¢niku baze mikroigle, a

obrnuto proporcionalna njenoj duzini. Ovim je potvrdeno da izbor materijala za izradu

o

Aspect ratio = a/d

Slika 1-14. Shematski prikaz niza mikroigala i njihovih geometrijskih osobina: a — duzina
mikroigle, b — rastojanje izmedu vrhova mikroigala, ¢ — rastojanje izmedu baza mikroigala, d —

Sirina baze mikroigle.

Duzina mikroigala je vazna i sa aspekta isporuke ljekovite supstance u ciljane
slojeve koze. Smatra se da mikroigle duzina do 200 um mogu uspje$no dostaviti
ljekovitu supstancu u vijabilni epidermis. Ukoliko je ciljano mjesto oslobadanja i
djelovanja lijeka dermis, preporucuje se primjena duzih mikroigala (119). Medutim,

kada se govori o primjeni mikroigala, potrebno je naglasiti razliku izmedu njihove
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duzine i dubine penetracije u kozu. Zbog elasti¢nih osobina koje koza posjeduje, prvo
dolazi do odredenih deformacija koze prije nego §to mikroigle penetriraju i formiraju
mikropore u kozi. Usljed toga, dubina penetracije je uglavnom manja od duZine
mikroigle (126). Studija koja je obuhvatala 18 ispitanika pokazala je da se
transepidermalni gubitak vode (eng. Transepidermal Water Loss, TEWL), crvenilo i
protok krvi povecavaju sa povecanjem duzine ¢vrstih i1 Supljih mikroigala od 200-500
um. Zajedni¢ko za sve veli¢ine mikroigala koristenih u ovoj studiji, bila je bezbolna
primjena i nestanak iritacije najkasnije 2 sata nakon primjene.

Na dubinu penetracije uti¢u jo§ 1 rastojanje izmedu mikroigala u nizu, kao i
na¢in aplikacije. Naime, ako se individualne mikroigale u nizu nalaze na malom
rastojanju, pritisak upotrebljen za njihovu aplikaciju se rasporeduje na veliki broj
mikroigala i postaje nedovoljan za uspjeSnu penetraciju u kozu (119). Smatra se da
teorijski pritisak potreban za stvaranje pora u kozi nakon primjene mikroigala iznosi
3.183 x 10° Pa, odnosno da (u zavisnosti od dizajna i geometrije mikroigala) sila

potrebna za penetraciju niza mikroigala povrsine 1 cm?

iznosi od 0,1-3 N, §to je
dovoljno za manuelnu aplikaciju (109, 119, 127). Ipak, za kratke mikroigle (< 200 um)
neophodna je primjena aplikatora kako bi se zahvaljujué¢i odgovarajucoj kinetici

aplikovanja, obezbjedila uspjesna penetracija mikroigala.

1.3.4. Primjena mikroigala za intradermalnu i transdermalnu isporuku
lijeka

U literaturi su opisani brojni sistemi koji kombinuju razli¢ite aplikatore
mikroigala sa formulacijom lijeka za isporuku. U nekim od ovih sistema, formulacija
ljekovite supstance se nanosi nakon primjene mikroigala, dok su u drugim formulacija i
aplikator dio iste jedinice sistema. Donnelly je postigao uspjes$niju transdermalnu
isporuku 5-aminolevullinske kiseline u bioadhezivnom flasteru, primjenjenom na kozu
koja je prethodno tretirana mikroiglama (128). U drugim studijama, koriscen je roler sa
mikroiglama izradenim od karboksimetilceluloze 1 polilaktida, pomocu kojeg je
smanjena sila potrebna za aplikaciju (129). Sama ljekovita supstanca moze biti

inkorporirana u polimerni matriks ili u sam roler.
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Slika 1-15. BD Soluvia ™ - sistem za transdermalnu isporuku influenza vakcine upotrebom

Suplje mikroigle. (130)

Jos§ jedan primjer su in vivo studije na miSevima izvedene 2007. godine od strane
Alarcon i sar. koji su koristili mikroinjekcioni sistem sa Supljom mikroiglom
proizvodaca BD (Becton Dickinson) za isporuku vakcine protiv virusa influence (131).
BD Soluvia ™ sistem je prvi intradermalni sistem ovog tipa, koji je odobren za
stavljanje u promet od strane Evropske komisije i Evropske agencije za lijekove
(EMEA) (132, 133). Sistem sadrzi mikroiglu duzine 1.5 mm sa injektabilnom
zapreminom od 0,1 ml i, za razliku od ve¢ine konvencionalnih vakcina koje se aplikuju
u misi¢, omogucava preciznu isporuku vakcine unutar dermisa, ¢ime je obezbjeden
direktan pristup imunom sistemu (Slika 1-15) (130). Jo$ jedan BD proizvod je Onvax™,
sistem mikroigala duzina 200 pm koji je dizajniran sa ciljem mikroabrazije koze
odnosno naruSavanja barijere SC-a i isporuke vakcina (133). U drugim studijama,
Matriano i sar. su ispitivali efikasnost Macroflux® tehnologije (Zosano Pharma) za
isporuku ovalbumina, koji je u vidu filma bio nanoSen na mikrostrukture sa
polietilenskom osnovom na adhezivnoj membrani (Slika 1-16). U ovoj studiji pracen je
uticaj razlic¢itih faktora na koli¢inu isporucenog antigena, poput vrste formulacije
koris¢ene za oblaganje mikrostruktura, dubine njihove penetracije, vremena aplikacije
sistema na kozi i veli¢ine sistema (134). Istu tehnologiju u kombinaciji sa jontoforezom,
koristio je i Lin sa saradnicima za isporuku antisens oligonukleotida (135). Drugi
proizvod, koji je zasnovan na originalnoj Macroflux® tehnologiji, je sistem za isporuku
paratireoidnog hormona (ZP-PTH patch, zasti¢ena tehnologija-patent, Zosano-Pharma,

SAD). Ovaj sistem, koji je trenutno u trecoj fazi klinickih ispitivanja, sastoji se iz
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adhezivne membrane sa mikrostrukturama od titana oblozenih formulacijom
paratireoidnog hormona i primjenjuje se pomocu odgovarajuceg aplikatora (Slika 1-17).
Jedna od glavnih prednosti ovog proizvoda jeste poboljSana stabilnost formulacije na
sobnoj temperaturi, za razliku od trenutno dostupnih rastvora za injekcije ovog hormona
koji se ¢uvaju iskljucivo u frizideru. ZP-PTH flaster predstavlja trenutno najsavremeniji
sistem kada je rije¢ o oblozenim ¢vrstim mikroiglama, i njegovom primjenom bi se
mogli otkloniti svi nedostaci postoje¢ih te¢nih formulacija (nestabilnost te¢nih
formulacija 1 degradacija ljekovite supstance, uslovi skladiStenja, ekonomic¢nost

distibucije) (136).

Aplikator

Macroflux y \a
mikroprojekcije Q\ “

obloZene \ \ ./
lijekom \ .

Adhezivna
membrana

Uvecan prikaz s
Macroflux f (& ==}
mikroprojekcija 1=

(200pum) am ) '-: rd

Slika 1-16. Macroflux metalne mikroprojekcije obloZene lijekom sa ugradenim adhezivnim
flasterom. (134)

Osim BD i Zosano Pharma, i mnoge druge industrije (3M, Nanopass, Valeritas,
Tetrajet), istrazivacki centri i akademske grupe poput Tehnoloskog instituta u Georgia
(SAD) i Massachusetts (SAD) i Tyndall instituta u Irskoj, intenzivno istrazuju
mogucnost komercijalizacije tehnologije mikroigala za isporuku lijekova, prvenstveno
vakcina. Proizvodi koje se trenutno nalaze na trzistu ili su u fazi klinickih ili

preklinickih ispitivanja prikazani su u Tabeli 1-7 .
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Slika 1-17. Sistem za isporuku paratireoidnog hormona pomocu aplikatora za visekratnu

upotrebu proizvodaca Zosano-Pharma (ZP PTH patch). (136)

Tabela 1-7. Sistemi mikroigala koje se trenutno nalaze na trzistu ili su u fazi klinic¢kih ili
preklini¢kih ispitivanja. (119)

Proizvodac Tehnologija/proizvod
Apogee Technology Pyraderm™
Corium MicroCor™
DermaRoller DermaRoller®
Elegaphy Rastvorljive mikroigle
Kumetrix Silikonske mikroigle

NanoPass Technologies

MicronJet Suplja igla;
MicroPyramid platform ¢vrstih mikroigala

TheraJect TheraJectMAT i VaxMAT — rastvorljive mikroigle
Valeritas Micro-Trans™
Zeopane Suplje mikroigle
Zosano Pharma Macroflux® tehnologija
3M SMTS — évrst‘i‘mikrostruktui‘rani‘transdermalni‘si‘stemi_;
hMTS — Suplji mikrostruktuirani transdermalni sistemi
Debiotech Nanoject — Suplje mikroigle
Becton Dickinson Soluvia™
TransDerm Rastvorljive PVA mikroigle

Sve ve(i istrazivacki interes na polju razvoja mikroigala kao savremenih sistema
za transdermalnu isporuku lijeka danas je usmjeren na rastvorljive mikroigle, ¢ije su
osnovne karakteristike i brojne prednosti detaljno opisane u okviru poglavlja 1.3.2. Jo$
jedna od izuzetnih moguénosti koje rastvorljive mikroigle pruzaju jeste inkorporiranje
lijeka samo u vrh mikroigle, u njihovu bazu ili u potpornu membranu niza mikroigala.

Razli¢it dizajn rastvorljivin mikroigala pruza moguc¢nost modifikovanja vremena
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oslobadanja lijeka (npr. primjena polimera razli¢ite brzine degradacije) ili istovremene

primjene razli¢itih ljekovitih susptanci koje se koriste u kombinovanoj terapiji.

1.3.5. Bezbjednost primjene mikroigala

Prednosti i moguc¢nosti koje primjena mikroigala pruza u savremenom pristupu
terapiji su brojne i ve¢ objasnjene na pocetku ovog poglavlja. Medutim, uz efikasnost
svakog novog sistema koji se uvodi u terapiju, veoma je vazno obezbjediti i bezbjednost
njegove primjene. Kad je rije¢ o mikoriglama, ve¢ su izvedene mnoge studije na
zivotinjama 1 ljudima, u toku kojih nisu zapazeni znacajni nezeljeni efekti.

Bezbjednost primjene silikonskih mikroigala (180-200 um) proizvedenih u
Tyndall institutu na Univerzitetu u Cork-u (Irska), ispitivali su Haq i sar. u klinickoj
studiji sprovedenoj na 12 dobrovoljaca. Rezultati ove studije pokazali su da je
postignuta bolja penetracija kada su mikroigle aplikovane rotiraju¢im pokretima u
poredenju sa jednokratnim pritiskom na kozu. 24 sata nakon primjene mikroigala,
formirani mikrokanali u kozi su se zatvorili, a isto vrijeme je bilo potrbeno da se
povecane vrijednosti transepidermalnog gubitka vode zabiljezene neposredno nakon
aplikacije, vrate na pocetno stanje. Samu penetraciju mikroigala ispitanici su opisali
vise kao osjecaj pritiska na kozu nego bol (137). Mikroigle duzih dimenzija (>500 pum)
mogu izazvati bol i oStecenje koze buduci da dosezu do dermisa i dolaze u kontakt sa
krvnim sudovima i nervnim zavrSecima. Medutim, u poredenju sa konvencionalnim
hipodermalnim iglama, ove mikroigle su ipak manjih dimenzija, te se bol, oSte¢enja
koze i eventualno krvarenje javljaju u daleko manjem obimu (137, 138). U Tabeli 1-8
prikazane su neke od studija bezbjednosti primjene mikroigala na ljudima.

lako je broj objavljenih studija o bezbjednosti mikroigala relativno mali, nije
zabiljezena potencijalna permeacija mikroorganizama u vijabilni epidermis kroz
mikropore formirane u koZi nakon primjene mikroigala. Medutim, Donnelly i sar. su u
svojoj studiji ukazali na moguénost prolaska mikroorganizama, kao §to su Candida
albicans, Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus epidermidis, kroz mikrokanale u
SC-u. Ipak, isti autori smatraju da je rizik od infekcije na ovaj na¢in mnogo manji od
rizika nakon primjene hipodermalne igle i ukazuju da se bezbjednost moze osigurati

izradom sterilnih mikroigala ili upotrebom rastvorljivih mikroigala (139, 140).
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Tabela 1-8. Neki primjeri in vivo studija bezbjednosti primjene mikroigala.

Vrsta mikroigle Metoda Rezultat Referenca
12 zdravih
" dobrovoljaca, oba bezbolna primjena,
150 pm, Evrste pola, starosti od 18-40 | bez ostecenja ilFi) iritjacije koze (110)
godina
kratkotrajna iritacija (<2h),
" : bezbolna primjena,
400 pm, Evrste dobi-(?vf)(:'r:(\:/;hoba poveéane vrijednosti TEWL i
pola, starosjti ooi 21-30 POj ava.erit.e ma na kozi (141)
godina kratkotrajna iritacija (<2h),
200 pm, ¢vrste bezbolna primjena,
bez pojave eritema na kozi
Primjena metil- bezbol . C
200 pm, Suplje nikotinata na 11 czboina pm.n!e;a uz osjecd (142)
zdravih dobrovoljaca pritiska
180 pm, bezbolna prir_n_jena uz osjecaj
silikonske ¢vrste . ., . pritiska,
Procjena osjecaja boli VAS ~0,25
280 um na VAS skali (Visual bezbolna prir_n_jena uz osjecaj
silikonske é’vrs te Analog Scale) od 0- pritiska, (137)
100 cm na 12 zdravih VAS ~0,60 cm
25-G dobrovoljaca
hipodermalna osje¢aj uboda, VAS~1.25 cm
igla
k(lazlz:l;:]\{c?;éieje brza _resorpgija lijeka u prv!h
naltreksona u plazmi nekoliko sati nakon apllkacu_e
620 pm, ¢vrste (1.6-8.1 ng/ml), a potom stanje (143)

nakon primjene na
kozu prethodno
tretiranu mikroiglama

ravnoteze u naredna 72 h (~2.5
ng/ml)
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Osnovni cilj ovog rada je formulacija i sveobuhvatna fizickohemijska,
farmaceutsko-tehnoloska i biofarmaceutska karakterizacija polimernih nanocestica sa
inkapsuliranim lijekom i rastvorljivih mikroigala za kontrolisanu transdermalnu
isporuku ketoprofena. Ovaj osnovni cilj moguce je ostvariti kroz jasno definisane

specificne ciljeve, koji su podijeljeni u tri cjeline.

U okviru prve cjeline, koja se odnosi na formulaciju i karakterizaciju polimernih

nanocestica sa inkapsuliranim ketoprofenom, postavljeni su sljedeci specifi¢ni ciljevi:

o Optimizacija metode za efikasnu inkapsulaciju ketoprofena u PDLLA nanocestice
u cilju dobijanja uniformne raspodjele veli¢ina i oblika Cestica nosaca lijeka.

o Ispitivanje uticaja inkapsulacije lijeka na morfoloske i povrsinske karakteristike
dobijenih polimernih nosa¢a nano-veli¢ina.

o Fizickohemijska karakterizacija dobijenih polimernih nanocestica, koja ¢e pored
odredivanja sadrzaja lijeka, efikasnosti inkapsulacije, povrSinskih karakteristika i
raspodjele veliCine Cestica, obuhvatiti 1 metode strukturne 1 termicke
karakterizacije.

o Pracenje procesa degradacije polimernog nosaca i ispitivanje moguénosti
kontrolisanog oslobadanja ketoprofena iz polimernih nanocesti¢nih sistema u in
vitro uslovima.

o Ispitivanje stabilnosti odabranih polaznih uzoraka polimernih nanocestica sa
inkapsuliranim lijekom pod kontrolisanim uslovima dugotrajnog ¢uvanja lijeka i

uslovima ubrzanog starenja (povisena temperatura i vlaznost vazduha).

Druga cjelina obuhvata izradu rastvorljivih mikroigala za transdermalnu isporuku

model supstance, i bi¢e ostvarena kroz sljedece specifi¢ne ciljeve:

o Ispitivanje moguénosti primjene metode atomizacije i rasprSivanja tecnosti za
izradu Cvrstih rastvorljivih mikroigala sa lijekom inkapsuliranim u polimerne
nanocestice, kao i karakterizacija dobijenih rastvorljivih mikroigala.

o Studije stabilnosti rastvorljivih mikroigala kao kona¢nih formulacija za primjenu
na koZi, u okviru kojih ¢e se pratiti fizicka stabilnost mikroigala, ujednacenost

sadrzaja inkapsuliranog lijeka kao 1 njegova hemijska stabilnost.
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Tre¢a cjelina rada odnosi se na ex vivo studije intradermalne/transdermalne
isporuke ketoprofena iz polaznih uzoraka polimernih nanocestica i kona¢nih formulacija
rastvorljivin mikroigala na uzorcima koze svinje. U okviru ove cjeline, postavljeni

ciljevi su:

o Ispitivanje penetracije/permeacije lijeka iz razli¢itih formulacija nosaca i
mogucénosti poboljsanja fluksa lijeka kroz kozu, kombinovanom primjenom dva
razli¢ita pristupa optimizacije isporuke lijeka u/kroz kozu — mikroigle i koloidni
nosaci.

o Ispitivanje mogucnosti rastvorljivih mikroigala izradenih metodom atomizacije i
rasprSivanja tecnih formulacija polimernih nanocestica sa inkapsuliranim lijekom,
da uspjeSno penetriraju u koZzu i obezbjede produzenu intradermalnu i/ili

transdermalnu isporuku lijeka.
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3.1. Materijali za izradu polimernih nanocestica i rastvorljivih mikroigala

3.1.1. Izrada polimernih nanocestica sa inkapsuliranim ketoprofenom

Za izradu polimernih nanocestica, kao potencijalnih nosaca za ketoprofen (KET),
koris¢ene su komercijalne granule poli-D,L-mlije¢ne kiseline (PDLLA) molarne mase
50,000 g/mol i inherentnog viskoziteta 0,38 dl/g (Sigma Aldrich, Njemacka). Aceton
(Fisher Scientific, Velika Britanija) je koriS¢en kao rastvara¢ za polimer i ketoprofen
(RS-2-[3-benzoilfenil] propionska kiselina, Sigma Aldrich, Njemacka). Polivinil
alkohol (PVA) molarne mase 42,500-65,000 i stepena hidrolize u vrijednosti od 87-89%
(Sigma Aldrich, Njemadka) i Poloksamer 188 (P188, Lutrol® F68, BASF, Njemacka) su

upotrijebljeni za stabilizaciju dobijenih disperzija nanocestica.

3.1.2. Izrada rastvorljivih mikroigala

Za izradu rastvorljivih mikroigala kori$¢ene su disperzije ketoprofena u vodenom
rastvoru polivinil alkohola i/ili dobijene disperzije polimernih nanocestica sa
inkapsuliranim ketoprofenom, u zavisnosti da 1i su se izradivale rastvorljive mikroigle
sa slobodnim ili lijekom inkapsuliranim u polimerne nanocestice. U svim
eksperimentima, vodeni rastvor natrijum-karoksimetilceluloze (CMC, 5% m/v, Sigma
Life Sciences, SAD) i glicerola (0,1% m/v, Sigma Life Sciences, SAD) bio je nanosen u
vidu tankog sloja i sluzio kao potporna membrana — nosac¢ za izradene mikroigle (eng.
backing layer).
Kalupi koji su koristeni za dobijanje rastvorljivih mikroigala bili su izradeni od
polidimetilsiloksana (PDMS, Sylgard 184, Dow Corning, Belgija) u Nacionalnom
Institutu Tyndall u Irskoj.

3.2. Metode za izradu polimernih nanocestica i rastvorljivih mikroigala

3.2.1. Metode za izradu polimernih nanocestica i inkapsulaciju lijeka
Za formulaciju polimernih nanocestica sa inkapsuliranim lijekom primjenjena je
modifikovana metoda izmjene solvensa (eng. solvent displacement method), koju su
razvili Mitrnic i sar. (144). Modifikacija opomenute metode podrazumjevala je

kombinaciju vise tehnika u toku procesa izrade nanocestica, koji se sastojao iz Cetiri
koraka (Slika 3-1):
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U prvom koraku je primjenom metode disperzije polimernog rastvora, pripremljeni
rastvor polimera PDLLA u acetonu (0,5 % m/v, 22 ml) ukapavan u vodeni rastvor PVA
ili P188 (0,5% m/v, 55 ml) na sobnoj temperaturi, sa ciljem stabilizacije Cestica. Pri
kontrolisanim uslovima procesnih parametara formirana je mlije¢no bijela disperzija
usljed precipitacije polimera i formiranja nanocestica, $to je omogucilo inkapsulaciju
ketoprofena, prethodno rastvorenog u organskoj fazi. U sljede¢em koraku dobijene
disperzije nanocestica dodatno su homogenizovane tokom 5 minuta koriS¢enjem
visokoenergetskog homogenizatora (Ultra Turrax® T 25 IKA®, Njemacka), pri brzini
od 25000 obrtaja/min. Tre¢i korak podrazumjevao je uparavanje organskog rastvaraca
koriSéenjem rotacionog uparivaca (Buchi Rotavapor R200, Velika Britanija) do
zapremine od 20 ml. Proces uparavanja pracen je zagrijavanjem na 40°C i mijeSanjem

pri brzini od 500 obrtaja/min.

+ Aceton

OH
(J U

Ketoprofen -

\ Disperzija PDLLAI KET u rastvoru stabilizatoraj_:? Homogenizacija I_:Z Evaporacija )

Voda + PVA/Poloksamer 188

/ ) \/ ( ") ( ") \
1 1 U T e s
fafich = chafict afics
\ ' B ) W\ 3 4
R o— (—)
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\ § t 3
\ ! 4 |
Ai\\“ — l‘L‘ "g ermne ‘:":"4 .
Prah PDLLA/KET Subeiis Sz Disperzija
nanogestica ) j PDLLA/KET
nanocestica
\ Liofilizacija /

Slika 3-1. Shematski prikaz izrade PDLLA nanocestica.

U toku poslednjeg koraka, PDLLA nanocestice sa inkapsuliranim lijekom
(PDLLA-KET) su centrifugiranjem odvojene od te¢ne faze dobijene disperzije (Z233
M-2, Hermle Labortechnik, Njemacka), pri 14000 obrtaja/min, u toku 30 minuta. Ovaj
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postupak je ponovljen dva puta sa ciljem ispiranja nanocestica u precis¢enoj vodi i
odvajanja eventualno prisutnog stabilizatora (PVA ili P188) na povrsini ¢estica. Potom
su PDLLA-KET nanocestice redispergovane u vodenom rastvoru trehaloze (odnos
trehaloze i nanocestica je iznosio 2:1), koji je potom zamrzavan na -80°C u toku 24 h.
Uzorci ¢vrstog praska nanocCestica dobijeni su suSenjem u liofilizatoru (VirTis
BenchTop Manifold Freeze-Dryer, SP Scientific, Velika Britanija) pod pritiskom od
133 mTorr i temperaturi od oko -78°C. Uspjesnost procesa liofilizacije je vrednovana
vizuelnim pregledom osusenog praska (zapremina i poroznost), kao i ispitivanjem
mogucénosti redispergovanja, odnosno formiranja agregata nakon redispergovanja
liofiliziranog praska.

Da bi se ispitao uticaj procesnih parametara na efikasnost inkapsulacije i sadrzaj
ketoprofena u dobijenim nanocesticama, u toku procesa izrade zapremina organske i
vodene faze, brzina mijeSanja u toku ukapavanja (1000 obrtaja/min), kao i promjer kapi
(0,51 mm) odrzavani su konstantnim pomocu laboratorijske $pric pumpe Aladdin AL-
2000 (World Precision Instruments, SAD). Koncentracija ljekovite supstance (odnos
polimer/lijek), vrsta upotrebljenog stabilizatora i brzina ukapavanja organske u vodenu
fazu su parametri koji su varirani sa ciljem postizanja optimalnih uslova za uspjesnu i

efikasnu inkapsulaciju ketoprofena (Tabela 3-1).

Tabela 3-1. Zavisni parametri u procesu dobijanja PDLLA-KET nanocestica.

Formulacija Koncentracija Vrsta Brzina ukapavanja
ketoprofena ( %om/v) stabilizatora (ml/min)
F1 0,025 PVA 1
F2 0,05 PVA 1
F3 0,025 PVA 0,5
F4 0,05 PVA 0,5
F5 0,025 P188 1
F6 0,05 P188 1
F7 0,025 P188 0,5
F8 0,05 P188 0,5

PVA — polivinil alkohol. P188 — Poloksamer 188.
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Opisana procedura primjenjena je i za dobijanje PDLLA nanocCestica bez
inkapsuliranog lijeka, koje su koriS¢ene kao kontrolni uzorci u eksperimentima
karakterizacije (placebo PDLLA). U daljem eksperimentalnom radu, dobijeni uzorci
placebo PDLLA i PDLLA-KET nanocestica su koriSteni u obliku te¢nih disperzija
(dobijenih nakon trec¢eg koraka u procesu izrade) ili u obliku ¢vrstog praska (dobijenog
nakon Cetvrtog koraka u procesu izrade).

U cilju ispitivanja sadrzaja lijeka 1 efikasnosti njegove inkapsulacije u polimerne
nanocestice primjenjena je direktna metoda zasnovana na rastvaranju praska PDLLA-
KET nanocestica u acetonitrilu, a potom razblazivanju dobijenog rastvora nanocestica
sa ciljem precipitacije polimera. Nakon procesiranja i separacije taloga, koli¢ina
inkapsuliranog ketoprofena je odredena analizom supernatanta pomo¢u HPLC metode,

dok su za izraCunavanje sadrZaja lijeka i efikasnosti inkapsulacije primjenjene sljedece

jednacine:
e Qe
Sadrzaj lijeka (%) = —x 100
Qn
, : 3 Qe
Efikasnost inkapsulacije (%) = ax 100
gdje su:

Qe — koli¢ina lijeka inkapsuliranog u nanocestice (mg)
Qn — koli¢ina odvaganog praska PDLLA-KET nanocestica (mg)

Qt — ukupna koli¢ina lijeka primjenjena u toku procesa izrade (mg)

3.2.2. Metoda za kvantitativno odredivanje ketoprofena

Tecna hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC). HPLC je analiticka

metoda primjenjena za odredivanje ukupne koli¢ine ketoprofena inkapsuliranog u
polimerne nanocestice. Budu¢i da je ova metoda koriS¢ena u svim fazama
eksperimentalnog rada, bilo je neophodno da se prvo razvije, a potom i validira metoda
koja ¢e biti dovoljno tafna, precizna, ponovljiva i specificna za kvalitativno i
kvantitativno odredivanje ketoprofena u razli¢itim uzorcima.

Uzorci su analizirani na tecnom hromatografu Agilent serije 1200 sa UV/VIS
detektorom i automatskim uzorkovanjem (Agilent Technologies, SAD). Separacija je

vr§ena primjenom podione hromatografske tehnike pomocu reverzibilne kolone C18
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(HyperClone C-18, Phenomenex Ltd, Velika Britanija) dimenzija 150 mm x 4,6 mm i
veli¢inom cestica 5 um. Kao eluent pimjenjena je smjesa acetonitrila i fosfatnog pufera
(pH 2,5) u zapreminskom odnosu 45:55 v/v. Izokratsko eluiranje injektirane zapremine
rastvora analita od 25 ul vrSeno je pri brzini protoka od 1 ml/min. Ketoprofen je
detektovan na talasnoj duzini od 255 nm. Sve analize su vrSene pri ambijentnim
uslovima pritiska i temperature (145).

Za procjenu kvaliteta i pouzdanosti rezultata analize, izvrSena je validacija
HPLC metode, analizom parametara koji su definisani smjernicama Medunarodne
Konferencije o Harmonizaciji (eng. International Conference on Harmonisation of
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use, ICH) od
strane regulatornih tijela Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava, Evrope i Japana (146). Osim
definicije parametara validacije koji podrazumevaju specificnost/selektivnost,
linearnost, ta¢nost, preciznost, limit detekcije i limit kvantifikacije, smjernice 0vog
dokumenta preciziraju i uslove, kao i metodologiju validacije analiticke metode.

Specifi¢nost metode za ketoprofen, demonstrirana je na osnovu hromatograma
standarda ispitivane ljekovite supstance i hromatograma uzoraka placebo PDLLA
nanocestica. Uporedivanjem ovih hromatograma ispitano je da li u uzorku postoje
signali ¢ija retenciona vremena interferiraju sa retencionim vremenom ketoprofena.

Linearnost metode za ketoprofen statisticki je odredena za Sest rastvora
standarda ljekovite supstance ¢ija se koncentracija nalazi u opsegu od 50% do 120% u
odnosu na ocekivanu radnu koncentraciju lijeka prisutnu u ispitivanim uzorcima.
Osnovni rastvor standarda ketoprofena koncentracije 1 mg/ml pripremljen je
rastvaranjem ljekovite supstance u smjesi rastvarata mobilne faze. Od ovog rastvora
pripremljeni su rastvori standarda ketoprofena u mobilnoj fazi u opsegu koncentracija
od 0,05-50 pg/ml. Za procjenu linearnosti HPLC metode u datom opsegu koncentracija,
pripremljeni rastvori injektovani su po tri puta u prethodno podesen hromatografski
sistem. Na osnovu dobijenih odgovora detektora, metodom najmanjih kvadrata,

kontruisana je kalibraciona kriva za ketoprofen i izracunata jednacina prave:

y=ax+b
gdje je a— nagib kalibracione krive, a b — odsjecak na ordinati
U postupku ispitivanja ta¢nosti, kao mjere egzaktnosti jedne analiticke metode,

pripremljeni su standardni rastvori ketoprofena u triplikatu, na tri koncentraciona nivoa
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(0,06, 25,0 i 40,0 pg/ml), od kojih svaki predstavlja 120 % od najnize, odnosno 50 % i
80 % od najvise koncentracije u opsegu, respektivno. Svaki od pripremljnih standardnih
rastvora analiziran je tri puta, a potom su eksperimentalno odredene vrijednosti
koncentracija ljekovite supstance uporedivane sa teorijskom vrijednoscu. Rezultati su
izrazeni u vidu procenta prinosa odredivanja (eng. recovery) za poznatu koli¢inu
ketoprofena.

Za ispitivanje preciznosti, standardni rastvori ketoprofena istih koncentracija
koje su koris¢ene za procjenu tacnosti metode, injektovani su u triplikatu, tokom tri
uzastopna dana. Odredena je ponovljivost kao mjera preciznosti pod istim operativnim
uslovima u toku kraceg vremenskog intervala (eng. intra-assay precision), kao i
intermedijarna preciznost koja izraZzava varijacije unutar istog mjesta ispitivanja (eng.
inter-day precision). Rezultati su, za svaku analiziranu koncentraciju, izrazeni u obliku
srednje vrijednosti povrsine ispod pika (AVER), koeficijenta varijacije (CV) i intervala
pouzanosti (CI) uz 95% vjerovatnocu.

Na kraju postupka validacije HPLC metode, odredena je najmanja koli¢ina
ljekovite supstance koja moze biti detektovana, odnosno kvantitativno odredena u
uzorku sa odgovaraju¢om ta¢noscu i precizno$¢éu. Ova dva parametra oznacena su kao
limit detekcije (LD) i limit kvantifikacije (LQ) i za njihovo odredivanje pripremljeni su
standardni rastvori ketoprofena u opsegu koncentacija od 0,0008-0,2 ug/ml. Rastvori su
analizirani u triplikatu, a koncentracije koje definiSu LD i LQ su izracunate na osnovu

kalibracione krive ketoprofena u datom opsegu koncentracija, pomocu sljedecih izraza:

3,30
Lb=—¢—
10 o
LQ= —

gdje je o — standardna devijacija odgovora detektora, a S — nagib kalibracione krive

3.2.3. Metode za analizu Kkarakteristika dobijenih nanodestica sa
inkapsuliranim lijekom

Foton korelaciona spektroskopija ( PCS). PCS je tehnika koja je primjenjena

za odredivanje veli¢ine Cestica (eng. intesity-weighted mean diameter, Z-average, Z-
ave) i raspodjele velicina Cestica (indeks polidisperznosti, PdI). Ova tehnika se zasniva

na dinamickom rasipanju svjetlosti (eng. Dynamic Light Scattering, DLS) i kao rezultat
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mjerenja intenziteta promjene rasute svjetlosti, daje vrijednost hidrodinami¢kog
dijametra nanocestice. Prosjecna veli¢ina 1 raspodela veli¢ina dobijenih PDLLA
nanocestica mjerene su na uredaju Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Velika
Britanija). Da bi se umanjio uticaj gustine i viskoziteta disperzije nanocestica na
rezultate mjerenja, uzorci su prije mjerenja 100 puta razblazivani visokoprecis¢enom
vodom. Mjerenje je vrSeno u polistirenskim kivetama za jednokratnu upotrebu na
temperaturi od 25°C pod uglom rasipanja svetlosti od 173°. Svaki uzorak je mjeren tri
puta. Za analizu podataka i odredivanje Z-ave koriS¢ene su vrijednosti viskoziteta
(0,8872 mPa.s) i refrakcionog indeksa (1,33) vode.

Laserska difrakcija (LD). Za potvrdu dobijenih rezultata i utvrdivanje moguceg

prisustva vecih i/ili aglomerisanih Cestica u ispitivanim uzorcima, kao dodatna metoda
karakterizacije primjenjena je tehnika statickog rasipanja svjetlosti, poznata i kao
laserska difrakcija. Za tu svrhu kori$éen je uredaj Malvern Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments, Velika Britanija), ¢iji je opseg mjerenja 2 nm — 2 mm, za razliku od
Zetasizer Nano ZS uredaja koji mjeri veli¢ine do 3 um (147). Priprema uzoraka za
mjerenje na Malvern Mastersizer uredaju vrSena je na isti nacin kao i za PCS mjerenje —
razblazivanje visokoprecis¢enom vodom 100 puta. Sva mjerenja su radena u triplikatu

na 25 °C.
Skenirajucéa_elektronska mikroskopija (SEM). SEM je tehnika koja Koristi

talasna svojstva elektrona, omogucavajuci istraZivanje detalja prostorne strukture i do
nekoliko meduatomskih rastojanja (2). Ova tehnika je primjenjena da bi se analizirale
morfoloske karakteristike dobijenth uzoraka PDLLA nanocestica sa 1 bez
inkapsuliranog ketoprofena. Prije snimanja uzorci su dispergovani u vodi nakon ¢ega su
filtriranjem nanoSeni na zlatom obloZene polikarbonatne membrane sa veli¢inom pora
od 50 nm. Za snimanje je odabran nacin koji koristi elasti¢no rasijane elektrone (eng.
backscatter mode) u skeniraju¢em elektronskom mikroskopu JEOL JSM 5800, i LINK
ISIS EDS 300 detektor (Jeol Ltd. Velika Britanija).

Elektroforetska metoda. U cilju mjerenja povrSinskog naelektrisanja Cestica

primjenjena je elektroforetska metoda, koja se zasniva na mjerenju mobilnosti Cestica u
elektricnom polju. Koris¢enjem ove tehnike moguce izmeriti zeta potencijal dobijenih
nanoCestica, koji predstavlja razliku potencijala povrSinskog 1 difuznog sloja

adsorbovanih jona na njihovoj povrsini. Naelektrisanje povrSine materijala je od
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izuzetne vaznosti prije svega sa aspekta fizicke stabilnosti nanodisperznih koloidnih
sistema. Osim toga, povrSinsko naelektrisanje Cestica u velikoj mjeri odreduje i njihovu
dalju sudbinu u in vivo uslovima, kao i uspjeSnost ciljane terapije. Mjerenja povrsinskog
napona uzoraka placebo PDLLA i PDLLA-KET nanocestica su vrSena na ve¢ opisanom
uredaju Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Velika Britanija). Prije mjerenja
uzorci su razblazeni visokopre¢is¢enom vodom (10 pL uzorka je razblazeno sa 990 uL.
visokoprecis¢ene vode). Sva mjerenja su vrsena na 25 °C u kapilarnoj ¢eliji (DTS 1060)
za jednokratnu upotrebu. Izmjerena elektroforetska pokretljivost nanocestica u
elektricnom polju prevedena je u zeta potencijal ({) primjenom Smoluchowski
jednacine (148). Dobijeni rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost tri mjerenja.

Difrakcija _rentgenskih zraka (XRD). XRD je fizicka metoda koja omogucava

precizno odredivanje pozicije atoma, duzine veze i uglova u kristalu. Rentgenski zraci
su elektromagnetski talasi, ¢ija je talasna duzina istog reda veli¢ine kao 1 razmak
susjednih atoma u kristalu (10°-10™ m). Prolazom snopa rentgenskih zraka kroz
kristalni uzorak dolazi do rasprSenja zracenja na elektronskim oblacima atoma. U
odredenim smjerovima rasprSeni impulsi se interferentno pojacavaju, tj. dolazi do
pojave difrakcije. Nakon prolaska kroz analizator i filter, ovi impulsi se biljeze dajuci
odgovarajuce dijagrame. Prostorni raspored difrakcijskih maksimuma strogo zavisi od
prostorne periodi¢nosti atoma u kristalu, tj. od njegove kristalne reSetke. Intenziteti
difrakcijskih maksimuma zavise od vrste atoma u kristalnoj reSetki i o njihovom
medusobnom prostornom rasporedu tj. zavise od kristalne strukture supstance (149). Za
potrebe eksperimentalnog rada XRD metoda je kori§¢ena za analizu strukture praSkastih
uzoraka nanocestica 1 identifikaciju ketoprofena. Osim PDLLA-KET nanocestica,
odredeni su i difraktogrami Cistog lijeka i polimera. Svi ispitivani uzorci su u tankom
sloju izlozeni rendgenskim zracima koji se detektuju nakon interakcije sa fazom uzorka.
XRD myjerenja su izvedena pomocu Bruker D8 Advance rendgenskog difraktometra
(Bruker AXS GmbH, Njemacka) u simetricnom refleksionom modu sa Cu Ka
radijacijom. Opseg difrakcionog ugla (20) bio je od 5°-80°.

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR). FTIR metoda

je primjenjena za kvalitativnu identifikaciju ketoprofena i analizu mogucih fizickih i/ili
hemijskih interakcija lijeka i polimera. Mjerenja su vrSena u opsegu talasnih brojeva od

4000 do 400 cm™, pri rezoluciji od 1 cm™, pomoéu Nicolet iS10 IR spektrofotometra,
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(Thermo Scientific, MA, SAD), na dodatku za prigusenu totalnu refleksiju (eng,
Attenuated Total Reflectance, ATR). Praskasti uzorci ketoprofena, PDLLA-KET
nanocestica mjereni su direktno na ATR kristalu, a rezultati su prikazani graficki.

Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC) i Termogravimetrijska analiza

(TGA). DSC/TGA su termicke metode koje pruzaju mogucnost analize amorfnih
polimera i odredivanja temperature na kojoj dolazi do faznog prelaza iz cvrstog
amorfnog (staklastog) u viskoelasti¢no stanje. Ovaj prelaz je mjera pokretljivosti lanaca
1 veli¢ine njihove slobodne zapremine tako da indirektno moze da ukaze na postojanje
interakcija kako izmedu polimernih lanaca tako i izmedu inkapsuliranih supstanci i
polimernih lanaca (150). U ovom radu, termi¢ka metoda analize je primjenjena u cilju
odredivanja promjene temperature staklastog prelaza polimera u dobijenim
nanocesti¢nim sistemima, sa i bez inkapsuliranog leka, u toku procesa degradacije. Za
tu namjenu primjenjen je uredaj TG-DSC 111 SETARAM opremljen softverom za
analizu podataka. Svi uzorci su zagrijavani u temperaturnom opsegu od 25-450°C pri
brzini od 10°C/min i atmosferi gasovitog azota od 37,5 cm®/min. Rezultati su
predstavljeni graficki.

Metoda za ispitivanje brzine oslobadanja lijeka iz polimernih nanocestica u in

vitro uslovima. Brzina otpustanja ketoprofena inkapsuliranog u PDLLA nanosfere

analizirana je u in vitro uslovima pomoc¢u Slide-A-Lyzer G2 kaseta za dijalizu sa

polupropustljivom membranom 10K MWCO (Thermo Scientific, SAD).

Slika 3-2. llustracija in vitro brzine oslobadanja ketoprofena iz PDLLA

nanocestica pomocu Slide-a-Lyzer kasete za dijalizu.
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Radene su po tri probe, pri ¢emu se u svakoj Slide-A-Lyzer kaseti nalazila
disperzija PDLLA-KET nanocestica ekvivalentna koli¢ini ketoprofena od 10 mg.
Nakon aktiviranja membrane, kaseta sa uzorkom je uronjena u medijum za otpustanje
(0,AM fosfatni pufer, pH 7,4), uz konstantnu temperaturu (37 °C) i mijeSanje na
magnetnoj mjesalici (Slika 3-2). Sa ciljem ostvarivanja sink uslova, prethodno je
metodom ekvilibrijuma odredena koncentracija zasi¢enja ketoprofena u fosfatnom
puferu, koja iznosi 1,4 £ 0,01 mg/ml. U odredenim vremenskim intervalima uziman je
uzorak puferskog rastvora, ¢ijom je analizom odreden sadrzaj oslobodenog lijeka
pomo¢u HPLC metode prethodno opisane u poglavlju 3.2.2. Nakon svakog
uzorkovanja, sudovi su dopunjavani istom zapreminom svjezeg pufera, kako bi se
zapremina medijuma za otpuStanje lijeka odrZala konstantnom. U identi¢nim
eksperimentalnim uslovima, odreden je dissolution test iste koli¢ine slobodnog lijeka, sa
ciljem uporedivanja profila oslobadanja 1 utvrdivanja potencijalnog produzenog
oslobadanja lijeka iz polimernih nanocestica. Profili oslobadanja lijeka su dobijeni
grafickim prikazom zavisnosti kumulativne koli¢ine oslobodenog lijeka 1 vremena

oslobadanja.

Tabela 3-2. Prikaz matemati¢kih modela koristenih za ispitivanje mehanizma oslobadanja
ketoprofena inkapsuliranog u PDLLA nanocestice.

Model Jednacina
Nulti red Qt=Qo + Kot
Prvi red logQ; = logQ, - K t/2.303
Hixson-Crowell Qo%- Q¥ = Kiyct
Higuchi Qi = Qo + Kyt?
Korsmeyer-Peppas ¢ = Kgpt"

Q: - koli¢ina lijeka oslobodenog u vremenu t. Qq - inicijalna koli¢ina lijeka. K - konstanta brzine
oslobadanja matematickog modela. n - eksponent oslobadanja.

Dobijeni profili i mehanizam oslobadanja lijeka inkapsuliranog u PDLLA
nanocestice, dodatno su opisani kinetickim modelima u kojima je koli¢ina rastvorene
supstance (Q) u funkciji vremena oslobadanja (t), Q = f(t). U tu svrhu, koristeni su
model nultog reda, model prvog reda, Hixon—Crowel model, Higuchi model i

Korsmeyer—Peppas model (Tabela 3-2) (151). Linearna regresija matematickih modela,
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procjenjena na osnovu kvadrata koeficijenta korelacije (R?), koriséena je kao kriterijum
za selekciju kinetickog modela koji najbolje opisuje mehanizam oslobadanja

ketoprofena iz ispitivanih uzoraka.

3.2.4. Metode za izradu rastvorljivih mikroigala

Metoda mokrog graviranja. Kalupi od polidimetilsiloksana (PDMS) koristeni

za izradu rastvorljivih mikroigala izradeni su u Tyndall institutu (Irska) tehnikom
mokrog graviranja (eng. wet-etching process). Prvo je uz kori$¢enje silikonskog diska
diametra 100 mm, dobijena silikonska matrica sa nizom od 144 mikroigle na povrSini
od 1 cm? (152). Visina dobijenih silikonskih mikroigala bila je 280 pm. Potom je smjesa
PDMS i katalizatora u odnosu 10:1 v/v tretirana u vakuumu (800 Mb) u toku 20 minuta,
a odmah zatim izlivena preko matrice sa silikonskim mikroiglama 1 izloZzena temperaturi
od 100°C u toku 1 sata. Dobijeni PDMS kalup je potom odvojen od silikonske utisne
matrice (Slika 3-3.a) i podijeljen na pojedinaéne kalupe veli¢ine 1 cm?, koji su koristeni

za izradu rastvorljivinh mikroigala (Slika 3-3.b).

(b)

B

Slika 3-3. PDMS kalupi koristeni za dobijanje rastvorljivih mikroigala.

Metoda mjerenija viskoziteta. Prije pocetka izrade rastvorljivih mikroigala, bilo

je neophodno da se odredi viskozitet formulacija koje ¢e se koristiti za njihovu izradu.
Viskozitet predstavlja vazan faktor pri odredivanju parametara za uspjeSnu formulaciju
rastvorljivih mikroigala. Mjerenje viskoziteta vrSeno je u ambijentnim uslovima

pomoc¢u SV-10 vibro viskozimetra (A&D Company Ltd, Japan) za vodeni rastvor PVA
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koji sadrzi slobodni ketoprofen (PVA-KET), kao i za disperziju PDLLA nanocestica sa
inkapsuliranim ketorpfenom (PDLLA-KET). Rezultati predstavljaju srednju vrijednost
5 ponovljenih mjerenja svakog uzorka.

Metoda mjerenja ugla kvasenja. Osim viskoziteta, drugi parametar podjednako

vazan za procjenu mogucnosti obrazovanja rastvorljivih mikroigala je kontaktni ugao
koji polazne formulacije formiraju sa PDMS kalupima. Kontaktni ugao tj. kvasljivost
povrSine materijala moguée je analizariti metodom Kkapljice koja se zasniva na
nanoSenju odredene zapremine jedne kapi ispitivane formulacije na povrSinu materijala,
1 mjerenju ugla (0) izmedu tangente na povrsini kapljice i povrSine materijala (Slika 3-

4) (153).

B=0 Potpuno kvasenje
8 < 90° Dobro kvasenje
B = 90°

- LoSe kvasenje

B > 90°

B = 180°

Bez kvasenja

Slika 3-4. Shematski prikaz kvasenja i kontaktnog ugla izmedu ispitivanog materijala i te¢nih

formulacija.

U eksperimentima ove disertacije, mjeren je staticki ugao kvaSenja izmedu

PDMS kalupa i dvije razli¢ite polazne formulacije: rastvor PVA koji sadrzi slobodni
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ketoprofen (PVA-KET) i disperzija PDLLA-KET nanocestica. Sva mjerenja su vrSena
pomoéu PG X goniometra (Fibro System AB, Svedska), nanoSenjem jedne kapi
formulacije zapremine 3 pl na povrSinu PDMS kalupa (Slika 3-5). Uredaj ima
integrisanu kameru visoke rezolucije i softver za obradu podataka, koji mjeri povrsinski
napon ispitivanih teénih formulacija i izraCunava povrsinsku energiju materijala. Svi
prikazani rezultati predstavljaju sredju vrijednost 10 ponovljenih mjerenja statickog

kontaktnog ugla svake formulacije.

Slika 3-5. PG X goniometar.

Metoda atomizacije — rasprSivanje pod kontrolisanim_pritiskom. lako je

osnovni cilj ovog rada bio formulisanje rastvorljivih mikroigala koje ¢e sadrzavati
ketoprofen inkapsuliran u PDLLA nanocestice, izradene su i rastvorljive mikroigle od
PVA i slobodnog lijeka. Na ovaj nacin ostvarena je mogucnost da se, kroz preostale
faze eksperimentalnog rada, uporede brzine oslobadanja lijeka u in vitro i ex vivo
uslovima 1 dokaze potencijalno produzeno oslobadanje ketoprofena. Za izradu
rastvorljivih mikroigala sa nanocesticama (DMN 1) koriscene su disperzije PDLLA-
KET nanosfera dobijene prema postupku detaljno opisanom u poglavlju 3.1.2, dok je za
izradu rastvorljivih mikroigala od PVA i slobodnog lijeka (DMN 2) kao polazna
formulacija koris¢en vodeni rastvor PVA (5% ml/v), koji sadrzi ketoprofen u

koncentraciji od 0,25% m/v.
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Slika 3-6. Diisen-Schlick 970-S8 dvofluidna mlaznica kori$é¢ena za dobijanje

rastvorljivih mikroigala.

Za formulaciju rastvorljivih mikroigala koris§¢ena je tehnika rasprSivanja pod
kontrolisanim pritiskom pomocu rasprsivaca (Diisen-Schlick 970-S8, Njemacka) (Slika
3-6). Proces kojim se tec¢nost dezintegriSe u veliki broj finih kapljica naziva se
atomizacija, a ostvaruje se interakcijom tecnosti 1 drugog fluida, obi¢no
komprimovanog vazduha. Mlaznice proizvode velike brzine vazduha, i postize se
efektivan kontakt sa napojnom tecnosc¢u koja se rasprsava u vidu finih kapljica (spreja)
(154). Dvofluidna mlaznica sa veli¢inom otvora od ,5 mm bila je povezana sa izvorom
komprimovanog vazduha i te¢nih formulacija koristenih za dobijanje rastvorljivih
mikroigala. Shematski prikaz aparature za dobijanje rastvorljivin mikroigala tehnikom
rasprSivanja pod kontrolisanim pritiskom predstavljen je na Slici 3-7.

Sa ciljem da se identifikuju optimalni procesni parametri koji ¢e, polaze¢i od
osnovnih formulacija, dovesti do uspjeSnog formiranja rastvorljivih mikroigala,
primjenjen je Taguchi eksperimentalni dizajn. Obzirom na kompleksnost procesa i
veliki broj faktora koji uti¢u na odgovor sistema (sastav polaznih te¢nih formulacija,
njihova brzina rasprSivanja, pritisak komprimovanog vazduha, rastojanje izmedu
mlaznice 1 PDMS kalupa, vrijeme rasprSivanja i otvor mlaznice koji reguliSe ugao
rasprsivanja kapi) upravo se Taguchi metod frakcionog faktorijalnog dizajna smatra

pogodnijim i laks$im za interpretaciju od punog faktorijanog dizajna (155).
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Disperzija nanocestica (E;‘Zﬁ Atomizer

Mlaznica

Barometar

»( =&
= ) POMS kalup

Slika 3-7. Shematski prikaz aparature za dobijanje rastvorljivih mikroigala tehnikom
rasprsivanja pod kontrolisanim pritiskom. A, B, C i D su kontrolisani faktori procesa izrade.

(106)

U eksperimentima dobijanja rastvorljivih mikroigala metodom rasprsivanja pod
pritiskom, postavljena je hipoteza da su procesne varijable tj. kontrolisani parametri,
rastojanje izmedu mlaznice 1 PDMS kalupa (faktor A), pritisak komprimovanog
vazduha (faktor B), otvor mlaznice odnosno veli¢ina ugla rasprSivanja (faktor C) i
vrijeme rasprsivanja (faktor D). Taguchi eksperimetalni dizajn sastojao od 4 faktora, na
tri nivoa, te je za definisanje eksperimentalnih uslova odabrana L9 ortogonalna matrica.
Odabrane vrijednosti kontrolisanih procesnih parametara i redoslijed izvodenih
eksperimenata prikazani su u Tabelama 3-3. i 3-4. U toku izvodenja svih 9
eksperimenata, sastav i koncentracija polaznih formulacija, kao i njihova brzina
rasprSivanja (0,5 ml/min) bili su konstantni. lzgled i broj formiranih mikroigala po
jedinici povrSine potporne membrane identifikovani su kao odgovor sistema

(nekontrolisani faktori tj. Sumovi).
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Tabela 3-3. Vrijednosti kontrolisanih faktora procesa i njihovi nivoi.

Ni Rastojanje izmedu Pritisak Otvor Vrijeme
ivo L . ver
mlaznice i kalupa (cm) | vazduha (bar) | mlaznice | rasprSivanja (s)
1 3 0,25 1 10
2 5 0,5 3 20
3 7 1 5 30

Sam proces izrade rastvorljivih mikroigala sastojao se od 6 koraka shematski
prikazanih na Slici 3-8. Prethodno pripremljeni PDMS kalupi su punjeni rasprSivanjem
polazne formulacije (PVA-KET ili PDLLA-KET) pod tatno definisanim
eksperimentalnim uslovima. Potom su dobijeni uzorci suseni u eksikatoru u toku 2 h u
prisustvu silikagela, a onda je na svaki uzorak nanoseno 1 ml vodenog rastvora CMC i
glicerola u koncentracijama 5% i 0,1% m/v, respektivno sa ciljem formiranja potporne
membrane — nosaca dobijenog niza mikroigala (eng. backing layer). Nakon susenja
preko noé¢i u ambijentnim uslovima, nizovi od 144 rastvorljive mikroigle (12x12) sa
CMC-glicerolskom potpornom membranom su, u poslednjem koraku procesa, odvajani
od PDMS kalupa i analizirani. Na ovaj nacin dobijeni su uzorci rastvorljivih mikroigala
sa ketoprofenom inkapsuliranim u PDLLA nanosfere oznaceni kao DMN 1, i uzorci
rastvorljivih mikroigala sa PVA 1 slobodnim lijekom oznaceni kao DMN 2. U zavisnosti
od broja ponavljanja koraka 2 i 3 u procesu izrade rastvorljivin mikroigala, bilo je
moguce dobiti uzorke sa formulacijom lijeka u vrhu mikroigle, u njenoj gornjoj polovini
ili cijeloj mikroigli. Ovaj proces oznacen je kao slojevito punjenje odnosno dobijanje
mikroigala sa horizontalnim slojevima.U okviru eksperimenata u ovoj tezi, punjenje
PDMS kalupa je bilo konstantno i vrSeno je 4 puta za sve uzorke rastvorljivih
mikroigala, pri ¢emu je vrijeme suSenja izmedu svakog rasprSivanja iznosilo 30 minuta
u eksikatoru, u prisustvu silikagela.

Kako bi se procijenio odgovor sistema za svaki od 9 izvodenih eksperimenata,
eksperimenti su radeni u triplikatu, a potom je vrSena vizuelno vrednovanje svake
pojedina¢ne mikroigle na povrSini od 1 cm? potporne membrane pomocu svjetlosnog
mikroskopa sa integrisanom digitalnom kamerom (OLYMPUS SZ61, PA, SAD),
koriste¢i metodu 1 kriterijjume detaljno opisane u poglavlju 3.2.5. Nakon Sto su,

primjenom Taguchi eksperimentalnog dizajna, odredeni optimalni parametri procesa
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postupak je ponovljen sa ciljem potvrdivanja rezultata i dobijanja uzoraka rastvorljivih

mikroigala za njihovu dalju karakterizaciju.

1

Priprema i
Ciscenje
kalupa

2 Susenje 4 T w Susenje 6 Karakterizacija
| ‘_ ) \

Raspriivanje

p Nanosenje Odvajanje -
polaznih 3 potpornog 5 niza 7
formulacija | sloja mikroigala )

Slika 3-8. Faze u procesu izrade rastvorljivih mikroigala.

Tabela 3-4. Plan izvodenja eksperimenata prema L9 ortogonalnog matrici Taguchi
eksperimentalnog dizajna.

Eksperiment

Rastojanje izmedu Pritisak Otvor Vrijeme
mlaznice i kalupa vazduha mlaznice rasprsivanja

1 1 1 1

© | 0| N oo P~ W|IDN|PFP

W W | W I NN NN
W I IN | P W NP, W DN
N PO, W DN WDN
P WwW NN PO w DN
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3.2.5. Metode za analizu karakteristika dobijenih rastvorljivih mikroigala

Odredivanje geometrije i morfoloskih karakteristika rastvorljivih mikroigala.

Vizuelna karakterizacija rastvorljivih mikroigala uradena je pomocu svjetlosnog
mikroskopa (OLYMPUS SZ61, PA, SAD), sa ugradenom digitalnom kamerom. Na
ovaj nacin analizirane su morfoloske karakteristike (fizi¢ki integritet, oblik i izgled)
dobijenih rastvorljivih mikroigala i izvrSena njihova evaluacija na osnovu utvrdenih
kriterijuma koji su predstavljeni u Tabeli 3-5. Donje granice prihvatljivosti za uzorke
rastvorljivin mikroigala, odredene su na osnovu farmakopejskih zahtjeva za
ujednacenost sadrzaja ljekovite supstance u transdermalnim flasterima (145). Stoga su u
daljim eksperimentima bili koriSteni samo uzorci koji su sadrzavali vise od 90%
mikroigala vrednovanih sa 4, tj. uzorci koji su vrednovani sa vise od 520 (donja granica
prihvatljivosti) od maksimalnih 576 bodova, §to je predstavljalo niz sa svih 144 potpuno
formiranih mikroigala, pravilnog piramidalnog oblika i o$trog vrha.

Koris¢enjem softvera Imagel analizirana je geometrija dobijenih mikroigala.
Mjerenjem visine mikroigle i Sirine njene baze, te izraCunavanjem odnosa ove dvije
veli¢ine (eng. aspect ratio), dobijen je parametar od izuzetne vaznosti za uspje$nu
penetraciju rastvorljivih mikroigala u kozu (Slika 1-14). Kao $to je ve¢ detaljno
objasnjeno u teorijskom dijelu (poglavlje 1.3.3.), osim S§to odreduje uspjeSnost

penetracije mikroigala u kozu, ovaj parametar utice i na njihove mehanicke osobine.

Tabela 3-5. Kriterijumi za evaluaciju morfoloskih karakteristika rastvorljivih
mikroigala (interni propisi, Farmaceutski fakultet, UCC, Irska).

Ocjena Opis

4 potpuno formirana mikroigla pravilnog piramidalnog
oblika i ostrog vrha

3 potpuno formirana mikroigla nepravilnog oblika i/ili

tupog vrha

2 nepotpuno formirana mikroigla, bez vrha

1 prisustvo samo baze mikroigle i/ili izostanak
formiranja mikroigle

Odredivanje mehanickih osobina rastvorljivih mikroigala. Zna¢aj mehanickih

osobina mikroigala ogleda se u njihovoj uspjesnoj i sigurnoj primjeni na kozi. Naime,

mehanicke osobine utiCu na sposobnost mikroigle da podnese silu pritiska prilikom
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aplikacije, 1 sprije¢i nepozeljno savijanje ili lomljenje mikroigala. Mehanic¢ke osobine
uzoraka DMN 1 i DMN 2 odredivane su pomoc¢u digitalnog mjeraca sile potrebne da
dovede do smanjenja visine polimernih mikroigala odnosno njihovog loma (DS2-
11lmada, IL, SAD) (Slika 3-9). Vizulizacija uzoraka i mjerenje visine mikroigala, prije i
nakon eksperimenta, izvrSeno je pomocu svjetlosnog mikroskopa (OLYMPUS SZ61,
PA, SAD), i softwerskog programa ImageJ. Potom je uzorak rastvorljivih mikroigala
pomocu dvostrano ljepljive trake pri¢vrS¢en za metalnu sondu uredaja i primjenjeno je
aksijalno opterecenje u odnosu na ravnu metalnu povrSinu u vrijednosti od 2 N/em?, 4
N/cm?i 8 N/cm?. Parametar za procjenu rezultata ovih mjerenja, vrienih u triplikatu za

svaki uzorak, bio je procenat redukovane visine mikroigala.

Slika 3-9. DS2-11 Imada digitalni mjerac sile.

Metoda rastvaranja_mikroigala. Sa ciljem ispitivanja ujednacenosti sadrzaja

ketoprofena inkapsuliranog u rastvorljive mikroigle u obliku slobodnog lijeka ili
polimernih nanocestica, i odredivanja njegove hemijske stabilnosti, razvijen je i
optimizovan protokol za rastvaranje dobijenih uzoraka mikroigala. Kao medijum za
rastvaranje koriS¢en je 0,1M fosfatni pufer (pH 7,4) za uzorke mikroigala od PVA i
slobodnog lijeka, odnosno acetonitril:fosfatni pufer (pH 2,5) u odnosu 45:55 v/v za
uzorke PDLLA-KET nanosfera. Sadrzaj ketoprofena odreden je u 10 pojedinacnih

uzoraka svake DMN formulacije. Uzorci su prvo rastvoreni u 0,5 ml odgovarajuceg
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medijuma, uz konstantno mijeSanje na horizontalnoj laboratorijskoj mjesalici u toku 15
minuta i pri brzini od 100 obrtaja/min. Potom je vrSena sonifikacija uzoraka u
ulrazvu¢nom kupatilu u toku 10 minuta, nakon Cega je sadrzaj ketoprofena odreden u
medijumu za rastvaranje pomoc¢u HPLC metode. Ispitivani uzorci treba da budu u
skladu sa granicama navedenim u testu C za ispitivanje ujednacenosti sadrzaja
transdermalnih flastera, prema kojem se sadrzaj ketoprofena u svakom pojedinacnom
uzorku nalazi u granicama od 75% do 125% od prosjecnog sadrzaja lijeka odredenog iz

10 uzoraka (145).

3.2.6. Metode za analizu stabilnosti dobijenih polimernih nanocestica i

rastvorljivin mikroigala sa inkapsularinam lijekom

Budu¢i da farmaceutski preparati podlijezu fizickim, hemijskim 1
mikrobiolo§kim promjenama tokom skladistenja i Cuvanja, ispitivanje stabilnosti
predstavlja veoma vazan i nezaobilazan korak u fazi razvoja formulacije i
farmaceutskog oblika. Svrha testa stabilnosti je da obezbijedi podatke o variranju
kvaliteta aktivne supstance ili gotovog lijeka, tokom vremena, pod dejstvom razli¢itih
faktora ambijenta (temperatura, svjetlost i vlaga), i da se na osnovu tih podataka
omoguci preporuka uslova Cuvanja i odredi rok upotrebe. Zahtjevi za ispitivanje
stabilnosti lijekova postavljeni su na prvoj Medunarodnoj konferenciji za harmonizaciju
(ICH), nakoncega su izdatesmjernice koje se direktno 1 indirektno odnose na stabilnost
ljekovitih supstanci i farmaceutskih preparata (156). U cilju ispitivanja fizicke
stabilnosti izradenih disperzija nanoCestica i rastvorljivin mikroigala, kao i hemijske
stabilnosti ketoprofena u ovim farmaceutskim oblicima, sprovedena je ubrzana studija
stabilnosti (stres test), i to za uzorke disperzija nanocestica (SS-DN) i rastvorljivih
mikroigala sa ketoprofenom inkapsuliranim u polimerne nanocestice (SS-MN). Svaki
od navedenih uzoraka su nakon izrade podijeljeni u dvije grupe. Prva grupa uzoraka
izloZzena je uslovima ubrzanog starenja u klima komori/inkubatoru na 40°C + 2°C i
relativnoj vlaznosti vazduha 75% =+ 5%, sa ciljem da se okarakteriSu parametri koji uticu
na stabilnost aktivne supstance i proizvoda. Druga grupa uzoraka cuvana je pod
kontrolisanim ambijentnim uslovima na 25°C + 2°C i relativnoj vlaznosti vazduha od
40% + 5% (kontrolna grupa). Uzorci su ¢uvani u hermeti¢ki zatvorenim staklenim

boCicama sa aluminijumskom kapicom tokom 3 mjeseca. Parametri za procjenu
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kratkorocne stabilnosti izradenih sistema analizirani su na dan izrade 1 nakon 30, 60 1 90

dana (Tabela 3-6).

Tabela 3-6. Parametri i metode za ispitivanje stabilnosti PDLLA-KET nanodestica i
rastvorljivih mikroigala.

Uzorak Parametar Metoda
Fizi¢ki izgled disperzije Vizuelni pregled
Disperzija . .
PDLLA-KET Velicina Cestica i PdI PCS
nanocestica Zeta potencijal Elektroforetska metoda
(SS-DN)
Efikasnost inkapsulacije HPLC metoda
Rastvorljive Fizicka stabilnost mikroigala Svjetlosni mikroskop
mikroigle sa - - -
PDLLA-KET Hemijska stabilnost lijeka HPLC metoda
nanocesticama N . Digitalni mjerag sile
(SS-MN) Mehanicke osobine mikroigala Svjetlosni mikroskop

PCS — Foton korelaciona spektroskopija . HPLC — visokoefikasna te¢na hromatografija.

3.2.7. Metode ex vivo studija penetracije/permeacije polimernih nanocestica
i rastvorljivih mikroigala sa inkapsulirnim lijekom

Metoda_pripreme_koZe svinje. Svi eksperimenti penetracije/permeacije PDLLA

nanocestica i rastvorljivih mikroigala vrseni su ex vivo, koris¢enjem uzoraka koze svinje
ukupne debljine, koja se sastojala od stratum corneum-a, vijabilnog epidermisa i
dermisa. lako se sastav lipida u SC-u koze svinje razlikuje od humanog tkiva, svinjska
koza se ipak smatra najpogodnijom ’prirodnom’ membranom za in vitro studije
permeacije. Naime, debljina koze svinje je priblizna debljini humane koze, i $to je
najvaznije, pokazuje najslicnije osobine permeabilnosti u poredenju sa svim drugim
membrana koje se koriste u ovim eksperimentima (55). Druga prednost upotrebe koze
svinje je laka dostupnost, buduci da je za rad sa svjezim uzorcima isjeCaka humane koze
neophodna dozvola Eti¢kog komiteta, a i samo snabdjevanje uzorcima humane koze je
mnogo teze jer se uzimaju sa kadavera ili poslije hirurskih intervencija.

Za potrebe eksperimenata ove teze uzorci koze svinje (podrucje abdomena —
eksperiment 1 i koza uha — eksperiment 2) su dobijeni od lokalnog dobavlja¢a odmah
nakon Zrtvovanja zivotinje, oCiS¢eni 1 skladiSteni na —80°C do upotrebe (ne duze od 3

mjeseca). 24 sata prije upotrebe, koza je izvadena sa —80°C 1 ostavljena na 4°C da se
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lagano odledi. Dalji protokol pripreme uzoraka koze svinje podrazmjevao je pazljivo
odstranjivanje dlaka sa koze, a potom hrskavice (u slu¢aju pripreme koze uha svinje) i
masnog potkoznog tkiva (Slika 3-10). Na kraju, pregledan je integritet koze kako bi se
odstranili uzorci koze sa eventualno prisutnim ostec¢enjima. Poslednji korak u pripremi
uzoraka koze svinje bio je mjerenje, njihove debljine pomoc¢u Varnier pomi¢nog mjerila
— noniusa (Mitutoyo, Japan). Izmjerena debljina svih uzoraka KkoriStenih u

eksperimentima iznosila je 1,24 £ 0,13 mm.

Slika 3-10. Priprema uzoraka koze svinje.

Metoda_vertikalne_stati¢ne difuzione Franz-ove Celije. 1ako se za procjenu
permeacije i/ili perkutane resorpcije najmjerodavniji rezultati dobijaju izvodenjem in
vivo eksperimenata na ljudima, ovi eksperimenti se najée$c¢e izvode in vitro i ex vivo
tehnikama jer je veliki broj supstanci potencijalno toksi¢an i nije pogodan za testiranje
na ljudima (157). U literaturi su opisani brojni sistemi za in vitro i ex vivo ispitivanje
perkutane  penetracije/permeacije, koji se prema sloZzenosti razlikuju od
dvokomponentnih stati¢nih do viseslojnih proto¢nih ¢elija (53). Iako ne pruzaju podatke
0 metabolizmu, distribuciji i efektima protoka krvi na permeaciju, ovi sistemi imaju
brojne druge prednosti zahvaljujuci kojim su nasli Siroku primjenu u in vitro ispitivanju
penetracije/permeacije ljekovite supstance u/kroz kozu tokom razvoja transdermalnih ili
lokalnih lijekova. Franz-ova vertikalna difuziona ¢elija, koja se sastoji iz donorskog i

akceptorskog odjeljka i fiksiranog isjeCka koze izmedu njih, je najéesc¢e upotrebljavan
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uredaj za odredivanje penetracije i permeacije ljekovite supstance iz farmaceutskih

oblika za transdermalnu primjenu i simuliranje in vivo ponasanja (53).

(@) (b)

Slika 3-11. Franz-ova difuziona ¢elija: (a) prednja strana (b) gornja strana.

Ispitivanje perkutane penetracije PDLLA nanocestica i rastvorljivih mikroigala
kroz uzorke koze svinje sprovedeno je upotrebom staklene vertikalne Franz-ove
difuzione celije (PermeGear, Inc., Bethlehem, PA, SAD) prikazane na slici 3-11.
Difuziona povrina koZe, koja je koris¢ena kao membrana, iznosila je 3,14 cm?. Donji
akceptorski dio ¢éelije sadrzavao je 15 ml 0,1 M fosfatnog pufera (pH 7,4), zagrijanog na
37°C, kako bi na nivou povrSine koze temperatura bila 32°C. Homogenizacija u
akceptorskoj fazi postignuta je stalnim mijeSanjem rotiraju¢eg magneta. Prije pocCetka
eksperimenta, membrana je postavljena izmedu donorskog i akceptorskog dijela Celije, 1
ostavljena 30 minuta radi postizanja ekvilibrijuma sa akceptorskim medijumom. Nakon
toga, na kozu su aplikovani uzorci disperzije PDLLA-KET nanocestica (eksperiment 1)
ili rastvorljivih mikroigala sa PDLLA-KET nanocesticama (eksperiment 2). U prvom
eksperimentu, prije aplikacije disperzije nanocestica cijela povrSina koze je tretirana sa
nizom od 36 silikonskih ImmuPatch mikroigala (Tyndal institut, Irska), na povrsini od 1
cm? (’poke and patch’ pristup). Visina ImmuPatch mikroigala bila je 200 um (Slika 3-
12). Za kontrolne uzorke, disperzija PDLLA-KET nanodestica je aplikovana na kozu

prethodno tretiranu ravnom silikonskom potpornom membranom bez mikroigala (eng.
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flat patch), i smatrala se netretiranom kozom. U drugom eksperimentu, rastvorljive
mikroigle (144/cm?) izradene od PDLLA-KET nanocestica (DMN 1), aplikovane su na
uzorke koze svinje pomoc¢u adhezivne 3M trake (1516 Poly Med, 3M Limited, Irska).
Sa ciljem ispitivanja potencijalnog produzenog oslobadanja ketoprofena inkapsuliranog
u nanocCestice, kao kontrolni uzorci u drugom eksperimentu kori§teni su uzorci
rastvorljivih mikroigala izradeni od PVA 1 slobodnog lijeka (DMN 2). Aplikacija
rastvorljivih mikroigala vrSena je ru¢no, primjenom sile od oko 1,5 N okomito na
potpornu membranu niza mikroigala (’poke and release’ pristup). Svi eksperimenti
izvodeni su u toku 24 h, u najmanje 6 replika i pod okluzivnim uslovima, koji su
obezbjedeni primjenom Parafilm® trake (Pechiney Plastic Packaging, II, SAD) u prvom

eksperimentu, i adhezivne 3M trake u drugom eksperimentu.

Slika 3-12. SEM mikrografija ImmuPatch ¢vrstih silikonskih mikroigala

proizvedenih u Tyndall institutu, Irska.

Za odredivanje sadrzaja ketoprofena u akceptorskom medijumu, uzorak
medijuma uziman je preko bo¢no postavljene cjevCice na akceptorskom odjeljku i
zamjena svjezim fosfatnim puferom zagrijanim na 37°C. Uzorci, koji su prikupljani
prema unaprijed definisanim vremenskim intervalima u volumenu od 1 ml, direktno su
analizirani pomocu HPLC metode ili su prethodno tretirani sa acetonitrilom sa ciljem
rastvaranja nanocestica koje su potencijano permeirale kroz membranu. U ovom

drugom slucaju, prije odredivanja sadrzaja lijeka HPLC tehnikom, vrSeno je
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centrifugiranje uzoraka u toku 15 minuta (14,000 obrtaja/min). Rezultati su
predstavljeni graficki, a transdermalni fluks ketoprofena je dobijen iz nagiba krive u
grafiku koji daje prikaz koli¢ine ketoprofena koji je permeirao u receptorski medijum po
jedinici permeacione povriine u funkeiji vremena (Js, pg/cm?h). Lag vrijeme je
odredeno iz odsjecka na x-0si istog grafika (Tiag, ), dok je koeficijent permeacije (Kp,
cm/h) izracunat dijeljenjem vrijednosti dobijenog fluksa i1 pocetne koncentracije
ketoprofena (55).

Metode ekstrakcije lijeka deponovanog u uzorcima koZe svinje. Nakon

eksperimenta na Franz-ovoj celiji, odredena je koli¢ina lijeka deponovana u razli¢itim
slojevima uzoraka koze svinje. Za tu namjenu, koris¢ena je tehnika adhezivnih traka
(Scotch® 90M-12PK tape, SAD) kako bi se izolovao povrsinski sloj koze (SC), dok je
za separaciju epidermisa i dermisa kori$¢ena tehnika zagrijavanja uzoraka koze na 60°C
u toku 90 sekundi (158). Prva traka u toku primjene tehnike adhezivnih traka tretirana je
posebno 1 predstavljala je koli¢inu ketoprofena koji se zadrzao na povrsini koze i nije
penetrirao kroz SC. Potom je ostatak povrsinskog sloja odstranjen sa 18 traka, koje su
podvrgnute ekstrakciji  koriS¢enjem acetonitrila (eksperiment 1) ili metanola
(eksperiment 2). Ostatak epidermisa je nakon zagrijavanja pazljivo odvojen od dermisa
pomocu pincete. Rastvara¢ za ekstrakciju ketoprofena iz epidermisa i dermisa je takode
bio acetonitril ili metanol, u zavisnosti od eksperimenta. Osim rastvaraca za ekstrakciju,
I metoda homogenizacije ovih slojeva koze bila je razliita za eksperimente 1 i 2. U
eksperimentu 1 (disperzija PDLLA-KET nanocestica) homogenizacija je vrSena u
vodenom kupatilu na 40°C, tokom 12 sati uz konstantno mijesanje, a potom su uzorci
centrifugirani 15 minuta pri 14000 obrtaja/min. Uzorci epidermisa i dermisa u
eksperimentu 2 su uz dodatak metanola homogenizovani u MagNa-Lyser uredaju za
homogenizaciju bioloskih tkiva (Roche Diagnostics, IN, SAD), uz upotrebu keramickih
kuglica (Slika 3-13). Vrsena su 4 ciklusa homogenizacije u trajanju od 60 sekundi i pri
6500 obrtaja/min. Uzorci su potom centrifugirani pri 14000 obrtaja/min u toku 3
minute. Supernatanti uzoraka iz oba eksperimenta su potom filtrirani kroz membranski
filter (0,2 um) 1 analizirani na sadrzaj ketoprofena primjenom HPLC tehnike.

Izvrsena je i validacija metode ekstrakcije lijeka iz koze svinje (eng. recovery

test) inkubacijom netretiranih (blank) uzoraka koze sa rastvorom poznate koncentracije
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lijeka. Rezultati ovog testa su pokazali da je efikasnost metode ekstrakcije primjenjene
u eksperimentu 1 i 2 bila 94,8 £2,9% i 96,2 + 3,2%, respektivno.

Slika 3-13. MagNa-Lyser uredaj za homogenizaciju bioloskih tkiva.

3.2.8. Metode statisticke obrade dobijenih rezultata

U cilju statisticke analize podataka i rezultata svih faza eksperimentalnog rada
primjenjena je jednofaktorska ili dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) i/ili
Studentov t-test, u zavisnosti od broja ispitivanih uzoraka. Za tu namjenu, kao i za
cjelokupnu grafi¢ku obradu rezultata, korisé¢en je GraphPadPrism 5.0 softver. Statisticki

znacajne razlike definisane su za p vrijednosti ispod 0,05.

87



Rezultati i diskusija

Doktorska disertacija, Sonja Vucen

4. REZULTATI | DISKUSIJA

88



Rezultati i diskusija Doktorska disertacija, Sonja Vucen

4.1. Formulacija i karakterizacija polimernih nanocestica sa inkapsuliranim

ketoprofenom

Primjenom modifikovane metode izmjeStanja solvensa i liofilizacije formirane
su PDLLA nanocestice u okviru kojih je inkapsuliran ketoprofen, ljekovita supstanca
tesko rastvorljiva u vodi. Ovaj proces je optimizovan sa ciljem postizanja pravilnih,
sfernih, unimorfnih Cestica submikronskih dimenzija nosada 1 visokog stepena
inkapsulacije lijeka. UspjeSnost primjene odabranih metoda sinteze PDLLA-KET
nanosfera potvrdena je razli¢itim fizickohemijskim i biofarmaceutskim tehnikama

karakterizacije, koristenih u ovom radu.

4.1.1. Razvoj i validacija HPLC metode za identifikaciju inkapsuliranog
ketoprofena

Selektivna i specificna RP-HPLC metoda razvijena je, testirana i validirana za
kvantitativno odredivanje ketoprofena u uzorcima dobijenim u svim fazama
eksperimentalnog rada. Razvoj metode zapocet je na osnovu literaturnih podataka za
hromatografske uslove odredivanja ketoprofena (145, 159). Inicijalne analize su radene
koris¢enjem mobilne faze ¢iji sastav su Cinili razli¢iti odnosi acetonitrila i vode, i
praceno je nekoliko osnovnih hromatografskih parametara (simetrija pika, retenciono
vrijeme). Kako bi se podesili parametri koji su najpogodniji za dati hromatografski
sistem (kolona, detektor), sastav inicijalne mobilne faze je neznatno izmjenjen. §to je
rezultiralo odgovaraju¢om simetrijom pika 1 kratkim retencionim vremenom
ketoprofena. Opis konacno odredenih parametara postavljene hromatografske metode
dat je u poglavlju 3.2.2. Za procjenu kvaliteta i pouzdanosti dobijenih rezultata
razmatrani su analiticki parametri za validaciju metode, prema ICH smjernicama.
Validacija metode predstavlja proces kojim se potvrduje da je analiticka metoda,
upotrebljena u nekom specifiénom ispitivanju, odgovaraju¢a za datu svrhu (146).
Budu¢i da su u ovom radu razvijeni novi polimerni nosaci za transdermalnu isporuku
ketoprofena i da su nepoznate interakcije izmedu lijeka i ekscipijenasa upotrebljenih za
izradu nanocesti¢nih sistema, razvoj analiticke metode za precizno, tacno, selektivno i
specificno kvalitativno 1 kvantitavno odredivanje lijeka bio je osnovni preduslov za

cjelokupan eksperimentalni rad.
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PDLLA-KET
placebo

Slika 4-1. Hromatogram uzoraka placebo i PDLLA-KET nanocestica.

Specifi¢nost analiticke metode je sposobnost da se jasno detektuje analit pored
komponenti koje mogu biti prisutne u uzorku (146). Specifi¢nost metode ispitana je
uporedivanjem hromatograma dobijenih analizom uzoraka PDLLA nanocestica sa i bez
inkapsuliranog ketoprofena (Slika 4-1). Utvrdeno je da u uzorcima nanoCestica sa
inkapsuliranim  lijekom nema interferiraju¢ih signala ¢ija retenciona vremena
odgovaraju retencionom vremenu ketoprofena. Rezultiraju¢i hromatogrami su pokazali
zadovoljavajuce razdvajanje pikova na osnovu kojih je moguce izvrsSiti jasnu procjenu
analita u prisustvu ostalih komponenti prisutnih u sistemu (ekscipijensi, ostaci
rastvaraca, produkti degradacije i/ili jedinjenja koja mogu nastati reakcijom aktivne
supstance 1 ekscipijenasa). Budu¢i da spektar analiziranog placebo uzorka ne pokazuje
interferirajucu apsorpciju na ispitivanoj talasnoj duzini od 255 nm, osnovni kriterijum
prihvatljivosti je zadovoljen, te se postavljena metoda moZe smatrati specificnom i

selektivnom za odredivanje ketoprofena u prisustvu ekscipijenasa.
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Slika 4-2. Linearnost HPLC metode: (a) kalibraciona kriva ketoprofena, i (b)

pripadajuci hromatogrami.

Linearnost analiticke metode je njena sposobnost da se dobiju rezultati koji se
nalaze u okviru zadatog opsega, i direktno su proporcionalni koncentraciji analita u

uzorku. Opseg metode predstavlja donju i gornju granicu koncentracije analita koji se
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moze odrediti. Analizom serije standardnih rastvora ketoprofena u rastuéim
koncentracijama dobijeni su grafici zavisnosti povrSine ispod pika (AUC) od
koncentracije ketoprofena (ug/ml). Parametri linearne zavisnosti povrSine ispod pika od
koncentracije (koeficijenti korelacije, odsjeCci na y-osi, nagibi prave), su izracunati
regresionom analizom 1 prikazani na Slici 4-2, zajedno sa kalibracionom krivom i
pripadaju¢im hromatogramima. Linearnost metode je, pomocu navedenih parametara,
za ketoprofen demonstrirana u opsegu 0,05-50 pg/ml. Svaka tacka kalibracione krive
dobijena je kao rezultat tri injektovanja ispitivanih rastvora. Dobijeni rezultati pokazuju
da je ispunjen uslov linearnosti (vrijednost koeficijenta korelacije vec¢a je od 0,999), sto
ukazuje na funkcionalnu zavisnost izmedu koncentracije i povrsine pika ketoprofena.
Rezultati ispitivanja ta¢nosti metode za ketoprofen prikazani su u Tabeli 4-1.
Tacnost analiticke procedure ukazuje na ispravnost mjerenja i1 predstavlja mjeru
usaglasenosti izmedu vrijednosti koja se smatra stvarnom i vrijednosti koja je
eksperimentalno odredena (160). Koncentracije analiziranih standardnih rastvora su
izabrane jer pokrivaju cjelokupan opseg mjerenja a nisu identicne tackama kalibracione
krive. U Tabeli 4-1 prikazan je i prosjecni procenat prinosa eksperimentalne i teorijske
vrijednosti koncentracije ketoprofena za tri ispitivane koncentracije, koji je izracunat
zajedno sa standardnom devijacijom (SD), koeficijentom varijacije (CV) i intervalom
pouzdanosti (CI) za nivo vjerovatno¢e 95%. Procentualni odnos eksperimentalno
odredene koncentracije ketoprofena 1 teorijske vrijednosti koncentracije nalazi se u
propisanim granicama, 99-101%. Dobijene vrijednosti ukupnog prosje¢nog procenta
prinosa (99,9 + 0,55%) i koeficijenta varijacije (1,09 + 0,16%) ukazuju na odli¢nu

korelaciju i minimalno odstupanje eksperimentalnih i teorijskih vrijednosti.

Tabela 4-1. Rezultati ta¢nosti za razli¢ite koncentracije standardnog rastvora ketoprofena.

Teorijska Eksperimentalno Procenat
- ! CcVv
koncentracija odredena prinosa (%) Cl
(ng/ml) koncentracija (ug/ml) (%)
0,06 0,0597 £ 0,001 99,5 1,22 | 0,05914-0,06026
25 24,973 £0,213 99,89 0,91 24,8-25,15
40 40,236 £ 0,435 100,59 1,15 39,88-40,59

CV-koeficijent varijacije. Cl-interval pouzdanosti za nivo vjerovatnoce 95%.
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Preciznost analiticke procedure izrazava bliskost slaganja izmedu serija mjerenja
dobijenih visestrukim uzorkovanjem istog uzorka pod opisanim uslovima. Za ispitivanje
ponovljivosti, standardni rastvori ketoprofena istih koncentracija koje su koriS¢ene za
procjenu tacnosti metode, injektovani su tokom tri uzastopna dana. Za svaku analiziranu
komponentu, izraCunate su srednje vrednosti dobijenih koncentracija, koeficijenti
varijacije (CV), kao i intervali pouzdanosti (CI) za nivo vjerovatnoce 95% (Tabela 4-2).
Dobijene vrijednosti koeficijenta varijacije manje od 1%, ukazuju na odgovarajucu
ponovljivost metode primjenjene za kvantitativno odredivanje ketoprofena. Ispitana je 1
intermedijarna preciznost u toku tri razliita dana za iste odabrane koncentracije.
Razlika srednjih vrijednosti koncentracija ispitivanih standardnih rastvora dobijenih kod
ispitivanja ponovljivosti i intermedijarne preciznosti (A) iznosi 0,11%. Ovime je

zadovoljen kriterijum da je A <+2,0% i moze se zaklju¢iti da je metoda precizna.

Tabela 4-2. Rezultati preciznosti za razli¢ite koncentracije standardnog rastvora ketoprofena.

Teorijska S vrijednc_)_st
Yt () Dan koncentracija | CV (%) Cl
(ng/ml)
Intermedijarna
preciznost (n=3)
0,06 1 0,05936 0,76 0,05824-0,6048
25 1 0,06013 0,94 0,05872-0,06153
40 1 0,05985 0,63 0,05891-0,06078
0,06 2 24,95 0,51 24,63-25,27
25 2 24,94 0,70 24,51-25,37
40 2 25,02 0,53 24,70-25,35
0,06 3 40,18 0,90 39,28-41,08
25 3 40,71 0,91 39,79-41,64
40 3 39,91 0,38 39,53-40,28
Ponovljivost (n=10)
0,06 - 0,05964 0,82 0,05929-0,05999
25 - 25,04 0,98 24,86-25,22
40 - 39,87 0,94 39,87-40,40

CV-koeficijent varijacije. Cl-interval pouzdanosti za nivo vjerovatnoce 95%.
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Limit detekcije (LD) i limit kvantifikacije (LQ) su odredeni analizom serije
standardnih rastvora ketoprofena, u koncentracijama 0,0008 - 0,2 pg/ml. Koncentracija
pri kojoj je odnos signala 1 Suma iznosio priblizno tri, predstavljala je limit detekcije za
ketoprofen. Koncentracija pri kojoj je odnos signala i Suma iznosio priblizno 10,
predstavljala je limit kvantifikacije za ketoprofen. U datim hromatografskim uslovima,
vrijednosti granica detekcije 1 kvantifikacije za ketoprofen iznosile su 0,04 pg/ml i 0,12
pug/ml, respektivno.

Rezultati dobijeni za sve parametre validacije odgovaraju kriterijumima
prihvatljivosti i dokazuju da je predloZzena metoda specificna, selektivna, precizna, tatna
i reproduktivna za kvalitativno i kvantitativno odredivanje ketoprofena inkapsuliranog u

polimerne nanocestice.

4.1.2. Optimizacija procesa inkapsulacije ljekovite supstance u polimerne
nanocestice

U toku optimizacije procesa inkapsulacije ketoprofena u PDLLA nanocestice
primjenjen je pun faktorijalni dizajn sa tri nezavisno promjenljive na dva nivoa:
koncentracija lijeka (0,025% m/v i 0,5% m/v), vrsta stabilizatora (PVA i P188) i brzina
ukapavanja organske faze u vodenu (0,5 ml/min i 1 ml/min). Ostali parametri procesa
(zapremina organske i vodene faze, brzina mijeSanja u toku ukapavanja i promjer kapi)
odrzavani su konstantnim. Dobijene vrijednosti odgovora (efikasnost inkapsulacije) pri
razli¢itim kombinacijama nezavisno promjenljivih prikazane su u Tabeli 4-3. Uocava se
da su najveée procente inkapsulacije lijeka imale formulacije F2 i F4. U obe ove
formulacije kao stabilizator upotrebljen je PVA i ista koncentracija lijeka. Primjenom
istih uslova i druge vrste stabilizatora (P188) dobijene su nize vrijednosti ispitivanog
odgovora sistema. Sa ciljem potvrde ovih nalaza i identifikacije znacajnih nezavisnih
promjenljivih, izvrSena je statisticka analiza dobijenih rezultata primjenom softverskog
paketa Minitab 16. Rezultati ove analize su pokazali da od ispitivanih faktora, na
efikasnost inkapsulacije znaCajan uticaj imaju koncentracija ketoprofena i vrsta
stabilizatora (Slika 4-3).
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Tabela 4-3. Efikasnost inkapsulacije ketoprofena za razlicite vrijednosti zavisnih parametara u
procesu dobijanja PDLLA nanocestica.

Koncentracija Vrsta Brzina Efikasnost Sadrzaj
Formulacija | ketoprofena stabilizatora ukapavanja | inkapsulacije | ketoprofena
(% miv) (ml/min) (%) = SD (%) £ SD
F1 0,025 PVA 1 69,7+ 1,42 | 6,38+1,08
F2 0,05 PVA 1 74,1+ 1,13 | 7,18=+0,67
F3 0,025 PVA 0,5 70,6 £0,99 | 6,39 +1,07
F4 0,05 PVA 0,5 75,3+£0,96 | 7,94+0,25
F5 0,025 P188 1 60,7 £ 1,47 | 6,25+0,35
F6 0,05 P188 1 659+1,55 | 6,76 +0,44
F7 0,025 P188 9 61,0+£247 | 6,11 +0,83
F8 0,05 P188 0,5 66,9+ 157 | 7,06+£0,21

PVA — Polivinil alkohol. P188 — Poloksamer 188. SD — standardna devijacija (n=3).

Budué¢i da znaajno efikasniju inkapsulaciju ketoprofena u datim
eksperimentalnim uslovima daje PVA, kao stabilizator, u poredenju sa Poloksamerom
188, te da brzina ukapavanja nema uticaja na isptivane odgovore sistema, za radnu
formulaciju odabrana je formulacija F4. Ova formulacija dobijena koris¢enjem PVA
kao stabilizatora, pri koncentraciji ketoprofena od 0,05% (m/v) i brzinom ukapavanja
rastvora od 0,5 ml/min, davela je nanocestice koje su imale najveéi stepen
inkapsuliranog lijeka koji je iznosio 75,3 + 0,96% (Tabela 4-3). Uzimajuéi u obzir da
efikasnost inkapsulacije zavisi od rastvorljivosti ljekovite supstance u rastvaracu, ali i u
kontinuiranoj fazi disperzije, rezultati dobijeni u ovom radu u skladu su sa osobinama
intermedijarne lipofilnosti ketoprofena (161). Slicno tumacenje su prethodno imali Shah
i sar (162), koji su u okviru svojih eksperimenata inkapsulirali ketoprofen u PLGA
nanocestice sa efikasnoS¢u od oko 80%. Kada je koriS¢en PDLLA polimer, visoka
efikasnost inkapsulacije ketoprofena je postignuta, ali samo u cestiCne sisteme
mikronskih veli¢ina (163). Ricci i sar. su tom prilikom dobili Cestice veli¢ine 5 um sa
efikasnoscu inkapsulacije od 74%. Visok procenat inkapsulacije ketoprofena u PDLLA
nanocestice, pri eksperimentalnim uslovima postavljenim u ovom radu, ostvaren je
zahvaljuju¢i minimalnom isticanju lijeka u spoljasnju vodenu fazu disperzije, Sto je

posljedica slabe rastvorljivosti ketoprofena u vodi.
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Slika 4-3. Analiza znacajnosti faktora na efikasnost inkapsulacije ketoprofena u PDLLA

nanocestice: (a) grafik vjerovatno¢e normalne raspodjele, i (b) Pareto dijagram.

lako je primjenjena metoda izrade PDLLA-KET nanocestica rezultirala visokom

inkasulacijom lijeka i bila reproduktivna, precizna i ponovljiva, ¢ak i bolji rezultati

mogli bi se posti¢i pove¢avanajem odnosa lijek-polimer (164). Medutim, primjeceno je

da je veli¢ina cestica direktno proporcionalna viskozitetu koji zavisi upravo od

razli¢itog odnosa lijek-polimer (161). Stoga se vrijednost koja prelazi 75% moze
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smatrati visokom inkapsulacijom i dobrim rezultatom, ukoliko su dobijene fine, sferne
Cestice nanometarskih veli¢ina. Budu¢i da je jedan od osnovnih ciljeva ovog rada bio
upravo dobijanje nanosfera, postignuta je optimalna korelacija izmedu zeljenog oblika,
veliCine Cestica (rezultati predstavljeni u nastavku rada) i1 ostvarene efikasnosti

inkapsulacije.

4.1.3. Morfoloske i povrSinske karakteristike PDLLA nanocestica sa

inkapsuliranim ketoprofenom

Analizom morfoloSkih karakteristika dobijenih nanocesti¢nih sistema pomocu
skenirajuceg elektronskog mikroskopa (SEM) utvrdeno je da ne postoje znacajne razlike
izmedu placebo PDLLA i PDLLA-KET nanocestica. U oba slu¢aja, dobijene su
pravilne sferne Cestice sa glatkom povrSinom, bez vidljivih znakova porozne strukture i
inkapsulacija lijeka nije uzrokovala znacajne razlike u morfologiji dobijenih Cestica
(Slika 4-4). Pored odredivanja morforloskih karakteristika, mikroskopske tehnike
pruzaju mogucnost karakterizacije veli¢ine Cestica, koja je bazirana na direktnom
posmatranju Cestica i definisanoj mjeri dijametra. IzraCunate veliine su izrazene kao
precnik sfere koja ima istu projektovanu povrSinu kao projektovana slika cestice. Za
odredivanje veli¢ine i raspodjele veli¢ina cestica, osim skenirajuée mikroskopije,
koriS¢ene su i tehnike foton korelacione spektroskopije (PCS) i laserske difrakcije (LD).
Ove tehnike su brze i veoma osjetljive, a njihov osnovni nedostatak je da se odnose
samo na sferne Cestice 1 ne daju informaciju o obliku Cestica. Osim toga, uzorci
disperzija moraju biti razrijedeni 1 rezultati se baziraju na matemati¢kim kalkulacijama,
te se dobijene informacije o veli¢ini ¢estica moraju oprezno interpretirati.

Veli¢ina placebo PDLLA i PDLLA-KET nanosfera izmjerena PCS tehnikom bila
je 117,6 £ 0,55 nm 1 144,8 + 1,80 nm, respektivno. PCS tehnika omogucava mjerenje
stepena fluktuacije intenziteta rasute svetlosti usljed Braunovog kretanja cestica u
uzorku i njegovog prevodenja u veli¢inu Cestica pomocu Stokes-Einstein-ove jednacine
(165). Iako je inkapsulacijom ketoprofena doslo do povecéanja veli¢ine PDLLA Ccestica,
koje se pokazalo statisti¢ki znacajnim (Student T test, p<0,001), indeks polidisperznosti
(PdI), koji je odreden bio je manji od 0,2 za sva mjerenja, Sto ukazuje na usku
raspodjelu veli¢ina i homogenu populaciju svih ispitivanih uzoraka (Tabela 4-4).
Vrijednost indeksa polidisperznosti se, kao mjera kvaliteta ili homogenosti disperzije,

kre¢e od 0 (monodisperzna raspodjela) do 1 (Siroka raspodjela). Prema literaturnim
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podacima, vrijednosti Pdl manje od 0,25 smatraju se prihvatljivim i ukazuju na
unimodalnu raspodjelu i dobar kvalitet sistema (166, 167).

EHT= 300K/ SignalA=inLens MxSignal=00000 Chamber=2266.004 Pa Date 22042010
‘ I WD=33mm Aperture Sze=1000pm  File Name = Sora V1 061 Iu

EMT= 300KV SignalA=lnens MixSignal=00000 Chamber = 322-004 Pa Date 3 Apr 2010

1
1ym EHT= 300k SignlA=hlens MxSignal=00000 Chamber=309.004Pa Date 3 Apr 2010
H WD=32mm  Apertwe Size=1000pm  File Name = PLAK3 098f Iu

H WO=32mm  Aperture Size=10.00pm  File Name = PLAK3 118f Iu

Slika 4-4. SEM mikrografije: (a) PDLLA nanocestica sa inkapsuliranim ketoprofenom i (b) placebo
PDLLA nanocestica.

Kao sto je ve¢ objasnjeno u poglavlju 3.2.3, uredaj Zetasizer Nano koji je koriS¢en
za mjerenje veliCine i raspodjele veli¢ina ¢esica PCS metodom, ne analizira prisustvo
velikih Cestica 1 aglomerata Cestica, te je tek primjenom Mastersizer uredaja 1 LD

tehnike, karakterizacija veli¢ine i raspodjele veli¢ina Cestica sveobuhvatna i potpuna.

98



Rezultati i diskusija Doktorska disertacija, Sonja Vucen

Mastersizer uredaj je podrzan softverom koji analizira zavisnost izmedu ugla rasipanja
svjetlosti 1 veliCine Cestice 1 daje zapreminsku raspodjelu veliina Cestica U odredenom
volumenu ispitivane disperzije. Rezultati dobijeni LD metodom su izraZzeni preko LD
pre¢nika Cestica (eng. volume-weighted mean diameters) d10%, d50%, d90%, koji se
oznacavaju i kao d(v,0.1), d(v,0.5), d(v,0.9). Pre¢nik d(v,0.1) je veli¢ina Cestica na kojoj
10% zapremine uzorka Cine Cestice Cija je veli¢ina manja od ,,d(v,0.1)“ vrijednosti.
Pre¢nik d(v,0.5) (eng. median volume particle size) znaci da 50% zapremine uzorka
sadrzi Cestice manje od ,,d(v,0.5)“ vrijednosti, a 50% uzorka ¢ine Cestice vece od ove
vrijednosti. Pre¢nik d(v,0.9) znaci da 90% zapremine uzorka ima veli¢inu ¢estica manju
od ,,d(v,0.9) vrijednosti, i predstavlja osjetljiv parametar za utvrdivanje prisustva vecih
Cestica, kao i agregata Cestica (168). Rezultati analize veli¢ine i raspodjele veli¢ina
nanosfera tehnikom LD takode su dokazali usku raspodjelu veli¢ina gdje je 50%
PDLLA-KET nanosfera i placebo PDLLA bilo manje od 163 + 17.47 nm odnosno 129
+ 9.50, respektivno (Slika 4-5). Iako su rezultati analilize veli¢ine i raspodjele veli¢ina
Cestica primjenom opisanih tehnika pokazali izvjesne razlike, odstupanja su minimalna i
bez statisticke znacajnosti (Student T test, p>0.05).

Tabela 4-4. Povrsinske karakteristike i raspodjela veli¢ina ¢estica placebo PDLLA i PDLLA
nanocestica sa inkapsuliranim ketoprofenom odredene PCS metodom.

Uzorak Veli¢ina Cestica (nm) Pdl Zeta potential (mV)
placebo PDLLA 117,6 £ 0,55 0,16 0,02 -26,5+ 1,79
PDLLA-KET 144,8 +£ 1,80 0,12 +0,02 —27,6 £0,82

Odredena odstupanja u veliCini Cestica uoCavaju se 1 poredenjem pomenutih
rezultata sa vrijednostima dobijenim skeniranjem uzoraka na elektronskom mikroskopu.
Ova neslaganja mogu se objasniti razli¢itom pripremom uzoraka za analizu prije samog
mjerenja, Sto su ve¢ ranije objasnili Sheihet 1 sar. kada su analizirali uticaj inkapsulacije
lipofilnih model supstanci na veli¢inu nanosfera baziranih na tirozinu (169). Naime,
suSenjem uzoraka u toku pripreme za analizu elektronskom mikroskopijom, moze
dovesti do povecanja veli€ine Cestica 1 neznatnih razlika u njihovoj distribuciji veli¢ina.
Od ranije je poznato da veliina Cestica uti¢e na selektivnu i ciljanu isporuku lijeka u

specifi¢ne strukture i populacije ¢elija (170). Pri tome, definisano je i nekoliko faktora
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od kojih zavisi veliina Cestica, a to su: polarnost rastvaraca, koncentracija polimera u
organskoj fazi, odnos unutrasnje i kontinuirane faze disperznih sistema, odnos lijek-
polimer, kao i koncentracija upotrebljenog stabilizatora (38, 171, 172). Uzimaju¢i u
obzir sve pomenute faktore, rezultati dobijeni u sveobuhvatnoj analizi veliine i
raspodjele veli¢ina Cestica ukazuju da su procesni parametri izabrani za formulaciju F4
optimalni za dizajniranje nanonosaca za ketoprofen. Osim toga, upotrebom placebo
uzoraka koja je imala za cilj da se ispitaju efekti inkapsulacije lijeka na osobine
dobijenih polimernih nanocestice, dobijeni su rezultati koji ukazuju da proces
inkapsulacije ketoprofena nije doveo do promjene morfoloskih karkateristika, oblika i

raspodjele veli¢ina sintetisanih PDLLA nanocestica.

250
_ PCS LD
£ 200- i}
® T
£ 150- = [
(2] -
’8 —
© 100'
£
44
o 90-
>

0

placebo PDLLA PDLLA-KET

Slika 4-5. Uporedni prikaz veli¢ina placebo PDLLA i PDLLA-KET sfera
primjenom tehnika fotonkorelacione spektroskopije (PCS) i laserske
difrakcije (LD). Sr.vrijednost + SD, n=3. Student T test, * p<0,05, ***

p<0,001 statisticki znaCajne razlike u odnosu na placebo uzorke.

Zeta potencijal priblizno karakteriSe povrSinsko naelektrisanje Cestica i jedan je od
faktora koji ukazuje na njithovu fizi¢ku stabilnost. Smatra se da ukoliko sve Cestice u
disperziji imaju visoke apsolutne vrijednosti zeta potencijala (>30 mV), do¢i ¢e do
njihovog medusobnog odbijanja $to povecava stabilnost sistema (173). Mjerenjem zeta
potencijala uzoraka nanocestica dobijeni su ocekivani rezultati koji ukazuju na
negativno naelektrisanu povrSinu placebo PDLLA 1 PDLLA-KET nanocestica.
Vrijednosti ovog parametra za placebo uzorke i PDLLA-KET nanocestice iznosile su -
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26.5 £ 1.79 mV i -27.6 = 0.82 mV, respektivno (Tabela 4-4). Ovakvi rezultati nisu
pokazali statisticku znacajnost (Student T test, p>0.05). PDLLA je poliester i ocekivano
negativno naelektrisanje Cestica poti¢e od karboksilnih grupa na njihovoj povrSini (174).
Imajuéi u vidu pozitivhu naelektrisanost ekstracelularne i negativhu naelektrisanost
intracelularne strane ¢elijske membrane, kao i to da ¢elijska membrana ima pozitivnu
razliku potencijala, naelektrisanje povrSine Cestica bi trebalo dizajnirati sa posebnom
paznjom 1 prilagoditi ga specificnim potrebama za koje je materijal sintetisan (175).
Iako su apsolutne vrijednosti zeta potencijala uzoraka nanocestica ispitivanih u ovom
radu bile neznatno manje od 30 mV, u literaturi je opisano da i vrijednost oko -20 mV
mogu da obezbijede kratkorocnu stabilnost uzoraka koji su elektrostaticki stabilizovani
(165, 176). Stabilizacija PDLLA-KET nanocestica je ostvarena kombinacijom
elektrostatickog i sternog efekta. Elektrostaticka stabilizacija prisutna je zahvaljujuci
prisustvu slobodnih karboksilnih grupa na povrsini polimera koje nose negativno
naelektrisanje, dok sternu stabilizaciju Cestica obezbjeduje prisustvo PVA na povrsini
Cestica. Uzimajuéi u obzir ova zapaZanja 1 dobijene vrijednosti zeta potencijala za
uzorke ispitivane u naSem radu, moze se zakljuciti da opisani mehanizmi stabilizacije
mogu obezbijediti zadovoljavajuéu kratkoro¢nu stabilnost ispitivanih formulacija

nanocestica, §to su potvrdile i studije stabilnosti, detaljno diskutovane u poglavlju 4.3.1.

4.1.4. Fizickohemijska karakterizacija PDLLA nanocestica

Sa ciljem fizickohemijske Karakterizacije PDLLA-KET nanocestica, uzorci su
analizirani koriS¢enjem metoda rentgenske difrakcije (XRD) 1 infracrvene
spektroskopije (FTIR).

Difrakcija X-zracima je nedestruktivna analiticka tehnika koja otkriva informacije
o kristalnoj strukturi, hemijskom sastavu i fizickim osobinama materijala. Kada X-zraci
dospiju na povrSinu kristalnog materijala, deSava se fenomen difrakcije odnosno
rasipanja zraka u svim pravcima. Do difrakcije dolazi jer je talasna duZina zracenja istog
reda veli¢ine kao i meduatomska rastojanja unutar kristalne resetke (53). Metoda
difrakcije X-zraka je veoma znacajna u preformulacionim istrazivanjima buduci da
mehanicke osobine i hemijska stabilnost polimera zavise od kristalne strukture i
morfologije, i smatra se najkorisnijom neposrednom metodom za identifikaciju

strukture ¢vrste faze.
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Na Slici 4-6. prikazan je XRD difraktogram PDLLA nanocCestica sa
inkapsuliranim ketoprofenom, uz difrakacijske slike Cistog polimera i slobodnog lijeka.
XRD difrakcijska slika Cistog polimera ne pokazuje nijedan izrazen pik dokazujuci
amorfnu strukturu polimera (Slika 4-6.a). Ocekivani izgled difrakcione slike
ketoprofena (Slika 4-6.b) pokazuje uske, jasno izrazene pikove, karakteristi¢ne za
kristalnu strukturu lijeka (177). Difraktogram PDLLA-KET nanocestica dobijenih u
ovom radu pokazuje primarno amorfnu strukturu analiziranog materijala (Slika 4-6.c).
Iako ova difrakciona kriva ne pokazuje oStre pikove, tri jasna difuzna pika se mogu
primjetiti na 6.4° (20), 24.9° (20) 1 43.1° (20). Ovi pikovi odgovaraju difrakciji kristalne
reSetke ketoprofena i preklapaju Siroku pozadinsku difrakciju amorfne strukture
polimera. Ostali signali karakteristicni za ketoprofen ne mogu se vidjeti na
difraktogramu PDLLA-KET nanocestica zbog veoma malog sadrzaja lijeka u uzorku.
Medutim, pikovi prikazani na 6.4° (20), 24.9° (20) i 43.1° (20) jasno potvrduju

prisustvo lijeka u PDLLA nanocesticama dobijenim u eksperimentalnom radu.

Intenzitet [a.u.]

(a)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
[]

o

Slika 4-6. XRD difraktogram: (a) PDLLA polimera, (b) ketoprofena i (c) PDLLA nanocestica

sa inkapsuliranim ketoprofenom.

Dobijeni dijagrami pokazuju intetnzitet u zavisnosti od ugla (20), a vrijednosti za

rastojanja medu ravnima se mogu izracunati iz Bragg-ove jednacine. Odredivanje
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razmaka medu ravanima se, uglavnom, smatra dovoljnim za pozitivnu identifikaciju
kristalnog materijala(53).

Sa ciljem da se dobiju dodatne informacije fizickog stanja ljekovite supstance u
ispitivanim nanocesti¢nim sistemima, primjenjena je metoda FTIR spektroskopije, koja
je komplemetarna metodi difrakcije X-zraka. Tehnike vibracione spektroskopije, poput
FTIR spektroskopije, korisne su jer pruzaju informacije o interakcijama izmedu
razli¢itih atoma. Apsorpcioni spektar nastaje kao rezultat kombinovanja upadnog
zraCenja sa specificnim transformacijama veza unutar molekula, koje nastaju nakon
izlaganja uzorka monohromatskom upadnom zracenju. IR spektroskopija se moze
izvesti na viSe nacina, medu kojim je za eksperimente u ovom radu koriSéena tehnika
prigusene totalne refleksije. Spektar se snima pomoc¢u dijamantskog detektora, a sam
principprigusene totalne refleksije se zasniva na mjerenju promjena do kojih dolazi kada
potpuno reflektovana IR svjetlost biva usmjerena ka uzorku. Snop zraka se fokusira na
opticki gust kristal sa velikim refraktivnim indeksom, §to doprinosi nastanku prolaznog
talasa. Ovaj talas prodire najdalje do 5 um od povrsine kristala, zbog ¢ega uzorak mora
biti u bliskom kontaktu sa kristalom. Prednost tehnike prigusene refleksije jeste brzo
uzorkovanje i poboljsana reproduktivnost (53).

Na Slici 4-7.a prikazan je FTIR spektar ¢istog ketoprofena na kojem se uocavaju

1§ 1653 cm™. Ovi pikovi odgovaraju

ostri pikovi na talasnim duzinama 1693 cm’
vibracijama karbonilne grupe iz karboksilne kiseline i ketona u molekuli ketoprofena,
respektivno (164). Medutim, spektar uzorka PDLLA-KET nanodestica pokazuje da su
ovi jaki pikovi pomjereni ka viSim vrijednostima talasnih duZina, ¢ime se potvrduje
prisustvo interakcija izmedu lijeka 1 polimera. Pretpostavlja se da karboksilna grupa
ketoprofena stupa u interkaciju sa karbonilnim grupama u lancu PDLLA, formirajuéi
vodoni¢ne veze, koje su vjerovatno odgovorne za ulogu ketoprofena kao plastifikatora u
ispitivanom materijalu (178). Postojanje interakcije izmedu lijeka i polimera moze
modifikovati kinetiku oslobadanja lijeka iz polimernog matriksa. Ketoprofen, kao

plastifikator, dovodi do povecanja brzine hidratacije i degradacije PDLLA i odgovoran

je za efekat inicijalnog naglog otpustanja lijeka (rezultati prikazani u poglavlju 4.1.6).
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Slika 4-7. FTIR spektar: (a) ketoprofena, i (b) PDLLA nanocestica sa inkapsuliranim
ketoprofenom.

Moze se zakljuciti da prate¢i pikovi koji se na spektru uzorka nanocestica
uoavaju na 1455 cm™ i 864 cm™ odgovaraju dvostrukim C=C i C-H vezama
aromati¢nog prstena ketoprofena, respektivno (Slika 4-7.b). Analizirajuéi literaturne
podatke za FTIR spektar Cistog polimera, valentne vibracije koje poti¢u od C-H veze iz
CHs grupe i C-H veze u lancu polimera uodavaju se na 2994 cm™ i 2943 cm™,
respektivno. Medutim, asimetricne 1 simetricne valentne vibracije C-O-C veza
alifatiénog lanca pomjerene su na 1183 cm™ i 1082 cm™, respektivno (179, 180).
Analiza ovih pikova na FTIR spektru uzorka PDLLA-KET nanocestica, pokazala je da
inkapsulacija ketoprofena nije dovela do promjena njihovih pozicija. Budu¢i da su
pikovi koji originalno pripadaju funkcionalnim grupama i vezama ketoprofena i
polimera uoceni na spektru uzorka nanocestica, moze se zakljuciti da je metoda FTIR
spektroskopije potvrdila kvalitativni sastav uzorka nanocestica, ali 1 postojanje

interakcija izmedu polimera 1 inkapsuliranog lijeka.
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4.1.5. Termalna analiza PDLLA nanodestica

Metodom diferencijalne skenirajué¢e kalorimetrije (DSC) i termogravimetrijske
analize analizirane su termicke karakteristike PDLLA-KET nanocestica. Na Slikama 4-
8.a i 4-8.b prikazane su DSC krive dobijene u eksperimentu u kome je ispitivano
termalno ponasanje PDLLA nanocestica bez lijeka i sa inkapsuliranim lijekom,
respektivno. Kao parametri za poredenje ispitivanih uzoraka uzeti su temperaturni
maksimumi pikova i entalpije endotermnih tranzicija. Na DSC krivoj placebo
nanocestica uocava se endotermni proces na 49°C, koji je karakteristiCan za staklasti
prelaz polimera PDLLA (163). Ovaj jasno izrazeni pik transformisan je u slabi pik na
53°C koji predstavlja temperaturu staklastog prelaza nakon S§to je u PDLLA cestice
inkapsuliran ketoprofen (Slika 4-8.b). Drugi endotermni pik karakteristi¢an za placebo i
PDLLA-KET nanocestice uocava se na temperaturama od 250-370°C 1 predstavlja
rezultat procesa oksidativne degradacije. TGA krive prikazane takode na Slikama 4-8.a
I 4-8.b pokazuju sli¢an trend gubitka mase (eng. total weight loss). Znacajan gubitak
mase placebo nanocestica i Cestica sa inkapsuliranim lijekom pocinje na temperaturama
od oko 300°C 1 313°C, respektivno. Primjenom DSC i TGA tehnika bilo je moguce
ispitati efekat procesa inkapsulacije lijeka na termalne osobine polimera koris¢enog za
dobijanje nanocCesticnih nosaca. Temperatura staklastog prelaza biodegradabilnih
polimera moze biti modifikovana u toku sinteze i procesa dobijanja nanokompozitnih
materijala na bazi polilaktida (181). Prema teoriji slobodnog volumena (eng. free-
volume theory) i studijama koje su radili Quian i sar. promjene temperature
ostakljivanja su rezultat modifikacija u pakovanjima monomera i fenomena kohezionih
zapletenosti lanaca polimera (182, 183). Transformacija oblika pika temperature
staklastog prelaza iz jakog u blagi pik takode je odraz konformacionih promjena
polimernih lanaca i promjena u svojstvima fleksibilnosti-krutosti (184). Veoma malo
povedanje temperature staklastog prelaza od 49 °C do 53 °C ukazuje i na strukturnu
relaksaciju lanaca, koja je nastala kao posljedica dodatka ketoprofena (185). Na osnovu
poredenja TGA krivih sa placebo PDLLA i PDLLA-KET uzoraka i trenda gubitka
mase, moze se zakljuciti da su Cestice sa ketoprofenom termicki blago stabilnije i da
ketoprofen najvjerovatnije doprinosi fizickoj stabilnosti sistema na poviSenim

temperaturama.
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Slika 4-8. Profili DSC i TGA krivih: (a) placebo PDLLA nanocestice, i (b)
PDLLA-KET nanocestice.

4.1.6. Brzina oslobadanja lijeka iz polimernih nanocestica u in vitro
uslovima

In vitro studije brzine oslobadanja ketoprofena inkapsuliranog u PDLLA
nanocestice, imale su za cilj karakterizaciju profila 1 ispitivanje potencijalnog
produzenog oslobadanja ovog lijeka, kao 1 odredivanje mehanizma i kinetike procesa

oslobadanja. Rezultati su pokazali da je u toku prva 4 sata od pocetka eksperimenta,
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doslo do naglog oslobadanja lijeka pri ¢emu je otpusteno 31,04 = 1,82 % lijeka. Dalje
oslobadanje ketoprofena iz PDLLA nanosfera bilo je produzeno i, nakon 7 dana
procenat oslobodenog lijeka dostigao je vrijednost od 60,56 + 1,28 % (Slika 4-9.a).
Poredenjem ovih rezultata sa profilom oslobadanja slobodnog ketoprofena prikazanog
na Slici 4-9.b moze se zakljuciti da je primjenjena metoda inkapsulacije lijeka u
polimerne nanocestice obezbjedila njegovo produzeno oslobadanje. Naime, uocava se
da je u eksperimentu sa slobodnim ketoprofenom, ista koli¢ina od 60% lijeka
oslobodena ve¢ nakon 4 sata od pocetka eksperimenta. Primjeceno naglo oslobadanje
ketoprofena iz uzoraka PDLLA nanocestica na poc¢etku eksperimenta je neocekivano i
ne moze se pripisati prisustvu slobodnog lijeka na povrsini nanoCestica. Naime, u
postupku pripreme svih ispitivanih uzoraka vrSeno je uklanjanje slobodnog lijeka iz
sistema, pa je vjerovatnije objasnjenje naglog otpustanja prisustvo interakcija izmedu
lijeka i PDLLA polimera, kao i prisustvo molekula lijeka u spoljasnjim slojevima
PDLLA nanocestica (186). Sli¢ne rezultate dobili su Corrigan i Li za ketoprofen
inkapsuliran u PLGA nanocestice sa efikasno$¢u od 40% (187). U ovom radu, takode je
prikazan efekat naglog oslobadanja ketoprofena iz PLGA nanocestica veli¢ine 540 nm ,
pri ¢emu je oko 42 % lijeka oslobodeno tokom prva 24 h, dok je, nakon 7 dana,
vrijednost oslobodenog lijeka dostigla 60%. Uopsteno, oslobadanje lijeka iz koloidnih
sistema je kompleksan proces i zavisi od njegove adsorpcije na povr§inu nanocestica,
difuzije kroz polimerni matriks, degradacije polimera, erozije Cestica i kombinacije svih
ovih procesa (186). Stoga je za potpunu karakterizaciju profila oslobadanja lijeka iz
odredenih sistema, neophodna primjena matemati¢kih modela, pomoc¢u kojih je moguce
predvidjeti mehanizam oslobadanja ljekovite supstance. Sa istim ciljem, rezultati
dobijeni u nasem radu dodatno su opisani kineti¢kim modelima u kojima se dovodi u
vezu koli¢ina rastvorene supstance (Q) u funkciji vremena oslobadanja (t), Q = f(t). U tu
svrhu, koristeni su modeli: oslobadanja nultog reda, prvog reda, Hixon—-Crowel model,
Higuchi model i Korsmeyer—Peppas model (151). U Tabeli 4-5 prikazane su vrijednosti
kvadrata koeficijenta korelacije (r%) i konstante brzine oslobadanja (k), dobijene na
osnovu linearne regresije matematickih modela. Ovi parametri su koristeni kao
kriterijum za selekciju modela koji najbolje opisuje mehanizam oslobadanja

ketoprofena iz ispitivanih uzoraka.

107



Rezultati i diskusija Doktorska disertacija, Sonja Vucen

(@)

Ketoprofen (%)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Vrijeme (h)

(b)

Ketoprofen (%)

Vrijeme (h)

(©)

log ketoprofen (%)

1.4 T T 1 Ll
0.4 0.6 0.8 1.0 12

log vrijeme (h)
Slika 4-9. Profil oslobadanja ketoprofena u in vitro uslovima: (a) oslobadanje

ketoprofena iz PDLLA nanocestica, (b) oslobadanje slobodnog lijeka i (C) linearna

regresija rezultata oslobadanja lijeka primjenom Korsmeyer-Peppas modela.
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Najveca vrijednost kvadrata koeficijenta korelacije dobijena je linearnom
regresijom Korsmeyer-Peppas modela (0.9965), pokazuju¢i da se profil oslobadanja
ketoprofena iz PDLLA nanocestica najbolje uklapa u ovaj kineticki model (Slika 4-9.c).
Korsmeyer-Peppas model se generalno primjenjuje za analizu studija oslobadanja iz
farmaceutskih oblika/nosaca na bazi polimera, kada je mehanizam oslobadanja nepoznat
ili kada je zastupljeno vise mehanizama/fenomena oslobadanja lijeka (186). U okviru
svojih istrazivanja, Korsmeyer i1 sar. su koristili eksponent oslobadanja (n) kako bi
okarakterisali razli¢ite mehanizme oslobadanja. Ukoliko je n vrijednost manja ili
jednaka 0,45, mehanizam oslobadanja oznacava se kao Fick-ova difuzija, koja odgovara
Higuchi-jevom modelu. Vise vrijednosti eksponenta oslobadanja (0,45< n< 0,89)
odnose se na tzv. ne-Fick-ov model, kojeg karakteriSe nepravilan transport. Ukoliko su
n vrijednosti vece od 0,89, oslobadanje lijeka prati model nultog reda, $to je u literaturi
oznaceno kao Case-ll transport (151, 188). Vrijednost eksponenta oslobadanja u nasem
radu, iznosila je 0,26, Sto ukazuje da je oslobadanje lijeka iz nerastvornog polimernog

matriksa zasnovano na mehanizmu Fick-ove difuzije (189).

Tabela 4-5. Matematicki modeli i parametri oslobadanja ketoprofena inkapsuliranog u PDLLA

nanocestice.
Model r? Kk
Nulti red 0,8474 Ko=0,1305 (h™)
Prvi red 0,818 Ki =0,0012 (h)
Hixson-Crowell 0,8474 Kuc = - 3,9159 (h*?)
Higuchi 0,9588 Ky = 2,0593 (h™?)
Korsmeyer-Peppas 0,9965 Kkp =0,1587 (h™), n=0,2613

r*- koeficijent korelacije. k - konstanta brzine oslobadanja matemati¢kog modela. n - eksponent
oslobadanja.

U literaturi je opisano da se ljekovita supstanca iz nanosfera u kojima je
uniformno distribuirana, oslobada kombinacijom procesa difuzije i erozije matriksa,
ukoliko su ostvareni sink uslovi (4). U slucaju formulacije koja je razvijena u naSem
radu, uoceno je da se proces difuzije, u periodu trajanja eksperimenta, deSava brze nego
erozija PDLLA matriksa, te predstavlja glavni mehanizam oslobadanja ketoprofena. U

prilog ovim zaklju¢cima su i rezultati dobijeni primjenom Higuchi-jeve jednacine, gdje
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visoka vrijednost kvadrata koeficijenta korelacije takode potvrduje da je oslobadanje
lijeka uglavnom kontrolisano procesom difuzije (Tabela 4-5). U suprotnom, male r?
vrijednosti dobijene za Hixon-Crowell model ukazuju na veoma malu vjerovatnocu
promjene povrsine ili dijametra nanocestica odnosno oslobadanja lijeka rastvaranjem.
Uzimajuéi u obzir sve navedeno, moze se zakljuciti da su izradene PDLLA nanocestice
uspjesno obezbjedile produzeno oslobadanje ketoprofena u in vitro uslovima, koje je

kontrolisano procesom difuzije.
4.2. Formulacija i karakterizacija rastvorljivih mikroigala

4.2.1. Karakterizacija polaznih formulacija za izradu rastvorljivih
mikroigala

Rastvorljive mikroigle se izraduju punjenjem kalupa od polimera, najcesce
polidimetilsiloksana (PDMS) odgovaraju¢im uzorkom/formulacijom. U literaturi su
opisane razli¢ite metode punjenja PDMS kalupa, koje obuhvataju izlivanje otopljenog
materijala/razmekSanog na povisenim temperaturama (121, 190), uz primjenu
centrifugiranja, vakuuma ili kombinacije ova dva procesa (115, 117, 129, 191, 192). Za
proces punjenja kalupa te¢nim uzorkom lijeka, od izuzetne vaznosti je da se prethodno
razmotre fizickohemijske osobine uzorka, poput viskoziteta i povr§inskog napona. Ove
osobine uticu na protok te¢nosti u Supljine kalupa, kvasenje zidova kalupa i uklanjanje
vazduha koji ispunjava unutrasnjost Supljina kalupa. Budu¢i da su Supljine kalupa
mikronskih dimenzija, neophodna je primjena sile (centrifugiranje i/ili vakuum), kako
bi se obezbjedilo njihovo potpuno punjenje tecnom formulacijom i otklanjanje vazduha.
Jedan od glavnih ciljeva ove doktorske disertacije bio je izrada rastvorljivih mikroigala
od polazne formulacije PDLLA-KET nanocCestica, dobijene u okviru prve faze
eksperimentalnog rada. Budu¢i da su razli¢ite metode punjenja kalupa ve¢ opisane u
literaturi, cilj ovog rada bio je da se ispita moguénost primjene tehnike atomizacije,
odnosno punjenja PDMS kalupa rasprSivanjem te¢ne formulacije pod pritiskom, kao
nove metode za izradu rastvorljivih mikroigala. Do sada je ova metoda uspjesno
primjenjena za oblaganje Cvrstih silikonskih mikroigala (118, 193), ali ne i za izradu
rastvorljivih mikroigala za lokalnu ili transdermalnu isporuku lijeka.

PDMS se smatra materijalom izbora kad je u pitanju izrada rastvorljivih

mikroigala zbog niza prednosti, kao Sto su hemijska inertnost, termostabilnost, opticka
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transparentnost, mehanicka izdrzljivost i ne-higroskopnost (106). Ipak, ukoliko se za
izradu mikroigala koriste vodene formulacije, dolazi do pojave velikog medufaznog
napona izmedu tecnosti 1 PDMS kalupa, koji spreava potpuno punjenje mikronskih
Supljina kalupa (194). Kao rezultat nepotpunog punjenja formiraju se mikroigle bez
vrha ili sa tupim vrhom, a moze do¢i i do uklapanja vazduha ili nemoguénosti vadenja
mikroigala iz kalupa (Slika 4-10.) Stoga je odredivanje kontaktnog ugla koji kap
polaznog uzorka/formulacije formira sa povr§inom PDMS kalupa bilo neophodno prije
pristupa izradi rastvorljivih mikroigala. Dobijeni rezultati (Slika 4-11), potvrdili su
veoma slabo kvasenje PDMS kalupa. Srednja vrijednost kontaktnog ugla za vodenu
disperziju PDLLA-KET nanodestica iznosi 94,1 + 2,5° dok je ugao koji formulacija

PVA-KET formira sa povr§inom PDMS kalupa neznatno manji i iznosi 92,6 + 1,6°.

Fine kapljice dobijene Punjenje Supljine kalupa
atomizacijom te¢nosti

PDMS kalup

Nepotpuno punjenje rezultira
mikroiglama bez vrha

Slika 4-10. Shematski prikaz punjenja PDMS modula i uticaja povrsinskih karakteristika i

viskoziteta te¢nih formulacija na ovaj proces.

Na osnovu podataka iz literature i dobijenih rezultata moglo se zakljuditi da je
PDMS hidrofoban materijal i da ¢e njegovo kvasenje polaznim vodenim formulacijama
biti veoma slabo. Medutim, ovakve povrSinske karakteristike PDMS kalupa mogu se
prevazi¢i narusavanjem kohezivnih sila vodenog rastvora putem smicanja koje nastaje u
mlaznici tokom procesa atomizacije. Stoga se, pri planiranju daljih eksperimenata, poslo

od pretpostavke da bi atomizacija te€nosti u kapljice mikronskih veli¢ina mogla smanjiti

111



Rezultati i diskusija Doktorska disertacija, Sonja Vucen

njen povrSinski napon i omoguditi bolje punjenje Supljine kalupa deponovanjem finih
kapljica na njihovu povrsinu (194). Punjenje kalupa na ovaj na¢in omoguéava potpuno
kvaSenje unutrasnjih povrsina kalupa (Slika 4-10), bez primjene centrifuge ili vakuuma,

do sada najcesc¢e upotrebljavanih metoda za izradu rastvorljivih mikroigala.

(a)

& 100-

o [ ]

©

(@)]

>

< 90- .

c

(@]

e

80 ' .
PDLLA-KET PVA-KET

(b) (c)

Slika 4-11. Kontaktni ugao izmedu polaznih formulacija i povr§ine PDMS kalupa: (a) izmjerene
vrijednosti ugla i reprezentativni primjeri slika (b) PDLLA-KET i (c) PVA-KET. Sr. vrijednost
+ SD, n=10. Student T-test, p>0.05.

Viskozitet polaznih formulacija je drugi znacajan parametar pri izradi mikroigala
procesom atomizacije ili rasprSivanja te¢nosti pod pritiskom. Naime, pokazalo se da
veoma viskozne te¢nosti blokiraju mlaznicu i/ili dovode do nepravilnog protoka kroz

sistem za atomizaciju (118). Srednje vrijednosti viskoziteta formulaija PVA-KET i
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PDLLA-KET prikazane su na Slici 4-12. Viskozitet razli¢itih materijala ispitivali su
McGrath i sar. sa ciljem oblaganja silikonskih mikroigala tehnikom rasprSivanja (118).
U ovoj studiji, autori su prikazali vrijednosti viskoziteta nekih polimernih rastvora koje
se smatraju optimalnim za uspje$nu primjenu tehnike atomizacije te¢nosti. Budu¢i da su
vrijedosti viskoziteta disperzije ispitivanih formulacija dobijene u ovom radu bile sli¢ne
vrijedostima viskoziteta drugih polimernih rastvora objavljenih u studiji McGrath i sar.,
zakljuCeno je da se odabrane polazne formulacije mogu upotrijebiti za izradu

rastvorljivih mikroigala odabranom metodom atomizacije tecnosti.

88+
» 86-
© 84-
82-

Viskozitet (mP

6-

- —

PDLLA-KET PVA-KET
Formulacija

Slika 4-12. Vrijednosti viskoziteta polaznih formulacija koristenih za izradu rastvorljivih

mikroigala na temperaturi od 20°C. Sr. vrijednost + SD, n=5.

4.2.2. lzrada rastvorljivih mikroigala procesom atomizacije i rasprSivanja
te¢nosti
Proces rasprsivanja te¢nosti pod pritiskom Siroko se upotrebljava u farmaceutskoj
industriji, prije svega za oblaganje tableta, kapsula, granula (195). Sli¢no, ovaj proces je
uspjeSno  kori8¢en 1 za oblaganje Cvrstih silikonskih  mikroigala slojem
karboksimetilceluloze (CMC) ¢ija je debljina bila svega nekoliko mikrona (118). Na
osnovu ovih rezultata, pretpostavilo se da proces atomizacije moze biti iskoristen i za
punjenje PDMS kalupa, odnosno dobijanje rastvorljivih mikroigala. Na taj nain prvo
su dobijene rastvorljive mikroigle od razli¢itih polimera, ugljenih hidrata i njihovih

kombinacija (194). Uspjesni rezultati ovih polaznih formulacija posluzili su da sljedeci
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korak u primjeni tehnike atomizacije i rasprSivanja tecnosti bude inkorporiranje
ljekovite supstance u rastvorljive mikroigle, €iji je osnovni cilj intradermalna i/ili
transdermalna isporuka lijeka.

Budu¢i da na proces rasprSivanja tecnosti pod pritiskom utice veliki broj
procesnih parametara, za identifikaciju optimalnih uslova koris¢en je Taguchi
eksperimentalni dizajn. Tokom 80-tih godina proslog vijeka, Genichi Taguchi je razvio
metodu za pronalazenje optimalnih uslova proizvodnje za proizvode visokog kvaliteta
bez obzira na variranje procesnih parametara (155). Ovakvi robusni procesi su
neosjetljivi na Sumove i, radi jednostavnosti pristupa, veoma zastupljeni u industriji.
Taguchijev pristup takode omogucava da se identifikuje uticaj pojedinih faktora, odredi
odnos izmedu operativnih uslova i promjenljivih, te kona¢no uspostavi proces na
optimalnom nivou dobijenom na osnovu nekoliko dobro definisanih eksperimentalnih
setova (196).

Cilj ove faze eksperimentalnog rada bio je dobijanje uzoraka rastvorljivih
mikroigala od disperzije PDLLA-KET nanocestica i rastvora PVA koji sadrzi
ketoprofen (PVA-KET), metodom atomizovanog rasprSivanja. Budué¢i da ova metoda
ukljucuje veliki broj procesnih parametara, primjenjena je Taguchi-jeva L9 ortogonalna
matrica kako bi se definisali optimalni eksperimentalni uslovi za dobijanje punog niza
od 144 mikroigle, ostrih vrhova i pravilnog piramidalnog oblika, ¢ije baze se nalaze na
CMC potpornoj membrani povriine 1 cm?® Vrednovanje dobijenih nizova mikroigala
vrSena je na osnovu kriterijjuma detaljno opisanih u poglavlju 3.2.5. Rezultati
vrednovanja morfoloskih karakteristika (fizicki integritet, oblik 1 izgled) svake
pojedinacne mikroigle predstavljeni su numericki, i kretali su se u opsegu od
minimalnih 144 (bez formiranih mikroigala) do maksimalnih 576 bodova (niz sa svih
144 potpuno formiranih pravilnih mikroigala). Eksperimentalni rezultati su potom
transformisani u signal/Sum odnos (eng. signal-to-noise ratio, S/N) i prikazani u Tabeli
4-6. Prema Taguchi metodi eksperimentalnog dizajna, S/N odnos je mjera kvaliteta
karakteristika koje odstupaju od Zeljenih (idealnih) vrijednosti i moze se definisati

sljede¢om jednacinom:
S/N = —10log(M.S.D.) [1]

gdje je M.S.D. srednja kvadratna devijacija odgovora sistema (197).
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Tabela 4-6. Rezultati eksperimenata L9 ortogonalne matrice Taguchi dizajna: srednja vrijednost
DMN 1 niza i odnos signal/Sum (S/N).

RESE)E Pritisak Vrijeme
. izmedu Otvor v . | DMN1
Eksperiment .. | vazduha . rasprsivanja _ SIN

mlaznice i (bar) mlaznice ) (n=3)

kalupa (cm)
1 3 0.25 1 10 499.3 | 33.02
2 3 0.5 3 20 201.7 | 17.56
3 3 1 5 30 269.3 | 24.22
4 5 0.25 3 30 151.7 21.14
5 5 0.5 5 10 254,3 | 20,13
6 5 1 1 20 572,3 47,14
7 7 0.25 5 20 186,7 | 23,47
8 7 0.5 1 30 453,3 | 20,74
9 7 1 3 10 145,3 | 35,98

Generalno, postoje tri kategorije kvaliteta karakteristika u analizi S/N odnosa:
’manje je bolje’, ’vece je bolje’ 1 nominalno je bolje’ (197). U svakom od ova tri
slucaja, ve¢i S/N odnos predstavlja bolje karakteristike kvaliteta, tj. optimalanim
nivoom odredenog procesnog parametra smatra se onaj koji ima vecu vrijednost S/N
odnosa. U analizi na$ih rezultata, primjenjena je kategorija ’vece je bolje’ budu¢i da je
cilj bio da se dobiju nizovi mikroigala vrednovanih sa maksimalnim brojem bodova. U

okviru ove odabrane kategorije M.S.D. se moze izraCunati iz formule:

1N 1
M.S.D.= ;zizlﬁ [2]

gdje je m — broj testova, Ti — vrijednost odgovora i-tog testa (197).

Budu¢i da je eksperimentalni dizajn ortogonalan, moguce je odvojiti efekte
svakog ispitivanog faktora na razli¢itim nivoima. Na primjer, srednja vrijednost S/N
odnosa za faktor A (rastojanje izmedu mlaznice i PDMS kalupa) na nivoima 1, 2 1 3
izraCunata je iz vrijednosti S/N odnosa eksperimenata 1-3, 4-6 i 7-9, respektivno. Na isti
nacin odredena je i srednja vrijednost S/N odnosa drugih faktora, i rezultati su prikazani
u Tabeli 4-7. U istoj tabeli prikazana je i ukupna srednja vrijednost svih 9
eksperimenata. Iz ove tabele se moze vidjeti da medu ispitivanim faktorima otvor
mlaznice ima najveci, a rastojanje izmedu PDMS kalupa 1 mlaznice najmanji uticaj na

odgovor sistema. Rezultati su prikazani i graficki na Slici 4-13.a.
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Tabela 4-7. Odnos signal/Sum (S/N) za promjenljive parametre u izradi nizova rastvorljivih

mikroigala.
) Srednja vrijednost S/N
Simbol Parametar
Nivo 1 Nivo 2 Nivo 3 A (max-min)
A Rastojanje izmedu |, 295 26.7 45
mlaznice i kalupa
B Pritisak vazduha 25.9 19.5 35.8 9.9
C Otvor mlaznice 33.6 24.9 22,6 11.0
D Vrijeme raspriivanja 29.7 29.4 22,0 7.7

Ukupna srednja vrijednost S/N odnosa = 24,04.

Iz jednacina [1] i [2] moZe se zakljuiti da Sto je ve¢i S/N odnos, manja je
variansa (promjenljivost) odgovora oko zeljenih (maksimalnih) vrijednosti. Medutim,
iako su glavni uticaji faktora odredeni primjenom Taguchi dizajna, potrebno je ispitati i
znacaj tih uticaja, primjenom jedne od statistiCkih analiza. Najc¢eS¢e upotrebljavan
statistiCki test je analiza varijanse (ANOVA), koji u okviru multiple regresije
omogucava ispitivanje odnosa jedne zavisno-promjenljive i jedne ili viSe nezavisno-
promjenljivih koriste¢i metodu najmanjih kvadrata (198). Stepen uticaja faktora pri
uklapanju modela u eksperimentalne podatke ispituje se primjenom vrlo pouzdanog F
testa ili Fisherovog odnosa varijanse. Rezultati ANOVA testa dobijeni za faktor C
(otvor mlaznice) je jedini pokazao statisticki znacajne vrijednosti F odnosa. Ovi
rezulultati dobijeni su primjenom DOE++ (ReliaSoft) softvera za odredivanje i analizu
znacajnih faktora procesa u dizajniranju i optimizaciji eksperimenata. Softverska analiza
podataka je potvrdila tacnost rezultata dobijenih matemati¢kim putem preko S/N
odnosa, tj znacajnost faktora C, dok se uticaj ostalih faktora nije pokazao statisticki
znacajanim (Slika 4-14).

Na osnovu izra¢unavanja S/N odnosa (Slika 4-13.a) i ANOVA analize (Slika
4-13.b), moze se zakljuciti da su optimalni parametri za dobijanje niza od 144 mikroigle
pravilnog, piramidalnog oblika 1 oStrih vrhova: rastojanje izmedu mlaznice 1 kalupa —
nivo 2 (5 cm), pritisak vazduha — nivo 3 (1 bar), otvor mlaznice — nivo 1 (1) i vrijeme

rasprsivanja — nivo 2 (20 s).
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Slika 4-13. Graficki prikaz efekata promjenljivih parametara sistema dobijenih analizom:
(a) odnosa signal/Sum (S/N) i (b) ANOVA testa. (A-rastojanje, B-pritisak,C-otvor, D-

vrijeme).
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Slika 4-14. Primjena DOE++ softverskog paketa za analizu znaCajnosti faktora: (a)

grafik vjerovatnoc¢e normalne raspodjele, i (b) Pareto dijagram.

Doktorska disertacija, Sonja Vucen
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Rezultati dobijeni u ovoj fazi eksperimenatalnog rada su pokazali da
mikrokapljice proizvedene atomizacijom obezbjeduju bolje kvasenje unutrasnjih zidova

samog dna Supljine kalupa, Sto je rezultiralo mikroiglama oStrih vrhova i pravilne

piramidalne strukture (Slika 4-15).

Slika 4-15. Primjer mikrografija rastvorljivih mikroigala izradenih od: (a) rastvora PVA Kkoji

sadrzi ketoprofen i (b) disperzije PDLLA-KET nanodestica.

Ovakav izgled mikroigala je vazan sa aspekta uspjesne penetracije, buduci da je
potvrdeno da primjena oStrijih mikroigala rezultira mnogo uspjeSnijom isporukom lijeka

u poredenju sa mikroiglama ravnih ivica i vrha (125). Osim toga, primjenjena metoda
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izrade rastvorljivih mikroigala moze se upotrijebiti za izradu rastvorljivih mikroigala od
razli¢itog materijala. Takode, pokazano je da se, u zavisnosti od broja koraka u procesu
izrade, mogu dizajnirati homogene ili slojevite strukture mikroigala, §to moze donijeti
znaCajan napredak na polju kontrolisanog oslobadanja i/ili primjene kombinovane
terapije.

Na Slici 4-16 prikazane su mikroigle dobijene od disperzije PDLLA-KET
nanocestica nakon jednog, dva ili serije od Cetiri rasprSivanja. Punjenje PDMS kalupa sa
vise slojeva rezultiralo je mikroiglama pravilnijeg oblika i uniformnijeg sadrzaja. Nakon
serije od Cetiri rasprSivanja, cijela Supljina kalupa bila je ispunjena polaznim
materijalom, bez uklopljenog vazduha koji se moze uociti na Slikama 4-16.a 1 4-16.b.
Sli¢na zapaZanja prikazana su i u radu McGrath 1 sar. koji su ispitivali moguénost
slojevitog punjenja PDMS kalupa za dobijanje rastvorljivih mikroigala od trehaloze
(194). Uspjesni rezultati ovog procesa pokazani su dodatkom fluorescentnih sfera u
rastvor trehaloze koji je koris¢en za rasprsivanje tokom prvog i tre¢eg koraka u izradi,
dok je za drugi korak rasprSivanja koriS¢en rastvor trehaloze bez fluorescentnih sfera.
Dobijene mikroigle prikazane su na Slici 4-17.a, gdje se jasno uocava visok intenzitet
fluorescencije u vrhu i bazi mikroigle, te izostanak fluorescencije intermedijarnog sloja.
Ovim su McGrath i sar. dokazali uspjesnost postupka slojevitog punjenja PDMS kalupa
metodom atomizacije tecnosti. U istom radu, osim horizontalno slojevitih mikroigala,
prikazana je 1 mogucnost dobijanja vertikalnih slojeva rastvorljivih mikroigala (Slici 4-
17.b) (194). Ovaj postupak moguce je ostvariti oblaganjem ¢vrstih mikroigala, ali se
smatra jedinstvenim kada je u pitanju izrada rastvorljivih mikroigala. Osim toga, ovakav
dizajn nije moguce posti¢i nijjednom drugom tehnikom izrade rastvorljivih mikroigala,

do sada opisanom u literaturi.
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(@)

(b)

(©

Slika 4-16. Rastvorljive mikroigle izradene od disperzije PDLLA-KET nanocestica

primjenom serije od: (a) jednog, (b) dva, i (c) Getiri rasprsivanja.
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(a)
(b)

Slika 4-17. Rastvorljive mikroigle izradene od trehaloze sa dodatkom fluorescentnih sfera: (a)

horizontalni, i (b) vertikalni slojevi. (194)

Iako rastvorljive mikroigle predstavljaju savremeni pristup za uspjesniju isporuku
lijeka u/kroz kozu, da bi dostigle svoj potpuni potencijal i primjenu u terapiji,
neophodno je da se razviju metode njihovog dobijanja koje ¢e biti efikasne 1 robusne za
prenos proizvodnje sa laboratorijskog na industrijski nivo (eng. scale-up). Osim toga,
metoda proizvodnje takode mora da obezbijedi dobijanje mehanicki Cvrstih 1
uniformnih mikroigala ¢ija ¢e penetracija u tatno odredene slojeve koZe biti dosljedna i
ponovljiva. U ovom radu istraena je moguénost tehnologije rasprSivanja za
proizvodnju homogenih rastvorljivih mikroigala sa ketoprofenom inkapsuliranim u
polimerne nanocestice. Kao §to je ve¢ spomenuto na pocetku ovog poglavlja, proces
atomizacije tecnosti pruza niz prednosti u odnosu na druge metode punjenja PDMS

kalupa opisane u literaturi do danas. Prije svega, ne zahtjeva primjenu toplote, odnosno
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topljenja materijala kako bi se izvr$ilo punjenje kalupa (115, 121, 192). Potom, moguca
je primjena rastvora nize koncentracije za punjenje kalupa, Sto nije slucaj sa drugim
metodama opisanim u literaturi (115, 121). Pomenute prednosti ¢ine ovaj proces
pogodnijim za izradu rastvorljivin mikroigala sa lijekovima osjetljivim na
promjenutemperaturu, viskozitet ili koncentraciju (npr. vakcine). Posebno znacajna
prednost predstavljenog procesa izrade rastvorljivin mikroigala ogleda se u mogucnosti
dizajniranja lamelarnih (slojevitin) mikroigala, S$to pruza veliki potencijal za
kontrolisanu isporuku lijekova. Osim toga, rasprSivanje u nekoliko koraka rezultiralo je
dobijanjem mikroigala guste, sabijene strukture, bez prisutnih Supljina, $to dalje uti¢e na
mehanicke osobine mikroigala, njihovu stabilnost i sposobnost penetracije. Dizajniranje
horizontalnih slojeva moze da se upotrijebi i za dobijanje rastvorljivih mikroigala ¢iji su
vrhovi izradeni od ¢vrstih materijala, Sto je posebno znacajno kada se kao materijal za
izradu mikroigala upotrebljavaju ugljeni hidrati. Naime ove mikroigle ¢esto imaju
okrugle, vrhove, nedovoljno jake da penetriraju u kozu, a vrlo su osjetljive na vlaznost i
temperaturu (116, 191). Stoga se upravo horizontalnim slojevima moze postici
dobijanje mikroigala oStrih vrhova, izradenih od ¢vrstog materijala koji ¢e uspjesno
penetrirati  kroz kozu. Alternativno, primjenom slojevitog dizajna moguée je
pozicionirati Zeljeni materijal u okviru mikroigle i na taj nacin uticati na ciljano mjesto
oslobadanja (epidermis ili dermis). Rastvorljive mikroigle dobijene u okviru ove faze
eksperimentalnog rada su bile oStrih vrhova, 1 u potpunosti su predstavljale repliku
glavnog silikonskog kalupa, upotrebljenog za izradu PDMS kalupa. Ovo je rezultat
generisanja finih kapljica tokom postupka atomizacije 1 rasprSivanja polaznih
formulacija. Zahvaljuju¢i svojim dimenzijama, ove fine kapljice su mogle da pristupe 1
obloZe uske dimenzije u samom vrhu mikronskih Supljina PDMS kalupa i na taj nacin
obezbjede potpuno kvasenje kalupa i dobijanje mikroigala o$trih vrhova. Za razliku od
drugih metoda, poput centrifugiranja i primjene vakuuma, tehnika atomizacije te¢nosti
omogucava istovremeno kvasenje i1 punjenje Supljina kalupa u jednom koraku, Sto
predstavlja veliku ustedu energije i vremena, posebno u industrijskim uslovima
proizvodnje. Punjenje kalupa u viSe slojeva sa primjenom procesa susenja u toku 30
minuta, prikazano u ovom radu, ne dovodi do znatnog povecanja vremena i energije,
istovremeno pruzajuci velike mogucénosti izrade mikroigala razli¢itog dizajna. Jedini

nedostatak predstavljenog procesa ogleda se u relativno velikim gubicima polaznog
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materijala. Naime, za punjenje kalupa koji imaju veoma male zapremine Supljina, troSe
se mnogo vece zapremine polaznih te¢nih formulacija. Pored toga, proces susenja u
toku izrade rastvorljivih mikroigala sa aktivnim supstancama osjetljivim na temperaturu
1 vlaznost (proteini, vakcine) bi morao biti optimizovan i sprovoden u kontrolisanim
uslovima. lako je odabrano da vrijeme susenja izmedu dva rasprSivanja u ovom radu
bude 30 minuta, pretpostavlja se da se kapljice polaznih formulacija suSe mnogo brze
budu¢i da je deponovani sloj cijelom svojom povrSinom izlozen vazduhu. To nije slucaj
ukoliko se Supljina PDMS kalupa puni u jednom koraku, jer je onda samo povrsSina baze
mikroigle direktno izloZzena vazduhu. Proces suSenja se ovdje odvija difuzijum vlage iz
vrha Supljine kalupe do njegove povrSine, Sto smanjuje brzinu gubitka vode iz kalupa.
Obzirom da je aparatura i sama tehnologija atomizacije i raspr$ivanja te¢nosti vec
zastupljena u farmaceutskoj industriji, prenos proizvodnje rastvorljivin mikroigala
ovom metodom sa laboratorijskog na industrijski nivo ne bi predstavljao veliki izazov, u
poredenju sa drugim metodama opisanim u literaturi. U slucaju kada fizickohemijske
osobine polaznih formulacija ne rezultiraju mikroiglama zadovoljavajuc¢eg kvaliteta,
veoma jednostavno je moguce izvrSiti njihovu modifikaciju dodatkom ekscipijenasa
kako bi se poboljsalo punjenje Supljina kalupa. Ovakav pristup prikazan je u radu
McGrath i sar. kada su primjenom rastvora CMC, niskog viskoziteta dobijene
rastvorljive mikroigle nepravilnih oblika i iskrivljenih vrhova. Dodatkom 0.1%
glicerola, poboljsane su osobine koloidnog rastvora CMC i dobijen je niz pravilnih i
o$trih mikroigala (194). Takode, ova tehnika pruza moguénost oblaganja unutrasnjih
povrsina Supljina kalupa, ostavljajuci rasprSeni materijal u finom tankom sloju, ¢ime se
mogu mijenjati povrSinske karakteristike samog kalupa, prije punjenja polaznom
formulacijom. Ovakav pristup dobijanja rastvorljivih mikroigala koje su obloZene
tankim filmom, mozZe biti upotrebljen za stabilizaciju mikroigala 1 sprecavanje njihove
dezintegracije pod uticajem temperature, vlaznosti vazduha ili drugih uticaja sredine, §to
je ve¢ uoceno od strane Donnelly i sar. za mikroigle izradene od ugljenih hidrata (191).
I konacno, najveci potencijal ove metode jeste ve¢ spomenuta moguénost kontrolisanog
otpustanje ljekovite supstance dizajniranjem mikroigala sa horizontalnim slojevima.
Primjenom razliCitih materijala na ovaj nacin moguce je izraditi mikroigle ¢iji vrh (prvi
sloj) nakon primjene trenutno oslobada lijek, dok osnova (drugi sloj) mikroigle dovodi

do produzenog oslobadanja. U nasem radu, cilj izrade mikroigala slojevite strukture bio
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je dobijanje zadovoljavaju¢ih mehanickih osobina mikroigala, koje ¢e obezbjediti

uspjesnu penetraciju i isporuku ketoprofena u kozu.
4.2.3. Karakterizacija rastvorljivih mikroigala

Nizovi rastvorljivih mikroigala sa PDLLA-KET nanocesticama i slobodnim
ketoprofenom inkorporiranim u PVA matriks, dobijeni u okviru druge faze
eksperimentalnog rada, koriSteni su za analizu morfoloskih i mehanickih karakteristika
mikroigala, kao i za ispitivanje ujednaCenosti sadrzaja ljekovite supstance. Procjena
fizickog integriteta, oblika i1 izgleda dobijenih mikroigala uradena je koriS¢enjem
svjetlosnog mikroskopa sa ugradenom digitalnom kamerom, a na osnovu kriterijuma
koji su prethodno utvrdeni i opisani u poglavlju 3.2.5. Donje granice prihvatljivosti za
uzorke rastvorljivih mikroigala, odredene su na osnovu farmakopejskih zahtjeva za
ujednacenost sadrzaja ljekovite supstance u transdermalnim flasterima (145). Stoga su u
daljim eksperimentima bili koriSteni samo uzorci koji su sadrzavali vise od 90%
mikroigala vrednovanih sa 4, tj. uzorci koji su vrednovani sa vise od 520 (donja granica
prihvatljivosti) od maksimalnih 576 bodova, $to je predstavljalo niz sa svih 144 potpuno
formiranih mikroigala, pravilnog piramidalnog oblika 1 oStrog vrha. Na Slici 4-18.
prikazani su reprezentativni primjeri mikroigala na osnovu kojih je postavljen sistem za
vrednovanje  morfoloskih  karakteristika izradenih  rastvorljivih  mikroigala.

Atomizacijom i rasprSivanjem te¢nih polaznih formulacija (PDLLA-KET i PVA-
KET) dobijeni su nizovi rastvorljivih mikroigala gustine 144 mikroigle/cm? (12x12),
koji su koristeni u svim daljim eksperimentima ovog rada. Vizuelna procjena izgleda i
morfoloskih karakteristika dobijenih mikroigala prikazana je graficki na Slici 4-19. Svi
nizovi su bili u granicama prihvatljivosti, sa srednjom vrijednos¢u dodijeljene ocjene od
570,9 £ 5,51 569,7 + 6,4 za formulacije DMN 1 (PDLLA-KET) i DMN 2 (PVA-KET),

respektivno.
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Vrijednost 1:

prisustvo samo baze mikroigle i/ili

izostanak formiranja mikroigle

Vrijednost 2:
nepotpuno formirana mikroigla,
bez vrha

Vrijednost 3:
potpuno formirana mikroigla

nepravilnog oblika i/ili tupog vrha

Vrijednost 4:
potpuno formirana mikroigla pravilnog

piramidalnog oblika i1 o$trog vrha

Slika 4-18. Kriterijumi sa primjerom za evaluaciju morfoloskih karakteristika rastvorljivih

mikroigala.
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Slika 4-19. Rezultati procjene izgleda i morfoloskih karakteristika rastvorljivih mikroigala

koristenih u okviru eksperimentalnog rada. Sr. vrijednost + SD, n=80.

Dimenzije izradenih mikroigala odredene su mjerenjem visine mikroigle 1 Sirine
njene baze, te izraCunavanjem odnosa ove dvije veli¢ine (eng. aspect ratio). Dobijeni
rezultati su prikazani u Tabeli 4-8 i poredeni sa teorijskim vrijednostima istih
parametara PDMS kalupa koriS¢enog za izradu mikroigala. Srednja vrijednost visine,
mjerena na uzorku od 10 mikroigala, iznosila je 279,81 + 16,93 um i 270,74 + 11,28
pum za uzorke DMN 1 1 DMN 2, respektivno. Na istim mikroiglama izmerena Sirina
baze bila je 205,50 + 8,10 pm za DMN 11 203,54 + 9,95 um za DMN 2 (Slika 4-20).
Uocava se da su visina i pre¢nik baze, dobijenih rastvorljivih mikroigala, u skladu sa
istim parametrima Supljine kalupa, i da nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu
stvarnih 1 teorijskih vrijednosti. Takode, srednje vrijednosti dimenzija mikroigala DMN
1 i DMN 2 su se pokazale gotovo identi¢nim, §to je bilo i o¢ekivano, obzirom da su i
vrijednosti kontaktnog ugla i viskoziteta polaznih formulacija bile sli¢ne. Ovakvi
rezultati takode ukazuju da su primjenjeni optimalni parametri u procesu izrade, i
pokazatelj su ponovljivosti i robusnosti metode atomizacije i rasprSivanja te¢nosti, pod
datim uslovima. U Tabeli 4-8 prikazane su i prosjeéne vrijednosti rastojanja izmedu
vrhova i1 baza mikroigala u nizu. Smatra se da rastojanje izmedu mikroigala u nizu utice
na dubinu njihove penetracije. Naime, ako se individualne mikroigle u nizu nalaze na
malom rastojanju, pritisak upotrebljen za njihovu aplikaciju se rasporeduje na veliki

broj mikroigala i postaje nedovoljan za uspje$nu penetraciju u kozu (119). U poredenju
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sa teorijskim vrijednostima, srednja vrijednost precnika baze izradenih mikroigala bila
je veéa, dok je visina mikroigala bila manja od teorijske vrijednosti. Razlog neznatno
ve¢ih rezultata u Sirini baze je prisustvo CMC potporne membrane, koja je u
poslednjem koraku izrade aplikovana na niz rastvorljivin mikroigala. Rezultati
preliminarnih eksperimenata su pokazali da je primjena potporne membrane bila
neophodna kako bi se omoguéilo vadenje mikroigala iz kalupa i dobili puni nizovi od
144 mikroigle. Budu¢i da se formulacija za dobijanje potporne membrane nanosila u
poslednjem koraku izrade, radi ostvarivanja neophodnog kontakta sa ve¢ formiranim
mikroiglama, baze mikroigala su bile vece od precnika Supljine PDMS kalupa.
Zanemarljivo manje visine izradenih mikroigala posljedica su kontrakcije zapremine
materijala nakon procesa susenja. Ipak, neslaganja sa teorijskim vrijednostima nisu bila
statisticki znacajna (Student T-test, p>0,05), niti su uticala na vrijednosti odnosa visine i
Sirine dobijenih mikroigala (eng. aspect ratio) koje iznose 1,36 + 0,08 i 1,33 + 0,07, za
DMN 1 i DMN 2, respektivno (Tabela 4-8). Kao $to je ve¢ detaljno objasnjeno u
poglavlju 1.3.3, ovaj parametar utice na mehanicke osobine rastvorljivih mikroigala i od
izuzetne je vaznosti za njihovu uspjesnu penetraciju u kozu. Pored odnosa visine i Sirine
mikrogle i ostali parametri geometrije mikroigala uticu na uspje$nost penetracije odn.
stepen elasticnosti koze. Elasticne osobine koze su jedan od glavnih razloga neuspjesne
penetracije mikroigala. Budu¢i da je, usljed manjeg Young-ov modula, matriks
polimernih mikroigala slabiji u poredenju sa npr. metalnim mikroiglama, geometrija
rastvorljivih mikroigala mora da obezbjedi dovoljnu mehanic¢ku Evrstocu, Sto rezultira
Sirokim mikroiglama, sa malom vrijednoS¢u odnosa visine 1 Sirine baze mikroigle, koje
teSko penetriraju u kozu. Park i sar. su u svojim eksperimentima pokazali da je sila
lomljenja polimernih mikroigala direktno proporcionalna Young-ovom modulu
materijala i preéniku baze mikroigle, a obrnuto proporcionalna njenoj duzini (115).
Ovim je potvrdeno da izbor materijala za izradu mikroigala predstavlja znacajan faktor
za mehani¢ku jac¢inu mikroigala. S druge strane, ukoliko je odnos visine i baze
mikroigle preveliki, moze lako do¢i do lomljenja mikroigle u toku primjene (106). U
ovom nezeljenom slucaju je, osim neuspjeSne isporuke lijeka, narusena i1 bezbjednost
primjene. Smatra se da odnos visine 1 Sirine mikroigle iznad 1,3 obezbjeduje uspjesnu
penetraciju i isporuku lijeka u kozu (199). Stoga se vrijednosti ovog parametra za

mikroigle izradene od rastvora PVA koji sadrzi ketoprofen i disperzije PDLLA-KET
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nanocCestica smatraju zadovoljavaju¢im za primjenu na uzorcima koze i isporuku
ketoprofena, §to ¢e pokazati i rezultati poslednje faze eksperimentalnog rada. Duzina
mikroigala je vazna i sa aspekta isporuke ljekovite supstance u ciljane slojeve koze.
Smatra se da mikroigle duZina do 200 pm mogu uspje$no dostaviti ljekovitu supstancu
u vijabilni epidermis, dok se za penetraciju u dermis preporucuje primjena mikroigala
duzih od 200 pm (119).

Slika 4-20. Primjer mjerenja dimenzija rastvorljivih mikroigala primjenom ImageJ softverskog

paketa.

Tabela 4-8. Fizicke karakteristike PDMS kalupa i mikroigala izradenih od disperzije PDLLA-
KET nanocestica (DMN 1) i rastvora PV A koji sadrzi ketoprofen (DMN 2).

Parametar DMN 1 DMN 2 PDMS kalup
(PDLLA-KET) (PVA-KET) (Teorijske vrijednosti)
Visina (um) 279,81+16,93 270,74+11,28 280
Dijametar baze (um) 205,50+8,10 203,54+9,95 200
Medurastojanje | 701 50.98 60 | 787,80:25,21 800
baza (um)

Medurastojanje 1011,89+98,88 990,11+74,35 -
vrhova (um)

Odnos visine i
Sirine baze

1,36+0,08 1,33+0,07 -

Sr. vrijednost = SD, n=10.

Mehanicke osobine mikroigala su drugi vazan parametar koji uti¢e na uspjesnost
penetracije mikroigala, a time i naefikasnu isporuku lijeka u ciljna tkiva. Sposobnost

mikroigle da podnese silu prilitiska prilikom aplikacije na kozu, zavisi upravo od njene
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mehanicke ¢vrstine, koja je odredena metodom izrade, Cvrstinom materijala
upotrebljenog za izradu i1 dimenzijama mikroigle. Najkriti¢niji korak u izradi
mikroigala, od kojeg zavise mehanicke osobine mikroigala je suSenje. Neadekvatno
susenje moze dovesti do deformacije polimernog matriksa ili degradacije materijala
usljed neadekvatnih temperatura ili vremena suSenja. Uticaj metode izrade i
upotrebljenog materijala na mehanicke karakteristike mikroigala objavio je 1 Park, koji
je izradu polimernih mikroigala bazirao na metodi punjenja kalupa mikro¢esticama
prethodno izradenim od razli¢itih materijala (116). Potom je povezivanje mikrostruktura
u kalupu vrsio topljenjem ili primjenom ultrazvuc¢ne energije, i u poslednjem koraku
primjenom vakuuma na temperaturi od 140°C. Medutim, dobijene mikroigle imale su
poroznu strukturu koja je bila razlog njihove smanjene mehanicke ¢vrstine, 1 neuspjesne
penetracije u kozu ¢ovjeka ex vivo.

Ispitivanje mehanickih osobina uzoraka DMN 1 i DMN 2 vrsena je pomocu
digitalnog mjeraca sile potrebne da dovede do smanjenja visine polimernih mikroigala
odnosno njihovog loma. Mjerenja su vrSena u triplikatu za svaku formulaciju, pri ¢emu
je visina 5 mikroigala svakog od tri niza mjerena prije i poslije primjene aksijalnog
optere¢enja odnosno sile na nizove mikroigala, koja je iznosila je 2 N/em?, 4 N/cm?i 8

N/cm?.

N
o

N w
< e

Redukcija visine (%)
H
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o
1

PDLLA-KET PVA-KET

Slika 4-21. Uticaj sile kompresije (pritiska) u iznosu od 8 N/cm? na fizicke dimenzije
rastvorljivih mikroigala izradenih od disperzije PDLLA-KET nanocestica i rastvora PVA koji
sadrzi ketoprofen (PVA-KET). Sr. vrijednost + SD, n=15. ANOVA post hoc Tukey test, **

p<0,01.
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Dobijeni rezultati pokazali su rigidnu i nefleksibilnu strukturu mikroigala obe
formulacije (Slika 4-21). Zanimljivo je da su mikroigle izradene od PDLLA-KET
nanocestica pokazale najve¢u sposobnost otpora kompresiji. Kod ove formulacije,
redukcija u visini mikroigala zabiljezena je tek nakon primjene pritiska od 8 N/em? i
iznosila je svega 17,16 + 1,72 %. Ovakav rezultat nije u skladu sa podacima iz
literature. U ve¢ spomenutoj studiji Park i saradnika, koji su analizirali mikroigle
izradene od polimernih mikrocestica, dobijena je porozna struktura mikroigala koja je
bila uzrok njihovih losih mehanic¢kih osobina i neuspjesne penetracije u kozu (116).
Medutim, klju¢na razlika koja je dovela do ovako oprecnih rezultata jeste metoda
izrade. Primjena dizajna horizontalnih slojeva u izradi mikroigala u nasem radu,
omogucila je dobijanje uniformne strukture mikroigala sa ve¢om gustinom materijala, a
samim tim i ve¢om mehanickom ¢vrstinom. Mikroigle izradene od rastvora PVA-KET,
su takode imale zadovoljavaju¢e mehanicke osobine. Redukcija visine mikroigala u
ovim uzorcima, nakon primjene pritiska od 8 N/cm? iznosila je 20,27 + 3,00 %, i
statistiCka analiza je pokazala da se ova vrijednost znacajno razlikuje od formulacije
DMN 1 (ANOVA, p<0,01). Reprezentativne slike mikroigala prije i nakon
eksperimenta prikazane su na Slici 4-22. Mikroskopska inspekcija izgleda mikroigala
nakon izvodenja eksperimenta, pokazala je da kompresija mikroigala pocinje od vrha

mikroigle ka njenoj bazi, 1 da ni u jednom uzorku nije primje¢eno naprsnuce baze

mikroigala.

Slika 4-22. Redukcija visine rastvorljivih mikroigala prije i poslije primjene sile kompresije od
8 N/cm?.

131



Rezultati i diskusija Doktorska disertacija, Sonja Vucen

Jacina pritiska na svaku individualnu mikroiglu zavisi od broja mikroigala po
jedinici povrSine potporne membrane (gustina niza), odnosno od medusobnog rastojanja
mikroigala u nizu. Prethodno je ve¢ diskutovano da, ako se individualne mikroigle u
nizu nalaze na malom rastojanju, pritisak upotrebljen za njihovu aplikaciju se
rasporeduje na veliki broj mikroigala i postaje nedovoljan za uspjesnu penetraciju u
kozu (119). Smatra se da sila potrebna za penetraciju niza mikroigala povrsine 1 cm? u
kozu iznosi od 0.1 — 3 N, u zavisnosti od dizajna i geometrije mikroigala. Brojne studije
su pokazale da su ove vrijednosti dovoljne za manuelnu aplikaciju (109, 119, 127), a
rezultati nasih eksperimenata su pokazali da primjena ovih vrijednosti sila ne dovodi do

smanjenja visine ili lomljenja rastvorljivih mikroigala izradenih u ovom radu.
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Slika 4-23. Sadrzaj ketoprofena u rastvorljivim mikroiglama izradenim od disperzije PDLLA-
KET nanodestica i rastvora PVA koji sadrzi ketoprofen (PVA-KET). Sr. vrijednost + SD,
n=10.

Nakon ispitivanja fizickih osobina, analiziran je sadrzaj ketoprofena
inkapsuliranog u rastvorljive mikroigle u obliku slobodnog lijeka ili polimernih
nanocestica. Ispitivanje ujednacenosti sadrzaja zasniva se na odredivanju sadrzaja
ljekovite supstance u odredenom broju uzoraka, kako bi se ustanovilo da li je
pojedina¢ni sadrzaj unutar postavljenih granica u odnosu na prosjecni sadrzaj uzorka.
Jednodozni preparat rastvorljivih mikroigala izradenih u ovom radu predstavljao je niz
od 144 mikroigle na 1 cm? potporne membrane. Deset uzoraka pojedinaénih preparata

mikroigala svake od ispitivanih formulacija, prvo su rastvoreni prema protokolu koji je
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detaljno prikazan u poglavlju 3.2.5, a potom je sadrzaj ketoprofena odreden pomocu
HPLC metode. Prethodno je uradena optimizacija protokola kako bi se potvrdilo
potpuno rastvaranje mikroigala i obezbjedila vjerodostojnost dobijenih rezultata.
Sadrzaj ketoprofena u mikroiglama izradenim od PDLLA-KET nanocestica (DMN 1)
varirao je u rasponu od 15,99 — 25,91 pg, dok je u mikroiglama sa slobodnim lijekom
(DMN 2) sadrzaj ketoprofena bio od 20,25 — 33,07 ug (Slika 4-23). Prosjecne
vrijednosti sadrzaja ketoprofena za deset ispitivanih uzoraka iznosile su 20,79 + 3,80 pg
1 26,94 £ 4,17 ug za DMN 1 i DMN 2, respektivno. Dobijeni rezultati ukazuju na dobru
ujednacenost sadrzaja izradenih formulacija mikroigala, koja je u skladu sa
farmakopejskoim zahtjevima za transdermalne flastere prema kojim se sadrzaj
ketoprofena u svakom pojedina¢nom uzorku nalazi u granicama od 75% do 125% (test
C) (145).

4.3. Studije stabilnosti

Ispitivanje stabilnosti predstavlja veoma vazan i nezaobilazan korak u fazi razvoja
formulacije 1 farmaceutskog oblika budu¢i da svi farmaceutski preparati podlijezu
fizickim, hemijskim i1 mikrobioloskim promjenama tokom skladiStenja i Cuvanja.
Studije stabilnosti zahtjevaju sistemati¢an i detaljan pristup, kako bi se procijenili svi
aspekti koji uticu na stabilnost lijekova i farmaceutskih preparata, uopste. Hemijska i
fizicka degradacija ljekovitih supstanci moZze promijeniti njihov farmakoloski efekat Sto
ima za posljedicu promjenu terapijske efikasnosti i pojave toksi¢nih proizvoda. Budu¢i
da se primjena lijekova u terapiji zasniva na njihovoj efikasnosti i bezbjednosti,
neophodno je da se osigura njihova stabilnost i kvalitet do momenta upotrebe i
odredenog roka trajanja, pod razli¢itim uslovima koji se utvrduju u fazi razvoja
proizvoda, imajuci u vidu uslove kojima proizvod moze biti izloZzen tokom proizvodnje,
skladistenja, transporta i Cuvanja. Stoga je razumjevanje faktora koji mijenjaju
stabilnost lijeka 1 ljekovitog proizvoda, kao i identifikovanje nacina koji ¢e osigurati

stabilnost proizvoda od kljuéne vaznosti (200).

4.3.1. Stabilnost polimernih nanocestica sa inkapsuliranim ketoprofenom
Nanocestice se, zbog svoje koloidne prirode, smatraju veoma stabilnim sistemima
(201). Ipak, na stabilnost dispergovanih nanocestica uti¢e veliki broj fizi¢kih i hemijskih

faktora kao Sto su sastav, veli¢ina Cestica, uslovi sredine i koncentracija nanocestica u
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disperzionom medijumu, kao i viskozitet nastalih disperzija (201). Za procjenu fizicke
stabilnosti disperzija polimernih nanocestica sa inkapsuliranim ketoprofenom (SS-DN),
izradenih u okviru prve faze eksperimentalnog rada i koristenih za izradu rastvorljivih
mikroigala, analizirani su raspodjele veli¢ina Cestica, zeta potencijal i efikasnost
inkapsulacije lijeka. Uzorci su ¢uvani u toku 3 mjeseca pod ekstremnim uslovima
(uslovi ubrzanog starenja) u klima komorama na 40°C + 2°C i relativnoj vlaznosti
vazduha od 75% =+ 5%, kao 1 na temperaturi od 25°C £ 2°C 1 relativnoj vlaznosti
vazduha od 40% + 5%, uobicajeni uslovi dugotrajnog Cuvanja (kontrolna grupa).
Dobijeni rezultati prikazani su graficki na Slikama 4-24, 4-25 i 4-26.

U okviru ispitivanja stabilnosti, vrSen je i vizuelni pregled uzoraka, a rezultati su
pokazali da nije doSlo do promjene organoleptickog izgleda ispitivanih disperzija u toku
cjelokupnog vremena ¢uvanja. Svi uzorci su zadrzali mlije¢no bijelu boju a pojava
sedimentacije odnosno izdvajanja taloga ¢vrste faze disperzije, primjeéena je tek nakon
60 1 90 dana cuvanja, kako kod uzoraka izlozenih ekstremnim uslovima, tako i kod
kontrolnih uzoraka. Medutim, laganim protresanjem bilo je omogucéeno lako
redispergovanje i dobijanje homogenih disperzija nanocestica svih ispitivanih uzoraka,

§to je u skladu sa zahtjevima Ph. Eur. 7.0 (202).
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Slika 4-24. Vrijednosti veli¢ina Cestica i indeksa polidisperznosti uzoraka PDLLA-KET
nanocestica U periodu od 90 dana. Sr. vrijednost + SD, n=3. ANOVA post hoc Tukey test
statisticki znacajne razlike p<0,001: *** u odnosu na dan izrade, u odnosu na uzorke

analizirane nakon 30 dana, *** u odnosu na uzorke analizirane nakon 60 dana, *** izmedu

uzoraka izloZenih razli¢itim uslovima nakon istog vremenskog perioda.
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Promjene u veli¢ini i raspodjeli veli¢ina Cestica ispitivanih uzoraka, kao jednog od
najvaznijih parametara za procjenu stabilnosti, prikazane su na Slici 4-24. Nakon 90
dana zabiljezeno je statistiCki znafajno povecanje veli¢ine nanocestica, U uslovima
ubrzanog starenja (ANOVA, Tukey test, *** p<0,001 nakon 30, 60 i 90 dana).
Medutim, vrijednosti indeksa polidisperznosti (Pdl) ovih uzoraka su istovremeno ostale
nepromjenjene tokom cijelog perioda Cuvanja i iznosile su oko 0,17. Disperzije
kontrolnih uzoraka su bile fizicki stabilne u toku cijelog perioda ¢uvanja, buduci da nije
bilo statisticki znacajnih razlika izmedu uzoraka ispitivanih na dan izrade i nakon 30, 60
1 90 dana cuvanja u ambijentnim uslovima (ANOVA, p>0,05). Zabiljezeno povecanje
veli¢ine Cestica u ovim uzorcima ¢uvanih na ambijentnim uslovima je bilo manje od 1
nm. U prilog ovom zakljucku su i rezultati Pdl ¢ije povecanje sa duzim vremenom
cuvanja uzoraka takode nije bilo staticki znacajno. Anliziranjem dobijenih rezultata
izmedu kontrolnih i uzoraka PDLLA-KET nanocestica ¢uvanih pod ekstremnim
uslovima, a u okviru istog vremenskog intervala, primjecene su statisticki znacajne
razlike za svaki vremenski period uzorkovanja (ANOVA, Tukey test, ***p < 0,001).
Dodatno, ispitivana je i razlika u veliCini Cestica izmedu uzoraka nakon razli¢itog
perioda uzorkovanja, a u okviru istih uslova sredine pod kojim su uzorci ¢uvani, gdje su
se razlike u veli¢ini Cestica pokazale statisticki znac¢ajnim samo kod uzoraka PDLLA-
KET nanocestica ¢uvanih u klima komori na 40°C =+ 2°C i relativnoj vlaznosti vazduha
od 75% + 5% (ANOVA, Tukey test, ***p < 0,001 uzorci nakon 60 i 90 dana u odnosu
na dan 30, i uzorci nakon 60 u poredenju sa uzorcima nakon 90 dana). Ovih razlika nije
bilo kod kontrolnih uzoraka ¢uvanih na 25°C + 2°C i relativnoj vlaznosti vazduha od
40% £ 5%. Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da su disperzije PDLLA-KET
nanocestica bile stabilne u toku 90 dana cuvanja, na ambijentnim i ekstremnim
uslovima sredine. Iako je povecanje veli¢ine nanocestica kod uzoraka koji su ¢uvani na
ekstremnim uslovima temperature i1 vlaznosti bilo statisti¢ki znacajno, srednje PdI
vrijednosti koje daju informaciju o odstupanju od prosecne veliine Cestice, za sve
ispitivane uzorke su se zadrZale ispod 0,2 $to ukazuje na homogenu raspodjelu veli¢ina
Cestica. Takode, izgled disperzija nanocestica nije ukazivao na destabilizaciju. Ovi
rezultati su u skladu sa nedavno objavljenom studijom stabilnosti, u kojoj su PLLA
mikroCestice sa inkapsuliranim ketoprofenom cuvane pod istim uslovima poviSene

temperature i vlage, zadrzale stabilnost u toku 45 dana (203).
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Slika 4-25. Vrijednosti zeta potencijala uzoraka PDLLA-KET nanocestica u periodu od 90
dana. Sr. vrijednost + SD, n=3. ANOVA post hoc Tukey test, * p<0,05 statisti¢ki znacajne

razlike u odnosu na dan izrade.

Uska raspodjela veli¢ina Cestica je indikator vece otpornosti nanodisperzije na
pojavu Ostwald-ovog napona (sazrijevanja) u poredenju sa sistemima koji imaju Sire
raspodjele, odnosno vise PdI vrijednosti (204). Ostwald-ovo sazrijevanje predstavlja
jedan od glavnih vidova nestabilnosti disperznih sistema koje nastaje usljed razlika u
rastvorljivosti Cestica razliCite veli¢ine. Kao posljedica toga javlja se tendencija
deponovanja sitnijih ¢estica na krupnijim, $to dovodi do njihovog daljeg ukrupnjavanja
I, tokom vremena, potpune separacije faza. Odsustvo Cestica razli¢itih veli¢ina spre¢ava
postojanje razlicitih rastvorljivosti zasi¢enja, a time i koncentracionih gradijenata u
blizini Cestica, S$to onemogucava efekat Ostwald-ovog sazrevanja 1 dugorocno
stabilizuje sistem (205). Izostanak efekta Ostwald-ovog sazrijevanja u navedenoj studiji
stabilnosti pripisuje se uniformnoj raspodjeli veli¢ina dispergovanih Cestica, $to je slucaj
i kod uzoraka ispitivanih u eksperimentima ove disertacije.

Osim Ostwald-ovog sazrijevanja, mogu da se jave i drugi vidovi nestabilnosti
nanodisperzija (aglomeracija, sedimentacija). Generalno, koloidne disperzije
nanoCestica su stabilne budu¢i da je sedimentacija Cestica submikronskih dimenzija
uglavnom spor proces, koji je sprijeCen usljed neprestanog haoti¢nog kretanja
dispergovanih cestica (201). Ovakvo kretanje koloidnih Cestica naziva se Braunovo

kretanje (eng. Brownian motion) i nastaje kao rezultat slu¢ajnih sudara Cestica sa
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molekulama suspenduju¢eg medijuma, drugim cesticama i1 zidovima posude. Kao
rezultat haoticnog kretanja, koloidne Cestice difunduju iz mjesta vise koncentracije ka
mjestu nize koncentracije dok se koncentracije ne ujednace. Gravitacione sile, koje
uzrokuju sedimentaciju, 1 difuzione sile (Braunovo kretanje) se medusobno
suprotstavljaju i zavise od veli¢ine Cestica (201). Buduci da su koloidne cCestice reda
veli¢ina u okviru kojih Braunove sile dominiraju nad gravitacionim silama, tendencija
da ostanu suspendovane je veca od procesa sedimentacije (206). Ipak, moze da dode do
izvjesnog stepena aglomeracije. Zbog toga je neophodno da se u formulaciju ukljuci i
odredeni stabilizator, poput PVA. Adsorpcijom na veliku povr§inu nanocestica, PVA
spreCava pojavu aglomeracije i obezbjeduje koloidnu stabilizaciju uzoraka ispitivanih u
okviru kratkoro¢ne studije stabilnosti predstavljene u ovom radu.

Do destabilizacije ispitivane formulacije mogu dovesti i druge komponente iz
njenog sastava. Tako npr. adsorpcija aktivne supstance na povrSinu nanocestica moze
izazvati pojavu aglomeracije Cestica, najvjerovatnije usljed izmjestanja dijela
stabilizatora adsorbovanog na povrSini Cestice, koji uéestvuje u sternoj stabilizaciji .
Ovaj efekat primjec¢en je kod PDLLA nanosfera prije i nakon adsorpcije nifedipina
(206). Jos$ jedna pojava nestabilnosti predstavlja poseban vid flokulacije koji nastaje
kada se dva kraja lanca u molekuli polimera jedne ¢estice adsorbuju na drugu cesticu,
Sto je u literaturi oznaceno kao flokulacija premosc¢avanjem (201, 207)

Pored veli¢ine i raspodjele veli¢ina nanocestica U ovom radu, analizirano je i
njihovo povrSinsko nalektrisanje, koje se smatra jednim od klju¢nih faktora u o€uvanju
stabilnosti. Zeta potencijal je inherentna karakteristika sistema, i kod fizicki stabilnih
sistema ne ofekuju se njegove znacajnije promjene (165). Osim §to ukazuju na
nestabilnost, promjene u elektricnoj provodljivosti mogu da uticu i na veli¢inu Cestica
nanodisperzija (165). Kao $to je ve¢ objasnjeno u okviru poglavlja 4.1.3, apsolutne
vrijednosti zeta potencijala ve¢e od 30 mV pokazatelj su dobre fizicke stabilnosti, dok
vrijednosti preko 60 mV ukazuju na odli¢énu dugoro¢nu stabilnost (165, 208). Na Slici
4-25 predstavljen je uporedni prikaz vrijednosti zeta potencijala ispitivanih kontrolnih
uzoraka i uzoraka PDLLA-KET nanocestica izlozenih stresnim uslovima poviSene
temperature 1 relativne vlaznosti vazduha. Nakon 90 dana cCuvanja na sobnoj
temperaturi, vrijednosti zeta potencijala uzoraka ¢uvanih na sobnoj temperaturi ostale su

nepromjenjene u odnosu na dan izrade (oko -27 mV). Istu vrijednost zadrzali su i svi
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uzorci koji su bili izlozeni ekstremnim uslovima temperature i relativne vlaznosti
vazduha, ali samo nakon mjesec dana ¢uvanja. Medutim, nakon vremenskog perioda od
60 dana doslo je do statisticki znacajnog smanjenja negativnog naelektrisanja svih
uzoraka i srednje vrijednosti zeta potencijala su iznosile oko -23 mV (ANOVA, Tukey
test, * p<0,05). Dalje promjene nisu primjeéene i mjerenje zeta potencijala nakon 90
dana dalo je iste rezultate. Promjene zeta potencijala na viSim temperaturama (40°C)
mogu se objasniti pojavljivanjem dodatnih faktora koji imaju destabiliSuci efekat na
nanocestice (209). Naime, molekulska masa PDLLA se smanjuje brze na povisenoj
nego na temperaturi od 25°C. Osim toga efekat povisene temperature moze biti povec¢an
autokatalitickim efektom krajeva karboksilnog lanca polimera (27). U literaturi postoje
podaci da se za vrijednost zeta potencijala oko -20 mV smatra da obezbeduje
kratkoro¢nu stabilnost uzoraka koji su elektrostati¢ki stabilizovani (165, 176). Kada je
rije¢ o sternoj stabilizaciji apsolutne vrijednosti zeta potencijala oko 20 mV se, takode,
smatraju dovoljnim za postizanje zadovoljavaju¢e stabilnosti nanodisperzija.
Stabilizacija PDLLA-KET nanocestica je ostvarena kombinacijom oba efekta.
Elektrostati¢ka stabilizacija Se ostvaruje zahvaljujuéi prisustvu slobodnih karboksilnih
grupa na povrsini polimera koje nose negativno naelektrisanje, dok sternu stabilizaciju
Cestica obezbjeduje prisustvo stabilizatora (PVA) na povrSini nanoc¢estica. Uzimajuci u
obzir ova zapazanja i dobijene vrijednosti zeta potencijala za uzorke ispitivane u nasem
radu, moze se zakljuciti da PVA u upotrebljenoj koncentraciji, mehanizmom sterne
stabilizacije, moze da obezbijedi zadovoljavajucu stabilnost ispitivanih formulacija
nanocestica u toku 90 dana.

Efikasnost inkapsulacije odn. sadrzaj ljekovite supstance u izradenim PDLLA
nanocesticama je jo§ jedan od parametara koji je pracen u toku procjene stabilnosti
nanocestica. Kao $to je prikazano na Slici 4-26, procenat ketoprofena inkapsuliranog u
PDLLA nanocestice se smanjivao sa viemenom. Medutim, smanjenje sadrzaja lijeka u
nanocesticama kontrolnih uzoraka, cuvanih na ambijentnim uslovima temperature i
vlaZnosti vazduha u toku 90 dana, iznosilo je svega 1% i1 nema statisticku znacajnost

(ANOVA, p>0,05).
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Slika 4-26. Vrijednosti efikasnosti inkapsulacije ketoprofena u uzorcima PDLLA-KET
nanodestica u periodu od 90 dana. Sr. vrijednost + SD, n=3. ANOVA post hoc Tukey test, *

p<0,05 statisticki znacajne razlike u odnosu na dan izrade.

Sli¢ni rezultati dobijeni su i za uzorke koji su bili izloZeni poviSenoj temperaturi i
vlaznosti vazduha u toku 30 i 60 dana. Ipak, statisticki znaajno smanjenje procenta
inkapsuliranog lijeka zabiljezeno je nakon 90 dana ¢uvanja na povisenoj temperaturi, i u
poredenju sa vrijednostima na dan izrade iznosilo je oko 5% (ANOVA, Tukey test, *
p<0,05). Dobijeni rezultati se ponovo mogu objasniti ulogom koju PVA ima u
ispitivanim uzorcima PDLLA-KET nanocestica. Smatra se da se u toku procesa izrade
nanocestica, hidrofobni dio PVA prozima u lance PDLLA polimera i ostaje zarobljen u
PDLLA matriksu nanocestica. Shodno tome, visoke koncentracije PVA dovode do
formiranja mreze uzajmno povezanih molekula PDLLA polimera, lijeka 1 PVA, Sto
uti¢e na povecanje efikasnosti inkapsulacije lijeka (210).

lako je u ovom radu prikazana zadovoljavajuca kratkoro¢na stabilnost ispitivanih
uzoraka disperzije PDLLA nanocestica, dobijeni rezultati ukazuju na tendeciju pojave
njihove destabilizacije sa vremenom. Budué¢i da su tecne disperzije, generalno,
nestabilni sistemi, i da izradene nanoCestice predstavljaju samo polazni materijal za
formulaciju odgovaraju¢eg farmaceutskog oblika, dobijanje praSka nanocCestica
predstavlja jedan od nacina ostvarivanja njihove dugorocne stabilnosti. Zbog pomenutih
razloga, poslednji korak u izradi PDLLA-KET nanocestica je bio uklanjanje vode iz

sistema dobijenih disperzija nanocestica procesom liofilizacije. Liofilizacija ili suSenje
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smrzavanjem je metoda koja, pod odgovaraju¢im uslovima, ¢uva strukturu Cestica na
prihvatljiv i efikasan nacin, tokom njihovog ¢uvanja i dalje upotrebe u farmaceutskim
procesima (211). Medutim, kada je rije¢ o Cesticama nanometarskih veli¢ina,
liofilizacija je komplikovan proces jer je stabilnost disperzije koloidnih nanocestica, u
najveéem broju slucajeva, narusena i dovodi do agregacije prije samog zavrSetka
procesa susenja. Naime, tokom smrzavanja koncentracija nanoc¢estica nesmrznute faze
se povecava usljed veceg broja interakcija izmedu cCestica, $to uz potencijalne promjene
jonske jacine i pH vrijednosti, moze dovesti do njihove agregacije (211). Osim jonske
jacine 1 pH vrijednosti, postoji jo§ nekoliko promjenljivih parametara koji uticu na
konacan rezultat procesa liofilizacije, kao §to su brzina i temperatura smrzavanja
uzoraka, temperatura suSenja, pritisak 1 upotreba ekscipijenasa (krioprotektanti i
lioproteketanti, koji $tite Cestice u toku smrzavanja odnosno suSenja) (211). Kada se
uzmu u obzir svi fizicki i hemijski faktori procesa, liofilizacija koloidnih sistema moze
biti kontrolisana na nacin da obezbjedi rok trajanja ovih sistema i do nekoliko godina
(201, 212). Uspjesnost procesa liofilizacije ogleda se u dobijanju liofilizata nanocestica
koji se vrlo lako redisperguje u inicijalnom disperzionom sredstvu, sadrzi zanemarljiv
procenat rezidua vode (<2%), i da pri tome nije doslo do promjene prvobitnih fizickih
osobina nanocCestica (raspodjela veli¢ina i sadrzaj lijeka) (201). Brojne studije su
pokazale da je upotreba protektivnih ekscipijenasa neizostavna za uspje$nu liofilizaciju
polimernih nanocCestica, ali je izbor ovih pomoc¢nih supstanci drugaciji za svaku
pojedina¢nu formulaciju (212-215). Za liofilizaciju uzoraka disperzija PDLLA-KET
nanocestica u ovom radu, kao lioprotektant koriS¢ena je trehaloza. Smatra se da
protektivni mehanizam trehaloze i1 ostalih disaharida poti¢e od amorfnog matriksa koji
se formira u kontaktu Secera sa prisutnom vodom, i koji formira vodoni¢ne veze sa
nanoCesticama substituiSu¢i molekule vode i1 inhibiraju¢i destruktivne efekte kristala
leda (216). Stoga je odrzavanje amorfnog stanja i izbjegavanje Kkristalizacije
upotrebljenog lioprotektanta od esencijalne vaznosti za ovaj proces. To prakti¢no znaci
da temperatura proizvoda u toku suSenja mora ostati ispod kriti€ne temperature kolapsa
(temperature staklastog prelaza, Tg). Ova temperatura za trehalozu iznosi oko -30°C i
viSa je nego kod drugih Secera, ¢ime je omogucen Siri temperaturni opseg za susenje

proizvoda (216).
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U ovom radu nije ispitivana stabilnost liofiliziranih PDLLA-KET nanocestica,
budu¢i da je cilj bio ispitivanje samo kratkoro¢ne stabilnosti izradenih nanocestica.
Ipak, provjera sposobnosti lakog redispergovanja, veli¢ine Cestica i sadrzaja lijeka
vrSena je za svaku seriju nanocestica dobijenih suSenjem zamrzavanjem. Razlike u
vrijednostima analiziranih parametara, prije i poslije procesa liofilizacije su bile

zanemarljive i bez statisticke znacajnosti (Student T-test, p>0.05).

4.3.2. Stabilnost rastvorljivih mikroigala

Rastvorljive mikroigle treba da se rastvore nakon penetracije u kozu, i na taj na¢in
omoguce oslobadanje ljekovite supstance. Pored ovog zahtjeva, materijal od kojeg su
mikroigle izradene treba da odgovara i zahtjevima za biokompatibilnost. Stoga se
ugljeni hidrati, prirodni i sintetski polimeri, odgovaraju¢ih karakteristika, smatraju
materijalima izbora za izradu rastvorljivih mikroigala. Kao $to je ve¢ objasnjeno u
okviru poglavlja 1.3.2, materijali koji se Kkoriste za izradu rastvorljivih mikroigala su
biodegradabilni i biokompatiblni, i mogu da obezbjede zeljeno oslobadanje ljekovite
supstance (trenutno ili produzeno). Medutim, stabilnost ovako izradenih mikroigala kao
i inkorporiranog lijeka se dovodi u pitanje kada se za njihovu izradu upotrebljava
materijal koji je osjetljiv na uslove sredine, kao Sto su vlaga i temperatura. Stoga je u
ovom radu jedan od ciljeva bio da se ispita fizicka i mehanicka stabilnost mikroigala,
kao 1 hemijska stabilnost inkorporanog lijeka u kratkoro¢nom vremenskom periodu od
90 dana.

Za odredivanje fizicke stabilnosti rastvorljivih mikroigala sa PDLLA-KET
nanocesticama vrSena je procjena fizickog integriteta, oblika i izgleda mikroigala
pomocu svjetlosnog mikroskopa sa ugradenom digitalnom kamerom. Ispitivani uzorci
su bili izloZeni uslovima ubrzanog starenja u klima komori na 40°C £ 2°C i relativnoj
vlaznosti vazduha od 75% + 5%, kao i na uslovima dugoro¢nog ¢uvanja, na temperaturi
od 25°C £ 2°C 1 relativnoj vlaznosti vazduha od 40% =+ 5% (kontrolna grupa). Rezultati
su dobijeni vrednovanjem mikroigala na osnovu utvrdenih kriterijuma opisanih u
poglavlju 3.2.5, i prikazanih u obliku mikrografija na (Slika 4-27) i grafickog prikaza
(Slika 4-28).
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(a)dan 0

(b) dan 30
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(d) dan 90

Slika 4-27. Mikrografije rastvorljivih mikroigala izradenih od PDLLA-KET nanodestica: (a) na
dan izrade, i nakon (b) 30 dana, (c) 60 dana, i (d) 90 dana.

Tokom cjelokupnog perioda trajanja kratkoro¢ne studije stabilnosti, svi nizovi
mikroigala zadrzali su identican izgled kao na dan izrade. Kao $to se moZe uociti na
Slici 4-27, nije doSlo do promjene fizi¢kog integriteta mikroigala. Razli¢iti uslovi
sredine, kojima su bili izloZeni ispitivani uzorci, nisu imali znac¢ajnog uticaja na njihovu
fizicku stabilnost. I nakon 90 dana, mikroigle su bile pravilnog piramidalnog oblika, sa
o$trim vrhovima, §to je rezultatiralo odsustvom statisticki znacajnih razlika u vrijednosti
izgleda i oblika mikroigala, nakon 30, 60 i 90 dana u odnosu na dan izrade (Slika 4-28).
Vrijednosti svih ispitivanih nizova mikroigala bile su u intervalu od 566 — 576, §to je u
skladu sa postavljenim granicama specifikacije da svaki niz sadrzi vise od 90%
mikroigala vrednovanih sa 4, tj. ima vrijednost ve¢u od 520.

Nakon analize fizi¢ke stabilnosti, nizovi ispitivanih mikroigala su rastvoreni
prema protokolu detaljno opisanom u poglavlju 3.2.5. kako bi se odredila hemijska
stabilnost ketoprofena. Sadrzaj lijeka je odreden primjenom HPLC metode, a dobijeni
rezultati su potom uporedivani sa sadrzajem lijeka u uzorcima na dan izrade (Slika 4-
29). Vrijednosti sadrzaja ketoprofena na dan izrade bile su 20,79 + 3,80 ug u uzorku
koji je ukljucivao 144 mikroigle na povrsSini potporne membrane od 1 cm®. Nakon 30,
60 1 90 dana inkubacije uzoraka na poviSenoj temperaturi i vlaznosti vazduha sadrzaj
ketoprofena je iznosio 22,07 + 4,08 ug, 20,01 = 1,41 pg i 21,16 + 2,81 pg po 1 cm?

povrsine, respektivno. Kontrolni uzorci ¢uvani pod ambijentnim uslovima pokazali su
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sli¢ne rezultate 1 sadrzaj lijeka je iznosio 21,33 + 1,41 pg, 20,36 £ 2,70 pgi 21,33 +
2,45 ng nakon 30, 60 i1 90 dana, respektivno.
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Slika 4-28. Fizicka stabilnost (izgled oblika i vrha) rastvorljivih mikroigala izradenih od
PDLLA-KET nanocestica hakon inkubacije na: (a) temperaturi od 40°C + 2°C i relativnoj
vlaznosti vazduha od 75% + 5%, i (b) temperaturi od 25°C + 2°C i relativnoj vlaznosti vazduha
od 40% + 5%. Sr. vrijednost = SD, n=10. ANOVA, p>0,05.

Statisticka analiza dobijenih rezultata primjenom jednofaktorske ANOVE,
pokazala je da navedene vrijednosti sadrzaja ketoprofena u rastvorljivim mikroiglama

nisu statisticki znacajne (p>0.05) 1 da nema razlike izmedu ispitivanih 1 kontrolnih
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uzoraka mikroigala, kao ni rezultata dobijenih u razli¢itim vremenskim intervalima
uzoraka Cuvanih na istim uslovima temerature i vlaznosti vazduha. lako je sadrzaj
ketoprofena ostao nepromjenjen, za potpunu evaluaciju hemijske stabilnosti lijeka
neophodno je da se ispita prisustvo degradacionih proizvoda. Na dobijenim
hromatogramima nisu se mogli uociti pikovi koji bi ukazali na eventualno prisustvo
degradacionih produkata ketoprofena (3-acetilbenzofenon i 2-(3-karboksifenil)
propionska kiselina), te se moze zaklju¢iti da hemijska stabilnost lijeka nije bila
naruSena u toku trajanja kratkoroCne studije stabilnosti. Na Slici 4-30. prikazan je
reprezentativni hromatogram ispitivanih uzoraka u studiji hemijske stabilnosti lijeka.
Dobijeni rezultati koji ukazuju na ocuvanu hemijsku stabilnost lijeka mogu se objasniti
ocuvanom fiziCkom stabilno§¢u mikroigala, a potom i d{injenicom da je lijek
inkapsuliran u polimerne nanocestice. lako primarni cilj inkapsulacije ketoprofena nije
bila njegova zastita od hemijske degradacije ve¢ postizanje produzenog Oslobadanja
lijeka 1 poboljSanja njegove terapijske efikasnosti, jasno je da ovi nosaci dodatno stite

lijek od uticaja spoljasnje sredine.
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Slika 4-29. Sadrzaj ketoprofena u ispitivanim uzorcima rastvorljivih mikroigala izradenih od

PDLLA-KET nanocestica u periodu od 90 dana. Sr. vrijednost = SD, n>5. ANOVA, p>0,05.
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dan0
dan 90

Slika 4-30. Primjer hromatograma ketoprofena uzoraka rastvorljivih mikroigala izradenih od

PDLLA-KET i ¢uvanih pod uslovima ubrzanog starenja u periodu od 90 dana.

Jo§ jedan vaZan parametar za stabilnost izradenih mikroigala je njihova
mehanicka ¢vrstina tj procjena mehanickih osobina. Kao §to je prethodno objasnjeno,
mehanic¢ke osobine mikroigala imaju presudan uticaj na sposobnost njihove penetracije
u kozu, a time i uspjesnost isporuke ljekovite supstance, i konac¢no efikasnost terapije. U
zavisnosti od formulacije, metode izrade 1 samog materijala od kojeg su izradene,
mehanic¢ke osobine mikroigala mogu da se promjene pod uticajem uslova sredine. U
ovom radu, ispitivana je sila neophodna da dovede do smanjenja visine ili loma
mikroigle, pomocu digitalnog mjeraca sile. Dobijeni rezultati ukazuju da su 1 nakon 3
mjeseca ispitivani uzorci rastvorljivih mikroigala zadrzali iste mehanicke osobine koje
su imale na dan izrade. Nakon izlaganja uzorka ekstremnim uslovima temperature i
vlage, sila manje od 8 N/cm? nisu dovele do redukcije visine mikroigala. Sli¢ni rezultati
dobijeni su i za kontrolne uzorke mikroigala ¢uvanih pod kontrolisanim ambijentnim

uslovima (Slika 4-31). Statisticka analiza je pokazala da se vrijednosti procenta
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redukovane visine uzoraka mikroigala ispitivanih nakon 30, 60 i 90 dana, u poredenju

sa vrijednostima na dan izrade nisu statisticki razlokovale (ANOVA, p>0.05).
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Slika 4-31. Mehanicke osobine rastvorljivih mikroigala izradenih od PDLLA-KET nanocestica
na dan izrade i nakon inkubacije pod razli¢itim uslovima u toku 90 dana. Sr. vrijednost = SD,

n=10. ANOVA, p>0,05.

Jedan od nacina zastite lijeka od uticaja sredine i o¢uvanja hemijske stabilnosti
jeste njegova inkapsulacija u koloidne cCestice. Medutim, nije dovoljno zastiti samo
lijek, jer konacan ishod terapije zavisi i od fizicke stabilnosti mikroigala. Degradacija
materijala ili bilo koji drugi vid narusavanja fizickog integriteta mikroigala pod
uticajem uslova sredine, ima za posljedicu inhibiciju njihove penetracije u kozu buduci
da mikroigle gube svoju mehani¢ku ¢vrtinu i lako dolazi do njihovog sabijanja pod
pritiskom. Osim toga, pod uticajem temperature i vlage moZe da dode i1 do topljenja
polimernog matriksa, $to moze imati za posljedicu da vrh mikroigle postane tup ili
zaobljen, §to takode rezultira smanjenjem penetracije u kozu jer zahtjeva primjenu vece
sile tokom aplikacije (116). Degradacija materijala moze da dovede i do redukovanja
visine mikroigle, a time 1 do smanjenja sadrzaja inkorporiranog lijeka i/ili nemogu¢nosti
njegove isporuke na Zzeljenu dubinu u odgovaraju¢em sloju koze (191). Fazne
transformacije unutar polimera kori§¢enog za izradu rastvorljivih mikroigala takode
mogu dovesti do destabilizacije mikroigala kao sistema za isporuku lijeka (106).
Ovakav vid nestabilnosti direktno utiCe na stabilnost inkorporiranog lijeka.

Razmatrajuci sve pomunete aspekte, smatra se da polimeri imaju odredenu prednost u
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odnosu na Secere kada su u pitanju materijali za izradu raastvorljivih mikroigala i
obezbjeduju vecu stabilnost ljekovitih supstanci. Medutim, i pojedini polimeri, poput
PVP su veoma higroskopni, i mogu dovesti do destabilizacije lijeka, jednako kao i
Seceri. Osim toga, veliki uticaj na stabilnost ima i1 sastav formulacije za izradu
suSenja.

Navedeni problemi i prepreke koje se mogu ocekivati u toku izrade i ¢uvanja
rastvorljivih mikroigala, kao konac¢nog farmaceutskog oblika, zahtjevaju detaljno
razmatranje u svim fazama razvoja. Stoga su sveobuhvatna preformulaciona
istrazivanja, kao i sam postupak formulacije rastvorljivih mikroigala od sustinskog
znacaja za dobijanje stabilnog farmaceutskog proizvoda. Kako bi rastvorljive mikroigle
postale odrziva alternativa oblozenim ¢vrstim mikroiglama i konvencionalnoj terapiji
iglama, zahtjeva se njihova stabilnost u periodu od najmanje 1 do 2 godine (106). 1z
pomenutih razloga, neophodno je sprovesti dalje studije stabilnosti rastvorljivih
mikroigala formulisanih u ovom radu, kako bi se potvrdili dobijeni rezultati i dokazala

dugorocna stabilnost ovih formulacija.
4.4. Ex vivo studije intradermalne/transdermalne isporuke ketoprofena

Nakon uspjeSne izrade i sveobuhvatne karakterizacije polaznih formulacija
PDLLA-KET nanocestica 1 rastvorljivih mikrogala, posljednju fazu eksperimenata u
ovom radu obuhvatale su studije intradermalne/transdermalne penetracije/permeacije
ispitivanog model lijeka u/kroz uzorke koze svinje u ex vivo uslovima. Iako je opste
prihvaceno da se za procjenu permeacije i/ili perkutane resorpcije najmjerodavniji
rezultati dobijaju izvodenjem in vivo eksperimenata na ljudima, in vitro i ex vivo tehnike
su mnogo CeSce zastupljene prije svega zbog potencijalne toksi¢nosti velikog broja
ljekovitih supstanci, koje nisu pogodne za testiranje na ljudima (157). Brojni in vitro i
ex vivo sistemi za ispitivanje perkutane penetracije/permeacije, koji su do sada opisani u
na permeaciju . Ipak, njima se pripisuju brojne druge prednosti zahvaljuju¢i kojim su
nasli Siroku primjenu u ispitivanju penetracije i permeacije ljekovite supstance iz
farmaceutskih oblika za transdermalnu primjenu i simuliranje in vivo ponasanja (53).

Svi eksperimenti penetracije/permeacije PDLLA nanocestica i rastvorljivih mikroigala

148



Rezultati i diskusija Doktorska disertacija, Sonja Vucen

vrseni su ex Vivo, kori§¢enjem uzoraka koze svinje ukupne debljine, koja se sastojala od
stratum corneum-a, vijabilnog epidermisa i dermisa. lako se sastav lipida u SC-u koze
svinje razlikuje od humanog tkiva, koza svinje se ipak smatra najpogodnijom
"prirodnom’ membranom za in Vitro studije permeacije. Osim $to imaju priblizno istu
debljinu, humana koza i koza svinje pokazuju i najsli¢nije osobine permeabilnosti u
poredenju sa svim drugim membrana koje se koriste u ovim eksperimentima (55).
Ispitivanje  intradermalne/transdermalne  penetracije/permeacije  ketoprofena
inkapsuliranog u polimerne nanocestice vrSeno je aplikacijom razli¢itih formulacija
lijeka na uzorke koze svinje, kao membrane u Franz-ovim difuzionim ¢elijama. U
prvom eksperimentu primjenjena je disperzija PDLLA-KET nanocestica na kozu
prethodno tretiranu silikonskim ImmuPatch mikroiglama. Dobijeni rezultati su potvrdili
prethodno postavljenu hipotezu da primjena mikroigala dovodi do znacajnog
poboljsanja transporta lijeka u/ kroz kozu, u poredenju sa intaktnom kozom (Slika 4-
32). Kumulativna koli¢ina ketoprofena koja je permeirala po jedinici povrSine (Q/A)
kroz kozu svinje tetiranu mikroiglama, nakon 24 sata, je iznosila 48,6 + 3,2 pg/cm?®. U
istom vremenskom periodu, dvostruko manja koligina ketoprofena (20,6 + 1,6 pg/cm?)
permeirala je iz polimernih nanocestica kroz kontrolne uzorke netretirane, intaktne koze
(Slika 4-32.a). Prikazani permeacioni profili su u skladu sa vrijednostima dobijenim za
fluks lijeka i koeficijent permeacije (Kp) i za ispitivane uzorke iznose 2,14 + 0,11
ng/em?/h i 4,29 + 0,31 cm/h/10°, respektivno. Vrijednosti istih parametara za kontrolne
uzorke iznosile su 4,29 + 0,31 i 1,87 + 0,15 za fluks i Kp, respektivno (Tabela 4-9).
Izracunavanjem odnosa vrijednosti fluksa ispitivanih 1 kontrolnih uzoraka (eng.
enhancement ratio, ER) uocava se da je permeacija ketoprofena kroz mikroiglama
tretiranu kozu bila 2,3 puta veca od permeacije kroz intaktnu kozu. Takode, lag-vrijeme
ukazuje da je period za postizanje ravnoteznog stanja koncentracije lijeka kroz

membranu (koza ukupne debljine) bilo duze kod konrolnih uzoraka (Tabela 4-9).
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Slika 4-32. Rezultati penetracije/permeacije ketoprofena poslije primjene disperzije PDLLA-
KET nanocestica: (a) kumulativna koli¢ina ketoprofena koja je peremeirala u akceptorski
medijum po jedinici povrSine koze svinje (Q/A) u toku 24 sata, i (b) koli¢ina ketoprofena

deponovana u razli¢itim slojevima koze svinje nakon 24 sata. Sr. vrijednost + SD, n=3.

Parametar lag-vrijeme je znacajan sa aspekta odredivanja difuzionog koeficijenta

lijeka, ali samo ako se radi o jednostavnim izotropnim fizickim membranama, ¢ija je
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debljina poznata. Medutim, koza svakako ne predstavlja izotropnu membranu, veé
kompleksan sistem. Drugi veoma vazan aspekt je debljina koze, budu¢i da je lag-
vrijeme direktno proporcionalno kvadratu debljine membrane. Postavlja se pitanje da li
se debljina koze odnosi samo na SC, ili barijeru za permeaciju ljekovitih supstanci
predstavljaju i dublji slojevi koze? Odgovor na ovo pitanje u najvecoj mjeri zavisi od
fizickohemijskih osobina samog permeanta (ljekovita supstanca ili koloidni nosac).
Osim toga, jednostavno mjerenje debljine isjeCaka koze koja se Koristi u in vitro
eksperimentima ne uzima u obzir da difuzija lijeka kroz razliCite slojeve koze nije
pravolinijski put, nego mnogo vjerovatnije krivudava putanja (55). Smatra se da lag-
vrijeme treba da bude zanemarljivi dio (najc¢esée 1/10) projektovanog vremena upotrebe
transdermalnog sistema. Tako na primjer, ukoliko je sistem za transdermalnu isporuku
lijeka dizajniran da bude primjenjen na kozu 1 otpusta ljekovitu supstancu u toku 24
sata, optimalno lag-vrijeme bi bilo 2-3 sata. Sve vrijednosti ve¢e od ovih otvaraju
pitanje korisnosti formulacije ovakvog sistema (217). Budu¢i da je jedan od ciljeva
inkapsulacije ketoprofena u PDLLA nanocestice u naSem radu bilo i postizanje
produzenog oslobadanja lijeka, na osnovu iznijetog tumacenja moze se zakljuciti da lag-
vrijeme <2 h opravdava formulaciju ovih sistema.

Koli¢ina ketoprofena deponovana u razli¢itim slojevima koze prikazana je na Slici
4-32.b. Primjenom tehnike adhezivnih traka, iz stratum corneum-a ekstrahovano je 4,8
+ 1,6 pg ketoprofena, dok je u epidermisu i dermisu bilo deponovano 10,7 +3,314,9 +
1,7 pg lijeka na povrsini koze od 1 cm? koja je tretirana mikroiglama. Dobijene
vrijednosti sadrzaja ketoprofena u SC i u epidermisu se statisticki znacajno razlikuju, u
poredenju sa vrijednostima za kontrolne uzorke (ANOVA, Tukey test p<0.001).
Dobijeni rezultati ukazuju na sposobnost ImmuPatch silikonskih mikroigala da
poboljSaju permeabilnost koze za PDLLA-KET nanocestice stvaranjem mikropora u
SC-u. Pokazalo se da je na ovaj nacin narusena glavna barijera za isporuku lijeka u/kroz
kozu, $to je bio jedan od ciljeva ovog rada. Ova zapazanja su u skladu sa nedavno
objavljenom studijom u kojoj su Immupatch mikroigle uspjeSno formirale pore u SC,
epidermisu i dermisu koze miseva, i time dovele do poboljsanja permeabilnosti ove
barijere (193). Takode, u nekoliko radova drugih istrazivackih grupa objavljeni su sli¢ni
rezultati poboljSanja permeacije ljekovitih supstanci inkapsuliranih u koloidne nosace i

primjenjenih lokalno na kozu prethodno tretiranu ¢vrstim mikroiglama (218-220). Kada
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je rije¢ o ketoprofenu, Stahl i saradnici su primjenili ¢vrste mikroigle od titanijuma za
pred-tretman koZze u svojoj in vitro studiji ispitivanja permeacije slobodnog ketoprofena
i takode pokazali poboljSanje permeacije ovog lijeka (221). Efekat tretmana koze
¢vrstim mikroiglama na prelazak/resorpciju ketoprofena u kozu, formulisanog u obliku
hidrogela, u in vivo studijama na miSevima, pokazalo se pozitivnim jer je dovelo do
poboljsne transdermalne resorpcije slobodnog lijeka (222). Medutim, postoje brojni
faktori koji treba da se razmotre kada se uporeduju rezultati koji su objavljeni u
razli¢itim studijama. To su prije svega mehanicke i fizicke osobine mikroigala, nacin
njihove primjene, kao i vrsta uzorka koze koja se Koristi za ispitivanje. Rezultati
eksperimenata na intaktnoj kozi, u ovom radu pokazali su da je najveca koli¢ina lijeka
deponovana u SC-u, kao i da inkapsulacija lijeka u ¢estice nanoveli¢ina ne poboljsava
njihovu penetraciju u statisticki znac¢ajnoj mjeri. Nedavna studija u kojoj je, u in vitro
uslovima, ispitivana primjena PLGA nanocestica na intaktnu kozu u toku 24 sata,
pokazala je da je moguca detekcija inkapsuliranog lijeka u akceptorskom medijumu, sto
ukazuje na njegovu uspjesnu permeaciju (162). Medutim, povrSina ovih nanocestica je
bila oblozena citozanom i modifikovana primjenom PEG i oleinske kiseline, koja se
smatra veoma potentnim hemijskim inhenserom. Stoga se dobijeni rezultati u navedenoj
studiji mogu objasniti modifikacijama povrSinskih karaktiristika nanonosaca lijeka. U
vedini drugih studija, primjeéena je samo ograni¢ena penetracija polimernih nanocestica
kroz intaktnu kozu, koja se pripisuje penetraciji kroz otvore folikula dlaka na kozi (96,
162, 223). Medutim, mikroigle formiraju mnogo gusée kanale, u poredenju sa
folikulima dlake, omogucavajuéi bolju penetraciju nanocestica (220). Na osnovu ovih
zakljuCaka 1 prethodno prikazanih rezutata, slijedi da mikrokanali formirani u kozi
nakon primjene ¢vrstih ImmuPatch mikroigala omoguéavaju uspjeSnu penetraciju
PDLLA-KET nanocestica kroz epidermalnu membranu, njihovo deponovanje u
dermisu, 1 istovremeno postepenu permeaciju kroz ovaj sloj koze u toku 24 sata. U
poredenju sa pasivnim transportom kroz intaktnu koZzu, ovakav pristup smatra se

efikasnijim za isporuku lijeka inkapsuliranog u nanocestice do ciljnih tkiva.
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Tabela 4-9. Vrijednosti fluksa, lag-vremena i koeficijenta permeacije (Kp) u ex vivo
studijama permeacije PDLLA-KET nanodcestica kroz uzorke koze svinje.

Parametar ImmuPatch Intaktna koza
Fluks (pg/cm?/h) 2,14 +0,11 0,93 + 0,07
Lag-vrijeme (h) 1,89 + 0,20 2,81 +0,11
Kp (cm/h/107%) 429 +0,31 1,87 £ 0,15

U drugom eksperimentu, ispitivana je penetracija/permeacija PDLLA-KET
nanocestica formulisanih u obliku ¢vrstih rastvorljivih mikroigala (DMN 1). Cilj ove
studije bio je da se istrazi moguénost isporuke lijeka u kozu iz rastvorljivih mikroigala
izradenih metodom atomizacije 1 rasprSivanja tecnosti, kao Cvrstog farmaceutskog
oblika. Pored toga, koris¢enjem kontrolnih uzoraka rastvorljivih mikroigala izradenih
od PVA i slobodnog lijeka (DMN 2), bilo je moguce ispitati potencijalno produzeno
oslobadanje ketoprofena inkapsuliranog u nanocestice. Kada je rije¢ o primjeni
rastvorljivih mikroigala, osnovni preduslov za isporuku lijeka je njihova uspjeSna
penetracija. Sposobnost penetracije rastvorljivin mikroigala zavisi od velikog broja
faktora, o kojima je detaljno diskutovano u okviru prethodnih poglavlja. Zahvaljujuci
prvenstveno svom obliku i dobrim mehanickim osobinama, rastvorljive mikroigle sa
slobodnim i inkapsuliranim lijekom uspje$no su penetrirale kroz uzorke koze svinje
(Slika 4-33). Jasno se uocava patern od 12x12 mikropora na uzorcima koze, koji
dokazuje da je penetracija svih 144 mikroigala bila uspjesna. U prilog ovome su i
rezultati analize sadrzaja ketoprofena deponovanog u SC-u, epidermisu i dermisu, u
razli¢itim vremenskim intervalima, koji takode dokazuju da je dosSlo do penetracije

mikroigala 1 oslobadanja lijeka u kozu.
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(a)

(b)

Slika 4-33. Mikrografije uzoraka koze svinje nakon aplikacije rastvorljivih mikroigala sa: (a)
PDLLA-KET nanocesticama — DMN 1, i (b) PVA-KET — DMN 2.
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Na Slici 4-34. data je ukupna koli¢ina deponovanog lijeka u uzorcima koze svinje
u toku cjelokupnog trajanja eksperimenta. Nakon 60 minuta, nije bilo moguée izmjeriti
kolic¢inu ketoprofena iz DMN 1 ni u jednom sloju koze, iako se analizom izgleda
mikroigala ustanovilo da su se, nakon ovog vremena, mikroigle djelimi¢no rastvorile u
kozi, Sto dokazuje smanjenje duzine mikroigala i prisustvo zaobljenih vrhova u
poredenju sa oStrim vrhovima prisutnim prije aplikacije. Ovakav rezultat je o¢ekivan i
ukazuje da, u roku od 60 minuta, nije doslo do oslobadanja inkapsuliranog ketoprofena
iz PDLLA nanocestica, ili su eventualno oslobodene koli¢ine lijeka bile nemjerljive
(ispod limita detekcije lijeka). Istovremeno u kontrolnim uzorcima, ukupna koli¢ina
slobodnog lijeka oslobodenog iz DMN 2 je iznosila 0,33 £+ 0,04 pg. Nakon 3 1 6 sati,
ukupne koli¢ine ketoprofena oslobodenog iz PDLLA nanocestica i deponovanog u kozi
bile su 0,14 + 0,01 pg1 0,36 + 0,03 ng, respektivno. Ove vrijednosti su se znac¢ajno
razlikovale od koli¢ine ketoprofena oslobodenog iz uzoraka DMN 2 (ANOVA,
p<0,001). Sli¢ni rezultati dobijeni su i nakon 24 sata, kada je iz uzoraka DMN 1 i
DMN?2 oslobodeno ukupno 0,14 £ 0,01 pgi 0,36 + 0,03 pg, lijeka, respektivno.
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Slika 4-34. Vrijednosti ukupne koli¢ine ketoprofena primjenjenog u formi nosa¢éa DMN
1i DMN 2 i deponovanog u uzorcima koze svinje u toku 24 h. Sr. vrijednost = SD, n=3.
ANOVA post hoc Tukey test, * p<0,05 statisticki znacajne razlike u odnosu na DMN 2.
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Slika 4-35. Uporedni prikaz: (a) vrijednosti koli¢ine ketoprofena deponovanog u uzorcima koze
svinje, i izgleda (b) DMN 1 i (c) DMN 2 mikroigala 24 h nakon aplikacije. Sr. vrijednost = SD,
n=3. ANOVA post hoc Tukey test, *** p<0,001, ** p<0,01 statisti¢ki znacajne razlike SC-a i
dermisa u odnosu na epidermis. ** p<0,01, * p<0,05 statisti¢ki znacajne razlike DMN 1 u
odnosu na DMN 2.

Nakon 24 sata, mikroigle su bile potpuno rastvorene i na 3M trakama mogu se
vidjeti samo ostaci CMC potporne membrane (Slika 4-35). U slu¢aju kontrolnih
uzoraka (DMN 2), brzina rastvaranja mikroigala je bila u skladu sa kinetikom
oslobadanja i deponovanja lijeka u kozi, tokom cijelog trajanja eksperimenta. Medutim,
to nije bio slu¢aj kada su u pitanju uzorci DMN 1, budu¢i da su, i nakon potpunog

rastvaranja mikroigala, iz koze ekstrahovane znatno nize koli¢ine lijeka. Ovakvi
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rezultati ukazuju na tacnost postavljene hipoteze da je inkapsulacija lijeka u PDLLA
nanocestice dovela do njegovog produzenog oslobadanja u poredenju sa slobodnim
lijekom formulisanim u uzorku DMN 2. Rezultati su takode pokazali da je, u svim
ispitivanim vremenskim intervalima, najveca koliCina ketoprofena deponovana u
epidermisu, potom u SC-u, a najmanja u dermisu. Ovakvi rezultati mogu se objasniti
duzinom mikroigala koja je iznosila <280 pum, $to je znatno krace od svih rastvorljivih
mikroigala do sada koriStenih u slicnim eksperimentima, gdje je duzina mikroigala
uglavnom iznosila >500 pm (117, 129, 224). U prethodno objavljenim studijama o
ispitivanju penetracije ¢vrstih silikonskih mikroigala (duzine 280 pm) na humanoj kozi,
tehnikom opticke koherentne tomografije (OCT) je pokazano da samo oko 61-64% od
duZzine mikroigle penetrira u kozu (225). Takode, uoceno je da, pri penetraciji u in vivo
uslovima, silikonske mikroigle deformiSu epidermis na nacin da vrSe njegovu
kompresiju ispod mikropore. Uzimajuéi u obzir navedena zapazanja, kao i duzinu
rastvorljivih mikroigala koriStenih u prikazanim eksperimentima, moze se zakljuciti da
su male koli¢ine ketoprofena deponovane u dermisu ocekivane.

Efikasnost penetracije rastvorljivih mikroigala u najve¢oj mjeri zavisi od njihovih
mehanickih osobina koje su rezultat sastava polazne formulacije. Znacajnost uticaja
materijala upotrebljenog za izradu rastvorljivih mikroigala metodom atomizacije i
rasprSivanja tecnosti, na kapacitet njihove penetracije u razlicite slojeve koze svinje
ispitivali su McGrath i sar. (194). Za izradu rastvorljivih mikroigala autori ove studije
su koristili razliite materijale na bazi polimera 1 ugljenih hidrata, 1 sve izradene
mikroigle su uspjes$no penetrirale u SC. Medutim, kada je rije¢ 0 penetraciji u dublji sloj
vijabilnog epidermisa, samo neke od formulacija su dovele do uspjeSne penetracije
(PVA, PVP, HPMC, trehaloza), dok je vecina dovela samo do kompresije ovog sloja
koze, ali ne i penetracije (Na-alginat, CMC, fruktoza). Zanimljivo je i da nijedna od
ispitivanih formulacija mikroigala nije dovela do penetracije u dermis, vjerovatno zbog
njihove duZine od 280 pm. Rezultati opisane studije se mogu dovesti u vezu sa
rezultatima eksperimenata radenih u okviru ove disertacije, budu¢i da su u oba slucaja
koriS¢ene mikroigle na bazi polimera, koje su imale iste duzine i bile izradene istom
metodom. Iako uzorci koZe u eksperimentima ex Vivo penetracije u ovom radu nisu
histoloski analizirani jer je osnovni cilj bila kvantifikacija deponovanog lijeka u kozi, na

osnovu dobijenih rezultata gdje je znacajno veca koli¢ina lijeka deponovana u
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epidermisu u poredenju sa SC, moze se zakljuciti da su DMN 1 i DMN 2 mikroigle
uspjesno penetrirale u oba sloja koze (SC i epidermis). Da je doslo samo do kompresije
epidermisa a ne do potpune penetracije u ovaj sloj, ocekivane vrijednosti za koli¢inu
ekstrahovanog lijeka bile bi u korist SC. Takode, moze se zakljuciti da su male koli¢ine
ketoprofena u dermisu najvjerovatnije posljedica difuzije ketoprofena iz epidermisa u
dermis, a ne direktne penetracije mikroigala i oslobadanja lijeka u najdublji sloj koze.
Dodatno, treba imati u vidu da efikasnost i dubina penetracije mikroigala u kozu, osim
ve¢ pomenutih mehanickih osobina i materijala izrade mikroigala, dijelom zavisi i od
pritiska odn. sile primjenjene tokom aplikacije, kao i duZine trajanja aplikacije. Naime,
pokazano je da ova dva faktora u znacajnoj mjeri mogu povecati dubinu penetracije, u
zavisnosti od anatomskog mjesta primjene (226). U okviru eksperimenata radenih u
ovom radu, parametri pritiska 1 duzine aplikacije bili su konstantni, i zapaZzena je visoka
efikasnost penetracije svih mikroigala u nizu (Slika 4-33), koja se moze smatrati
ekvivalentnom u poredenjem sa drugim studijama gdje su koris¢ene mnogo duze
mikroigle (226). Ipak neophodne su detaljnije studije histoloske analize uzoraka koze
primjenom odgovarajucih tehnika (OCT, konfokalna fluorescentna mikroskopija 1 dr.)
kako bi se potvrdila ova tumacenja i optimizovala dubina penetracije svake pojedinacne
mikroigle u izradenom nizu.

Kada je rije¢ o permeaciji ketoprofena nakon primjene rastvorljivih mikroigala na
kozu, u datim uslovima nije bilo moguce detektovati ljekovitu supstancu u
akceptorskom medijumu. Objasnjenje ovakvog rezultata je vjerovatno u veoma niskom
sadrzaju lijeka u ispitivanom farmaceutskom obliku (20,79 + 3,80 pg 126,94 = 4,17 png
za DMN 1 i DMN 2, respektivno) i velikom volumenu akceptorskog medijuma (15 ml),
zajedno sa osjetljivos¢u analiticke metode (dobijene vrijednosti limita detekcije i
kvantifikacije ketoprofena iznosile su 0.04 1 0.12 pg/ml, respektivno). Osim toga, nivo
permeacije lijeka u eksperimentima na Franz-ovim c¢elijama zavisi i od vrste
upotrebljene membrane (koza ukupne debljine ili isjecci samo odredenih slojeva koze)
(55). Kada se koristi cijela koza, kao §to je slu¢aj u naSem radu, permeacija lipofilnih
lijekova poput ketoprofena moze biti redukovana u poredenju sa izdvojenim
jednoslojnim membranama koze (227). Razlog za to je prisustvo dermisa koji kao
hidrofilni sloj koze predstavlja barijeru za prolazak lipofilnih molekula (55). Ovaj

zakljucak potvrdio je i Garland sa saradnicima istrazujuéi transdermalnu isporuku
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razli¢itih ljekovitih supstanci formulisanih u obliku rastvorljivih PMVE/MA
(polimetilvinil eter-ko-maleinska kiselina) mikroigala (228). Rezultati ove studije su
pokazali smanjenu permeaciju svih ispitivanih supstanci kroz uzorke koze svinje
ukupne debljine, u poredenju sa isje¢cima koze. Upravo zbog toga, upotreba cijele koze
je od koristi u testiranju lipofilnih lijekova kako bi se dobili §to vjerodostojniji rezultati
fluksa lijeka i Sto pribliznije oponasali in vivo uslovi. Permeacija ljekovite supstance je
uspjesno dokazana u brojnim radovima samo primjenom silikonskih mikroigala i ve¢
pomenutih principa ’poke and patch’ (73, 218-220). Uspje$nost istog principa perkutane
isporuke lijeka pokazana je i u nasem radu, u okviru prvog eksperimenta primjene
disperzije  PDLLA-KET nanocestica na uzorke koze svinje, prethodno tretirane
ImmuPatch mikroiglama. Ipak, do sada nema objavljenih radova o isporuci lijekova
putem rastvorljivih mikroigala izradenih metodom atomizacije i1 rasprSivanja tecnosti.
Vecina studija koje su se bavile istrazivanjem perkutane isporuke lijeka pomocu
rastvorljivih mikroigala dobijenih drugim metodama, bile su ograni¢ene samo na
rezultate penetracije 1 deponovanja lijeka u razlicite slojeve koZe (lokalna,
intradermalna isporuka) (192, 228-230). Podaci o permeaciji i fluksu lijeka kroz uzorke
koze u in vitro uslovima, kao i malobrojne in vivo studije na miSevima, objavljene su
samo za rastvorljive mikroigle ¢ija se duzina krece od 600-1000 um (228, 231, 232)
Sadrzaj ketoprofena u disperziji PDLLA-KET nanocestica je bio vise od 6 puta veci od
sadrzaja lijeka u DMN 1 i DMN 2 mikroiglama. Stoga je, u naSem posebnom slucaju,
vjerovatnije da je razlog neuspjeSne permeacije doza ljekovite supstance primjenjene po
jedinici povrSine koze nego tip upotrebljenih mikroigala. Transdermalna isporuka
ketoprofena u obliku rastvorljivih mikroigala moZe se znacajno poboljSati primjenom
nizova mikroigala ve¢e povrSine i gustine, kao 1 formulacijom visih doza lijeka u duze
mikroigle veceg volumena (219, 233). Konac¢no, na osnovu dobijenih rezultata moze se
zakljuciti da rastvorljive mikroigle izradene metodom atomizacije i rasprsivanja tecnosti
mogu uspjeSno penetrirati u kozu 1 biti upotrebljene kao sistemi za trenutnu ili
produzenu isporuku lijeka u/kroz kozu, u zavisnosti od osobina lijeka/nosaca i same
formulacije, §to je bio 1 osnovni cilj ove faze eksperimentalnog rada.

Prikazanim studijama nedostaju in vivo ispitivanja formulacija razvijenih u ovoj

disertaciji, kako bi se ispitao uticaj razli¢itih efekata koji nisu prisutni/ukljuceni u ex
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Vivo istrazivanja, i1 postigao potpuniji uvid u karakteristike i efekte lijeka primjenjenog u

obliku ovakvih vrsta nosaca.
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U ovoj doktorskoj disertaciji primjenom modifikovane metode izmjeStanja
solvensa izradene su PDLLA nanocestice u koje je inkapsuliran ketoprofen, ljekovita
supstanca teSko rastvorljiva u vodi. Nakon sveobuhvatne karakterizacije dobijenih
PDLLA nanocestica sa inkapsuliranim ketoprofenom, ova formulacija je koriS¢ena za
izradu rastvorljivih mikroigala metodom atomizacije i rasprSivanja te¢nosti. Na osnovu

prikazanih rezultata, moze se zakljuciti sljedece:

+ Razvijena je HPLC metoda za odredivanje ketoprofena u nanocesticama i
svi parametri validacije metode odgovaraju kriterijumima prihvatljivosti i
dokazuju da je predlozena metoda specifi¢na, selektivna, precizna, tacna i
reproduktivna za kvalitativno i kvantitativno odredivanje ketoprofena
inkapsuliranog u polimerne nanocestice.

¢+ Optimizacijom metode primjenjene za izradu polimernih nanocestica
uspje$no je inkapsuliran lijek u velikom procentu (75,3 = 0,96%).
Utvrdeno je da visoke koncentracije ketoprofena i primjena PVA, kao
stabilizatora, dovode do povecene koli¢ine inkapsuliranog lijeka.

¢ Poredenjem aktivnih i placebo uzoraka polimernih nanocestica pokazano
je da proces inkapsulacije ketoprofena nije doveo do promjene
morfoloskih karkateristika, oblika i raspodjele veli¢ina izradenih PDLLA
nanocestica. Dobijene su nanocestice sfernog oblika, koje je odlikovao
visok stepen uniformnosti veli¢ina, u opsegu od 117,6 + 0,55 do 144,8 +
1,80 nm. U poredenju sa literaturnim podacima, moZze se zakljuciti da je
kod izradenih nanocCestica postignuta optimalna korelacija izmedu
Zeljenog oblika, veliCine Cestica 1 ostvarene efikasnosti inkapsulacije.

¢ Fizicka karakterizacija PDLLA nanocestica je potvrdila prisustvo lijeka u
PDLLA nanocesticama, ali i postojanje interakcija izmedu polimera i
inkapsuliranog lijeka, i ulogu ketoprofena kao plastifikatora u ispitivanim
uzorcima PDLLA-KET nanocestica. Na osnovu ovih rezultata doslo se
do zaklju¢ka da interakcije izmedu ketoprofena i PDLLA utiCu na
kinetiku oslobadanja lijeka iz polimernog matriksa i odgovorne su za
efekat inicijalnog naglog otpustanja lijeka. Pored ovog efekta, rezultati

termalne analize su pokazali da ketoprofen najvjerovatnije ima i aktivnu
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termi¢ku ulogu u ispitivanom sistemu, budu¢i da je uoCeno da su
nanocestice termicki blago stabilnije.

Rezultati ispitivanja degradacije polimera i1 brzine oslobadanja lijeka,
potvrdili su postavljenu hipotezu da se inkapsulacijom ketoprofena u
PDLLA nanocestice moze posti¢i produzeno oslobadanje lijeka, u odnosu
na konvencionalne nosac¢e. U toku 7 dana, oslobodeno je oko 60% lijeka
inkapsuliranog u PDLLA nanocestice. Zakljuceno je da se oslobadanje
ketoprofena iz nanosfera odvija procesima difuzije i erozije matriksa, ali i
da se difuzija, deSava brze nego erozija PDLLA matriksa, te predstavlja
glavni mehanizam oslobadanja ketoprofena. Tokom difundovanja ka
vodenoj sredini, lijek interaguje sa polimernim lancima, poveéava
njihovu pokretljivost i omogucéava penetraciju vode unutar materijala i na
taj nacin uti¢e na kinetiku procesa degradacije polimera.

Merenjem zeta potencijala uzoraka nanocestica dobijeni su ocekivani
rezultati koji ukazuju na negativno naelektrisanu povrSinu PDLLA-KET
nanocestica, i elektrostaticke interakcije koje polarne grupena krajevima
lanaca polimera uspostavljaju sa ketoprofenom. Uz elektrostaticku, i
sterna stabilizacija, koja je posljedicaprisustva PVA kao stabilizatora,
doprinijela je zadovoljovaju¢oj kratkoro¢noj stabilnosti nanocestica.
Rezultati dobijeni u drugom dijelu doktorske disertacije su pokazali da se
primjenom tehnike atomizacije i1 rasprSivanja disperzije PDLLA-KET
nanocestica mogu dobiti mikrokapljice koje omogucavaju bolje kvasenje
unutras$njih zidova Supljina kalupa za izradu mikroigala, ¢ime je bilo
omoguceno dobijanje mikroigala ostrih vrhova i pravilne piramidalne
strukture.  Zadovoljavajuée morfoloske karakteristike —mikroigala
ostvarene su primjenom Taguchi eksperimentalnog dizajna za
optimizaciju procesa. Uoceno je da metoda atomizacije i raspr$ivanja
teCnog uzorka prevazilazi nedostatke drugih metoda za punjenje kalupa,
poput slabog kvasenja njegovih unutra$njih Supljina, i na taj nacin
obezbjeduje izradu rastvorljivih mikroigala sa ujednacenim sadrzajem

ljekovite supstance.
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Budué¢i da je potvrdeno da primjena ostrijin mikroigala rezultira
uspjesnijom isporukom lijeka u poredenju sa mikroiglama ravnih ivica i
vrha, primjenjena metoda atomizacije 1 rasprSivanja tecnosti moze biti
istaknuta kao jednostavna, ekonomicna i izuzetno efikasna metoda izrade
rastvorljivih mikroigala. Dodatno, doslo se do zakljucka da ova metoda
pruza mogucnost za izradu mikroigala razliCitog dizajna i od razli¢itih
materijala, Sto moze donijeti znaCajan napredak na polju kontrolisanog
oslobadanja lijeka i/ili primjene kombinovane terapije, odnosno dva
lijeka u istom nosacu.

Rezultati procjene mehanickih osobina izradenih rastvorljivih mikroigala
pokazali su rigidnu, nefleksibilnu i veoma c¢vrstu strukturu mikroigala,
koja je rezultat njihovog slojevitog dizajna. Budu¢i da sposobnost
mikroigle da podnese silu/pritisak prilikom aplikacije na kozu, zavisi
upravo od njene mehanicke ¢vrstine (koja je odredena metodom izrade,
¢vrstinom materijala upotrebljenog za izradu i dimenzijama mikroigle),
moze se ocekivati da ¢e mikroigle ovakvih karakteristika uspje$no
penetrirati i dovesti do isporuke lijeka u ciljna tkiva.

U prilog prethodnom zaklju¢ku govore i rezultati ex vivo studija na
uzorcima koze svinje, gdje je potvrdena uspje$na penetracija izradenih
rastvorljivih mikroigala, ali i produzeno oslobadanje ketoprofena iz
PDLLA nanocestica ugradenih u rastvorljive mikroigle, u poredenju sa
oslobadanjem lijeka iz konvencionalnih nosaca primjenjenih na intaktnu
koZu. Zakljuceno je da se nakon primjene rastvorljivih mikroigala u kozi
formiraju mikrokanali, koji omogucavaju uspjesnu isporuku PDLLA
nanocestica sa inkapsuliranim lijekom.

Medutim, uoceno je 1 ograni¢enje izradenih nizova rastvorljivih
mikroigala, koje se ogleda u malom procentu sadrzaja lijeka, Sto je, u
ovom radu, otezalo detekciju ketoprofena u najdubljim slojevima koze.
Ipak, primjena istog uzorka nanocCestica u obliku disperzije na kozu
tretiranu  silikonskim mikroiglama sliénih osobina kao izradene
rastvorljive mikroigle, dovela je do permeacije lijeka kroz kozu, S§to

ukazuje na mogucu transdrmalnu primjenu. Navedeno ogranicenje

164



Zakljucci Doktorska disertacija, Sonja Vucen

rastvorljivih mikroigala moze lako biti prevazideno primjenom
povrsinski vecih nizova sa duzim mikroiglama, ve¢eg volumena i gustine
po jedinici povrsine potporne membrane.

¢+ Rezultati kratkoro¢ne studije stabilnosti ukazali su da nije doslo fizi¢kih i
hemijskim promjena u toku 90 dana. Ipak, kako bi rastvorljive mikroigle
postale odrziva alternativa oblozenim ¢vrstim mikroiglama i terapiji
konvencionalnim iglama, zahtjeva se njihova stabilnost u periodu od
najmanje 1 do 2 godine. Stoga je neophodno sprovesti dalje studije
stabilnosti rastvorljivih mikroigala formulisanih u ovom radu, kako bi se
potvrdili dobijeni rezultati i dokazala dugorocna stabilnost ovih
formulacija.

%+ Shodno dobijenim rezultatima kroz sve faze doktorske disertacije, moze
se izvesti generalni zaklju¢ak da su dobijene formulacije PDLLA
nanocestica sa inkapsuliranim ketoprofenom, koje su formulisane u
obliku rastvorljivin mikroigala, pokazale veliki potencijal za produZzenu
intradermalnu 1 transdermalnu isporuku leka. Izradene rastvorljive
mikroigle, kao novi sistemi za isporuku leka u/kroz kozu mogu dati veliki
doprinos unapredenju konvencionalne terapije i poboljSanju terapijske

efikasnosti lijeka i adherence pacijenta, §to je konacan cilj u razvoju

svakog farmaceutskog oblika.
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bila je stipendista Ministarstva prosvete i kulture Republike Srpske. Doktorske
akademske studije iz farmaceutske tehnologije na Farmaceutskom fakultetu u
Beogradu upisala je Skolske 2006/2007 godine.

0d maja do novembra 2007. godine radila je kao saradnik u nastavi, nakon
Cega je izabrana u zvanje asistenta na Katedri za farmaceutsku tehnologiju i
kozmetologiju Medicinskog fakulteta u Banjoj Luci. U januaru 2012. godine birana
je u zvanje viSeg asistenta na istoj Katedri.

Od oktobra 2011. godine boravi u Irskoj, na Farmaceutskom fakultetu
Univerziteta u Korku, gdje je angaZovana kao istrazivac na projektu Immupatch, Od
2011. godine ucestvuje i na projektu tehnoloskog razvoja pod nazivom “Razvoj
molekula sa antiinflamatornim i Kkardioprotektivnim dejstvom: strukturne
modifikacije, modelovanje, fizicko-hemijska karakterizacija i formulaciona
ispitivanja” (0I-172041) Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja

Republike Srbije.
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7.3. Izjava o autorstvu

Potpisana: Sonja Vucen
Broj indeksa: 31/06
Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

Formulacija i karakterizacija rastvorljivih mikroigala za kontrolisanu

transdermalnu isporuku ketoprofena inkapsularinog u polimerne nanocestice

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predlozena disertacija u cjelini ni u dijelovima nije bila predlozena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krSila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potp/iﬁ;okto randa

U

U Beogradu, 18. novembar, 2013.
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7.4. 1zjava o istovjetnosti Stampane i elektronske verzije doktorske

disertacije

Ime i prezime autora: Sonja Vucen

Broj indeksa: 31/06

Studijski program: Doktorske akademske studije iz Farmaceutske tehnologije

Naslov rada: Formulacija i karakterizacija rastvorljivin mikroigala za kontrolisanu
transdermalnu isporuku ketoprofena inkapsularinog u polimerne
nanocestice

Mentor: prof. dr Gordana Vuleta
Potpisana: Sonja Vucen

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovjetna elektronskoj
verziji koju sam predala za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma
Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog
zvanja doktora nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mjesto rodenja i datum
odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u

elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpiggloktoranda

X

U

U Beogradu, 18. novembar, 2013.
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7.5. Izjava o koriséenju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni

repozitorijum Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Formulacija i karakterizacija rastvorljivih mikroigala za kontrolisanu transdermalnu

isporuku ketoprofena inkapsularinog u polimerne nanocestice
koja je moje autorsko djelo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno

arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabraanom tipu licence

Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucila.
1. Autorstvo
2. Autorstvo — nekomercijalno
@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — dijeliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — dijeliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je

na poledini lista).

Potpis doktoranda

Wt

U Beogradu, 18. novembar, 2013.
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