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Bolest suhog oka

Bolest suhog oka (engl. Dry eye disease, DED) je multifaktorijalna bolest povrsine oka koju
karakterizira gubitak homeostaze suznog filma i simptomi kao §to su nelagoda 1 poremeca;j vida.
Etiologija bolesti ukljuc¢uje nestabilnost suznog filma i hiperosmolarnost, upalu i ostecenje
povrsine oka te neurosenzorne abnormalnosti (Craig i ostali, 2017). Karakterizirana je
nedostatkom stvaranja suza ili povecanim isparavanjem suza. Simptomi su suhoc¢a oka, pecenje,
svrbez, osjetljivost na svjetlo, bol, zamucenje vida, zamor oka, ljepljiv sekret (Zhang i ostali,
2021). Sredisnji mehanizam u podlozi patofiziologije DED-a je gubitak vode na povrSini oka
radi smanjene sekrecije suza (hiposekrecijski oblik) ili prekomjernog isparavanja suznog filma
(hiperevaporacijski oblik), sto u konacnici dovodi do hiperosmolarnog stresa (Beckman i ostali,
2020). Medutim, DED je kompleksna multifaktorijalna bolest koja se ne moze okarakterizirati
jednim procesom, znakom ili simptomom, nego razli¢itim medusobno povezanim uzrocima ili
utjecajima (Craig i ostali, 2017). Nestabilnost suznog filma prati pove¢ana osmolarnost koja
zatim aktivira signalne putove stresa u povrSinskom epitelu oka i rezidentnim imunosnim
stanicama te pokrece proizvodnju upalnih molekula koje mogu dovesti do izraZenije disfunkcije
suznog filma 1 pogorSanja simptoma. Mnogi mehanizmi za odrZavanje homeostaze povrSine
oka i Zlijezda su poremeceni kod bolesti suhog oka, uz to brojni vanjski (npr. mala relativna
vlaznost zraka, dugotrajna izlozenost elektronickim zaslonima, nosenje kontaktnih leca) i
unutarnji ¢imbenici (npr. starenje, autoimunost, Zenski spol) mogu pridonijeti upalnom ciklusu,

stoga je tesko pripisati jedan uzrok za vecinu slucajeva DED-a (Pflugfelder i de Paiva, 2017).

Trenutne glavne terapijske opcije za DED su nadomjeStanje suza primjenom umjetnih suza te
lokalna protuupalna terapija (Jurisi¢ Dukovski i ostali, 2020). Ciklosporin A (CsA) se koristi u
lijeCenju tezih sluajeva DED-a i mora biti koristen u duljem vremenskom razdoblju, a pritom
je pocetak njegovog djelovanja odgoden. Kratkotrajno prethodno lijeGenje lokalnim
kortikosteroidima ili nesteroidnim protuupalnim lijekovima (engl. Nonsteroidal anti-
inflammatory drugs, NSAID) moglo bi dovesti do brzeg ublazavanja simptoma od samog
lokalnog CsA u teskim slu¢ajevima DED-a. Stovise, lokalni kortikosteroidi ili NSAID imaju
potencijal za ucinkovito lijeCenje blage do umjerene DED. Razvoj formulacija s produljenim
zadrZavanjem na povr$ini oka omogucio bi smanjenje potrebne doze kortikosteroida i NSAID-
a, a tako bi se osigurao bolji omjer koristi i rizika za buduce oftalamicke lijekove (Jurisi¢
Dukovski i ostali, 2020).



Izazovi oftalmicke primjene

Iz perspektive oftalmicke primjene lijeka, oko se moze podijeliti u Cetiri dijela: prekornealno
podrucje (spojnica, vjede), roznica, prednji segment (Sarenica, cilijarno tijelo, leca) i straznji
segment (mreznica, staklasto tijelo) (Mandal i ostali, 2017). Topikalna primjena je
najjednostavniji, najmanje invazivan i najvise koristen nacin primjene lijekova u lijecenju
bolesti/poremecaja prednjeg segmenta oka (Janagam i ostali, 2017). Medutim, glavno
ogranicenje topikalne primjene je relativno mala ucinkovitost jer je bioraspolozivost lijeka u

oku ogranicena jedinstvenim fizioloskim i anatomskim znacajkama oka (Jumelle i ostali, 2020).

Suzni film je prva barijera oftalmickoj primjeni lijeka. Suze su teku¢ina koju lu¢e suzne Zlijezde
koje prekrivaju roznicu, stvarajuéi film koji se sastoji od tri sloja vanjski lipidni sloj, srednji
vodeni sloj i unutarnji sloj mucina. Vanjski lipidni sloj smanjuje isparavanje vode i osigurava
odgovarajuc¢e podmazivanje (Imperiale i ostali, 2018). Srednji vodeni sloj se sastoji od proteina
1 enzima koji mogu razgraditi lijekove. Unutarnji sloj suzne tekucine sastoji se od mucina,
visoko glikoziliranih proteina koje luée epitelne stanice roznice. Njihova primarna funkcija je
zaStita povrSine oka od vanjskih Stetnih podrazaja i patogena. Mucini su negativno-nabijene
makromolekule koje mogu uéi u interakciju ili odbijati lijekove putem elektrostatske interakcije

ovisno o naboju molekule lijeka ili terapijskog sustava (Jumelle i ostali, 2020).

Nakon topikalne primjene, suzne zlijezde proizvode vi$ak suza koje ispiru povrSinu oka pritom
odstranjujuci lijek nazolakrimalnom drenazom, stoga je suzenje povezano s kratkim vremenom
zadrzavanja lijeka na povr$ini oka (Imperiale i ostali, 2018). Poznato je da su kapi za oko
najcesci farmaceutski oblik U lijecenju bolesti prednjeg segmenta oka (Janagam 1 ostali, 2017).
Uslijed anatomskih znac¢ajki oka samo ograni¢en volumen kapi za oko (oko 30 pL) moze se
nanijeti na povrSinu oka (Jumelle i ostali, 2020). Za postizanje terapijskog uc¢inka lijekova
potrebne su odgovaraju¢e koncentracije lijeka u ciljnim dijelovima oka, stoga je za odrzavanje
odgovaraju¢e koncentracije uobiCajena Cesta primjena komercijalnih kapi za oko. Potreba
primjene kapi za oko viSe puta na dan vodi slaboj adherenciji terapiji, a moze uzrokovati
nuspojave i1 ostecenje tkiva oka. Osim uklanjanja suzenjem i nazolakrimalnom drenazom mala
raspolozivost topikalno primijenjenog lijeka proizlazi i iz neproduktivne apsorpcije te relativne

nepropusnosti epitela roznice (Janagam i ostali, 2017).

RozZnica je vazan put za apsorpciju lijeka nakon topikalne primjene. Sastoji se od pet razlicitih
slojeva: epitela, Bowmanove membrane, strome, Descemetove membrane i endotela. Epitel

roznice igra glavnu ulogu u ogranicavanju transkornealne apsorpcije lijeka (Mandal i ostali,
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2017). Bogat je lipidima $to ograni¢ava apsorpciju hidrofilnih lijekova. Nadalje, povrSinske
epitelne stanice povezane su Cvrstim vezama (engl. tight junctions) koje ograni¢avaju
apsorpciju tvari paracelularnim prijenosom. Osim toga, efluksne pumpe su Siroko
rasprostranjene u epitelu roznice te su jo$ jedan mehanizam kojim se smanjuje apsorpcija lijeka.
S druge strane, stroma je vrlo hidrofilna i ograni¢ava permeaciju vrlo lipofilnih lijekova.

(Imperiale i ostali, 2018).
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Slika 1. Prikaz glavnih barijera pri topikalnoj oftalmickoj primjeni lijeka (preuzeto i

prilagodeno prema Jumelle i ostali, (2020) uz dopustenje izdavaca)

Prednosti nanoemulzija u oftalmickoj primjeni

Cilj vecine terapijskih nanosustava je poboljSati terapijsku ucinkovitost djelatne tvari i/ili
smanjiti Stetne ucinke. Lijekovi koji su prethodno smatrani neucinkovitima radi loSeg
farmakokinetickog profila, nestabilnosti i/ili loSe topljivosti, zahvaljuju¢i razvoju terapijskih
nanosustava, mogli bi postati dio odrzive terapije (Swierczewska i ostali, 2018). Zadnja dva
desetljeca istrazuju se novi terapijski sustavi temeljeni na nanotehnologiji radi povecanja
bioraspolozivosti lijeka pri topikalnoj primjeni produljujuéi vrijeme zadrzavanja na povrsini
oka. To je 1 postignuto uklapanjem lijekova u razliCite nanosustave: ¢vrste lipidne nanocestice,

nanostrukturirane lipidne nanocestice, nanoemulzije, liposome, niosome, kubosome i



nanomicele. Primjena manje doze te smanjena ucestalost primjene glavne su znacajke takvih
nanosustava, a koje vode poboljSanju suradljivosti pacijenata i smanjenju nuspojava (Lalu i

ostali, 2017).

U/V nanoemulzije su nanosustavi niske toksi¢nosti i iritacije te velikog kapaciteta za uklapanje
lijekova slabo topljivih u vodi (Naseema i ostali, 2021; Zhang i ostali, 2021). Od velikog su
interesa u oftamologiji zbog lipofilne prirode roznice (Silva i ostali, 2021). Nadalje, smatra se
da uljne kapljice nanoemulzije djeluju kao spremnik lijeka iz kojeg se produljeno oslobada lijek.
Anionske U/V nanoemulzije s CsA (Restasis®, Allergan) koriste se u lijeCenju bolesti suhog
oka, a one s difluprednatom (Durezol®, Alcon) za lijeCenje upale i boli povezane s operacijom
oka. U/V nanoemulzije istrazuju se kao nosaci i drugih lipofilnih lijekova, poput analoga
prostaglandina (latanoprosta ili tafluprosta), ali i za isporuku lijekova nestabilnih u vodi (Daull
i ostali, 2014). Nadalje, utvrdeno je da nanoemulzija nastala spontanom emulzifikacijom
triacetina, izopropil miristata, etilnog alkohola i Tweena 80, moZe povecati topljivost,
zadrZavanje na povrSini oka i propusnost luteina (Singh i ostali, 2017). Cationorm® (Santen)
je bila prva kationska nanoemulzija odobrena za lije¢enje umjerenog DED (Singh i ostali,
2020), a 2015. godine je kationska nanoemulzija s ciklosporinom A (Ikrevis®, Santen) dobila
odobrenje za europsko trziste od strane Europske agencije za lijekove. Ikrevis® je indiciran za
lijecenje teSkog keratitisa u odraslih bolesnika s DED-om koji se nije poboljSao unatoc¢
nadomjestanju suza. Zbog pozitivnog naboja nanokapljica ulja, vrijeme zadrzavanja i
bioraspolozivost CSA u oku su se pokazali ve¢im kod kationske emulzije u odnosu na druge
formulacije (Lallemand i ostali, 2017). Kationske nanoemulzije imaju sposobnost produljiti
zadrzavanje nanoemulzije na povrSini oka temeljem interakcije s negativho nabijenim

Mucinima, a time posljedi¢no 1 povecati apsorpciju lijeka (Singh i ostali, 2020).
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Slika 2. Prikaz kationske nanoemulzije u interakciji s negativno nabijenim stanicama roznice.
Kationska nanoemulzija (1) sadrzi lipide koji stabiliziraju suzni film, (2) dovodi do
elektrostatske interakcije s mucinima i (3) poboljsava okularnu apsorpciju (preuzeto i

prilagodeno prema Lallemand i ostali, (2012) uz dopustenje izdavaca)

Fizicko-kemijska svojstva nanoemulzija

Nanoemulzije su disperzni sustavi dviju tekucina koje se medusobno ne mijesaju, a stabilizirani
su povrSinski aktivnim tvarima (PAT). To su polutransparentni do mlijecno bijeli, kineticki
stabilni, ali termodinamicki nestabilni sustavi veli¢ine kapljica disperzne faze u rasponu od 20
do 500 nm (Singh i ostali, 2020). Razlog njihove termodinamicke nestabilnosti je velika
povrsina kapljica unutarnje faze, a kineticka stabilnost moze se objasniti Brownovim gibanjem

kapljica unutarnje faze (Naseema i ostali, 2021).

Ovisno o sastavu, razlikujemo ulje u vodi (U/V) nanoemulzije u kojima su kapljice uljne faze
rasprSene u vodi (naj¢eS$ce se istrazuju za oftalmi¢ku primjenu), zatim voda u ulju (V/U)
nanoemulzije gdje je vodena faza dispergirana u ulju te viSestruke emulzije koje mogu biti
U/V/U ili VIU/V oblika (Tayeb i Sainsbury, 2018). Prema naboju na povrsini nanocestica,

nanoemulzije dijelimo na neutralne, anionske i kationske (Rai i ostali, 2018).



Sastav nanoemulzija

Glavne komponente nanoemulzija su uljna faza, vodena faza, povrSinski aktivne tvari (PAT ili
surfaktanti) i moguce kosurfaktanti (Singh i ostali, 2020). Odabir PAT, uljne faze i
kosurfaktanta vazan je jer ove pomoéne tvari ne smiju biti iritirajuce i toksicne za roznicu i

spojnicu ili druga tkiva oka (Kaur i Kakkar, 2014).

Uljna faza

Obicno se za uljnu fazu koriste srednje ili dugo lancani trigliceridi jer zbog dobre topljivosti
lipofilnih lijekova (Singh i ostali, 2020). Topljivost lijeka u uljnoj fazi je klju¢na je znacajka za
odabir ulja.

Povrsinski aktivne tvari

PAT su amfifilne molekule, molekule koje sadrze hidrofobni i hidrofilni dio u svojoj strukturi.
PAT smanjuju medufaznu napetost, povrSinsku energiju po jedinici povrSine izmedu disperzne
i kontinuirane faze, $sto omogucuje nastanak nanoemulzija i osigurava njihovu stabilnost (Tayeb
i Sainsbury, 2018). Imaju tendenciju brze adsorpcije na povrsini izmedu vodene i uljne faze,
sprjecavaju agregaciju kapljica (Singh i ostali, 2017) te smanjuju koli¢inu vanjske energije
potrebne za usitnjavanje kapljica disperzne faze (Tayeb i Sainsbury, 2018). Kako bi se opisao
relativni znacaj hidrofilnih i hidrofobnih skupina u PAT, koristi se HLB (engl. hydrophilic—
lipophilic balance) vrijednost, a moze se izracunati iz njihove kemijske strukture. PAT sa
srednjom do visokom HLB vrijednos$¢u (8-18) koriste se za pripravu U/V nanoemulzija, dok su
za V/U nanoemulzije potrebni hidrofobniji PAT nizih HLB vrijednosti (3-6) (Qadir i ostali,
2016).

PAT se na temelju elektrickih svojstava dijele na neionske, anionske, kationske 1 zwitterionske
vrste (Singh i ostali, 2020). Nanoemulzije mogu biti stabilizirane elektrostatskom i steriCkom
stabilizacijom ili njihovom kombinacijom (Nagarwal 1 ostali, 2009). Neionske povrSinski
aktivne tvari stabiliziraju nanoemulzije vodikovim i dipolnim vezama kao i steri¢kim
smetnjama, dok ionski surfaktanti stabiliziraju nanoemulzije elektrostatski (Singh i ostali,
2020).

Ponekad se uz PAT Kkoriste kosurfaktanti koji dodatno smanjuju medufaznu napetost,

povecavaju fluidnosti medufaza te entropiju sustava, reguliraju medufaznu zakrivljenost filma,



optimiziraju omjer viskoznosti disperzne i kontinuirane faze te omogucuju bolji prodor ulja

unutar hidrofobnih skupina PAT (Singh i ostali, 2020).

Kolliphor® EL je neionska povrsinski aktivna tvar HLB vrijednosti 12-14. Makrogolglicerol
ricinoleat 35 je glavna komponenta u njegovom sastavu i zajedno s polietilen glikolnim
esterima masnih kiselina ¢ini hidrofobni dio, dok manji hidrofilni dio ¢ine slobodni
polietilenglikoli i etoksilirani glicerol (www.pharma.basf.com). Odobren je za koriStenje u
oftalmi¢kim formulacijama u koncentracijama do 5% (FDA Drug Databases, Inactive

Ingredients in Approved Drug Products).

Poloksameri su neionski kopolimeri tipa ABA koji se sastoje od dvije razli¢ite jedinice,
poli(etilen-oksida) i poli(propilen-oksida) (Koutsoviti i ostali, 2021). Polioksietilenski lanac je
nositelj hidrofilnih svojstava, a ostatak molekule nositelj je hidrofobnih svojstava. Sto je veéi
maseni udio poli(etilen-oksida) u molekuli, PAT ima visu HLB vrijednost i topljiviji je u
vodenoj otopini (Jiao, 2008). U nazivu, prve dvije znamenke pomnozene sa 100 oznacavaju
molekularnu masu poli(propilen-)oksida, a zadnja znamenka pomnoZena s 10 maseni udio
poli(etilen-oksida) (www.pharma.basf.com). U ovom radu koristeni su poloksamer 407
(HLB=18) i poloksamer 188 koji ima HLB vrijednost 29 te je stoga znatno hidrofilan.
Poloksameri su koriSteni u nekoliko formulacija komercijalnih kapi za oko i dokazana je

njihova sigurnost (Jiao, 2008).

Lecitin je prirodna smjesa fosfolipida Cesto koriStena u pripravi terapijskih nanosustava te se
smatra sigurnom i biokompatibilnom pomo¢nom tvari. Zbog svoje lipofilne prirode, ocekuje se
da ¢e osigurati relativno visoko uklapanje lipofilnih lijekova kao i produljeno oslobadanje
(Hafner i ostali, 2015). Najzastupljeniji fosfolipidi su fosfatidilkolin i fosfatidiletanolamin.
Amfifilne su molekule koje se Cesto koriste kao emulgatori/PAT. Prirodni lecitini su medu
najsigurnijim emulgatorima/PAT na trziStu. Prirodni i enzimski modificirani lecitini imaju
regulatorni GRAS (Generally recognized as safe) status stoga se mogu sigurno Koristiti u

razvoju nanoemulzija ¢ak i za osjetljive puteve primjene (Klang i Valenta, 2011).

Nositelj pozitivnog naboja

Utvrdeno je da kationske nanoemulzije povecavaju terapijsku u¢inkovitost nakon topikalne
oftalmicke primjene putem interakcija s negativno nabijenim mucinima na povrsini oka i
poboljsanim vremenom zadrzavanja formulacije na povrSini oka (Singh i ostali, 2020). Veci

pozitivni naboj kationskog agensa, dovodi do vece stabilnost nanoemulzije zbog



elektrostatskog odbijanja kapljica uljne faze nanoemulzije (Patel i ostali, 2016). Za postizanje
visokog zeta-potencijala kationske nanoemulzije gotovo sav kationski agens mora biti zarobljen
u nanokapljici ulja s pozitivnim nabojem na granici ulje-voda, a koli¢ine slobodno topljivih
molekula kationskog agensa prisutne u vodenoj fazi trebaju biti minimalne jer mogu smanjiti

zeta potencijal nanoemulzije (Daull i ostali, 2014).

Uljna jezgra
Otapa lijek slabo topljiv u vodi

PAT
Stabilizira povrsinu na
granici faza

Kationski agens
Nositelj pozitivnog naboja

Slika 3. Shematski prikaz nanokapljice ulja u kationskoj U/V nanoemulziji (preuzeto i

prilagodeno prema Daull 1 ostali, (2014) uz dopustenje izdavaca)

Karakterizacija nanoemulzija

Vrsta PAT, veli¢ina kapljica i zeta-potencijal izravno su povezani sa stabilno$¢u nanoemulzija.
Njihov zajednicki uéinak odreduje stabilnost nanoemulzije. Fomulacija nanoemulzija obi¢no
se optimizira na temelju veli¢ine kapljica, indeksa polidisperznosti, zeta potencijala, ali i

topljivosti djelatne tvari, uspjesnosti uklapanja te brzini oslobadanja (Rai i ostali, 2018).

Velicina ¢estica i indeks polidisperznosti

Veli¢ina Cestica odreduje se dinami¢kim rasprSivanjem svjetlosti (engl. dynamic light
scattering, DLS). Uljne kapljice nanoemulzije se neprestano i nasumic¢no gibaju. Takvo gibanje
naziva se Brownovo gibanje, a brzina gibanja Cestica ovisi o njihovoj veli¢ini i temperaturi

sustava (manje Cestice se brze gibaju, a vece se gibaju sporije, a usto se pri vecoj temperaturi



Cestice brze gibaju). DLS je tehnika koja se koristi za mjerenje Brownovog gibanja, a povezuje
brzinu gibanja i veli¢inu Cestica kroz Stokes-Einsteinovu jednadzbu. Osvjetljavanjem Cestica
laserom i analizom promjene intenziteta rasprsene svjetlosti, DLS omogucuje izrac¢un veli¢ina
Cestica. DLS omogucuje brzo odredivanje prosjecne veliCine uljnih kapljica te raspodjele
veli¢ine kapljica (Qadir i ostali, 2016). Indeks polidisperznosti (engl. polydispersity index, PDI)
predstavlja mjeru rasapa veli¢ine kapljica unutarnje faze oko prosje¢ne vrijednosti. Potpuno
ujednacene, monodisperzne nanoemulzije karakterizira PDI od 0, a polidisperzne nanoemulzije
¢ije su kapljice unutarnje faze prisutne u vrlo razli¢itim velicinama karakterizia PDI od 1 (Singh
i ostali, 2017). Postoje dodatne razli¢ite metode za odredivanje veli¢ine i PDI od kojih se istice
asimetri¢no razdvajanje proto¢nim poljem (asymmetric flow field-flow fractionation, AF4)-

metoda koja je osjetljivija i ima vecu mo¢ razlu¢ivanja od DLS (Singh i ostali, 2020).

Prosjecna veli¢ina i PDI su vazni parametri stabilnosti jer manja veli¢ina kapljica nanoemulzije

ujednacene raspodjele veli¢ina, osigurava visoku razinu stabilnosti (Rai i ostali, 2018).

Zeta-potencijal

Naboj na povrsini kapljica nanoemulzije odreduje se mjerenjem zeta-potencijala. Zeta-
potencijal je potencijal smjeSten na plohi smicanja izmedu dvostrukog elektricnog sloja
kapljice, koja se krece pod utjecajem elektricnog polja, i okolnog medija (Daull i ostali, 2014)
Zeta-potencijal se ne mjeri izravno, ve¢ se iz izmjerene elektroforetske pokretljivosti kapljica
raGuna pomoc¢u Henry-jeve jednadzbe. O zeta-potencijalu ovisi stabilnost nanoemulzija te se
podeSavanjem zeta-potencijala moZe povecati stabilnost elektrostatski stabiliziranih

nanoemulzija (Singh i ostali, 2017).

Naboj povrsine kapljica znaajno utjeCe na interakciju nanoemulzije s povrSinom oka te

posljedi¢no na vrijeme zadrzavanja formulacije na mjestu primjene (Jurisi¢ Dukovski B. 2021).

Mehanizmi destabilizacije NE

Sukladno drugom zakonu termodinamike sustav e teziti najnizoj mogucoj razini energije,
stoga Ce se destabilizacijski procesi pojaviti tijekom vremena (Klang i Valenta, 2011).
Nanoemulzije su podloZne istim mehanizmima nestabilnosti kao obi¢ne emulzije te im se s
vremenom povecava prosjecna veli¢ina i polidisperznost, a u konac¢nici dolazi do razdvajanja
faza. Medutim, mala dimenzija kapljica nanoemulzije rezultira znacajno poboljSanom

kinetickom stabilno$¢u nanoemulzija u usporedbi s emulzijama (Helgeson, 2016).



Najznacajniji mehanizam destabilizacije nanoemulzija je Ostwaldovo zrenje. To je difuzijski
fenomen gdje vece kapljice rastu na rac¢un manjih Sto dovodi do rasta veli¢ine kapljica i u
konac¢nici odvajanja faza. Uzrokovan je Laplaceovim tlakom, $to je razlika tlaka preko
zakrivljene povrsine, a ovisi o povrSinskoj napetosti i povrSini kapljica (Singh i ostali, 2017).
Manje kapljice disperzne faze imaju visi Laplaceov tlak i migriraju kroz kontinuiranu fazu u
velike kapljice koje imaju nizi tlak. Laplaceov tlak omogucuje prijenos mase s manjih na vece
kapljice. Topljivost uljne faze u kontinuiranoj fazi igra glavnu ulogu u Ostwaldovom zrenju, a
moze se suzbiti odabirom uljne faze vrlo niske topljivosti u kontinuiranoj fazi (Tayeb i

Sainsbury, 2018).

Drugi mehanizam destabilizacije nanoemulzije je koalescencija. Koalescencija je proces u
kojim se dvije ili viSe kapljica spajaju tijekom kontakta i tvore jednu vecu kapljicu. Temelji se
na kinetickim fenomenima kao S$to su vrhnjenje, sedimentacija i ponekad nasumicne
termodinamicke fluktuacije koje poticu sudaranje i udruzivanje kapljica uljne faze $to dovodi
do povecanja veli¢ine kapljica. Sedimentacija i vrhnjenje su reverzibilni procesi jer se kapljice
mogu rasprsiti protresanjem nanoemulzije (Singh i ostali, 2017). S druge strane, koalescencija
je ireverzibilan proces kojim emulzija postaje grublja, ¢ime se smanjuje koli¢ina Gibbsove
slobodne energije smanjenjem povrsine i dovodi do kona¢nog odvajanja faza (Klang i Valenta,
2011). Moze se izbjeci koristenjem hidrofilnijeg PAT ili upotrebom nabijenog PAT koji moze

pruziti elektrostatsku stabilizaciju osim uobicajene steri¢ke stabilizacije (Singh i ostali, 2017).

Metode priprave nanoemulzija

Priprava nanoemulzija zahtjeva veliku koli¢inu energije. Minimalna energija koju je potrebno
uloziti za njihovu izradu ovisi o0 medufaznoj napetosti izmedu disperzne i kontinuirane faze, o
volumnom udjelu disperzne faze 1 Zeljenoj veli€ini kapljica. Metode izrade nanoemulzija prema
izvoru energije dijelimo na visokoenergetske i niskoenergetske (Helgeson, 2016).
Visokoenergetske metode ukljucuju koristenje mehanickih uredaja za postizanje sila smicanja
kako bi se disperzna faza usitnila do kapljica nanometarske veli¢ine (mikrofluidizacija,
visokotlatna homogenizacija, ultrasonifikacija), a niskoenergetske metode iskoriStavaju
unutarnji kemijski potencijal sustava koji ¢ini nanoemulziju (spontano emulgiranje, fazna

inverzija) (Tayeb i Sainsbury, 2018).

Mikrofluidizator je uredaj kod kojeg se gruba emulzija pod visokim tlakom propusta kroz uske
mikrokanali¢e interakcijske komore u kojoj, zbog sudara struja formulacije usmjerenih jedne
prema drugoj, dolazi do smanjenja veli¢ine kapljica. Obicno se uzorak propusta viSe puta
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(ponekad 1 do 100 ciklusa) kroz interakcijsku komoru do postizanja Zeljene veliine kapljica
disperzne faze. Energija nastala sudarom kapljica rasipa se u obliku topline i zahtijeva hladenje.
Utvrdeno je da mikrofluidizacija u¢inkovitija od visokotlacnih homogenizatora u proizvodnji

stabilnih U/V nanoemulzija pri niskim koncentracijama PAT (Klang i Valenta, 2011).

Slika 4. Mikrofluidizator model LM20 Microfluidizer®

U visokotlacnom homogenizatoru uljna i vodena faza se puStaju kroz mali ulazni otvor izmedu
nepomicnog statora i rotora koji se okrece velikom brzinom, pri ¢emu se stvara veliki gradijent
tlaka izmedu mjesta ulaza i izlaza uzorka. Uslijed turbulencije i velikih sila smicanja dolazi do

usitnjavanja kapljica do nanometarske veli¢ine (Qadir i ostali, 2016).

Princip rada ultrasonikatora temelji se na visokofrekventnim zvuénim valovima. Ti instrumenti
sadrze ultrazvuénu sondu koja na vrhu stvara intenzivnu razornu silu. Kada je sonda uronjena
u uzorak, ultrazvucni valovi stvaraju kavitacijske mjehurice koji rastu dok ne implodiraju te
tako stvaraju udarne valove 1 mlazni tok koji u konacnici pritiS¢u rasprSene kapljice te tako
smanjuju njihovu veli¢inu. Karakterizira ga najmanja potrosnja mehanicke energije, ali moze

do¢i do kontaminacije formulacije (Singh i ostali, 2017).

Niskoenergetska metoda fazne inverzije temelji se na specificnom svojstvu PAT osjetljivih na
temperaturu da promjene topljivost u vodi i ulju ovisno o temperaturi sustava (Rai i ostali,

2018). Spontano emulgiranje je provodi se bez posebne opreme. Za pripremu U/V nanoemulzija
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voda se dodaje u otopinu ulja i PAT korak po korak na fiksnoj temperaturi uz lagano mijesanje
te se dolazi do spontane emulzifikacije. Ograni¢enje ove metode je manja koli¢ina uljne faze i

prisutnost otapala (Naseema i ostali, 2021).

Niskoenergetskim metodama mogu u nacelu pripraviti monodisperzne nanoemulzije s boljom
kontrolom veli¢ine u usporedbi s visokoenergetskim metodama. Medutim, one zahtijevaju
znacajnu kontrolu i razumijevanje ponaSanja ravnoteze faza, te su stoga vrlo ograniceni
sirovinama koje se mogu Kkoristiti (Helgeson, 2016). Nasuprot tome, visokoenergetskim
metodama gotovo bilo koje ulje moze biti podvrgnuto nanoemulzifikaciji te su stoga
primjenjivije u industrijskoj proizvodnji. Glavni nedostaci su veliki troSkovi instrumenata i
stvaranje visokih radnih temperatura Sto ponekad iskljucuje termolabilne lijekove (Singh i

ostali, 2017).

Loteprenol etabonat

Loteprednol etabonat (LE) je je lokalni kortikosteroid na bazi estera kojeg je odobrila Agencija
za hranu i lijekove SAD-a (FDA) 1998. godine u obliku kapi za oko, suspenzije, za lokalno
lije¢enje mnogih upalnih bolesti oka i upale nakon operacije katarakte (Patel i ostali, 2016), a
2020. odobren je za lije¢enje DED-a. LE ima nizak rizik od kortikosteroidom induciranog
poviSenog ocnog tlaka tijekom kratkotrajne 1 dugotrajne primjene 1 pokazuje niZe stope klinicki
znacajnog povisenja o¢nog tlaka u usporedbi s drugim kortikosteroidima (Beckman i ostali,
2020). U lijecenju DED-a, pokazano je da je primjena loteprednol etabonata (0,5 %) dva tjedna
prije uvodenja terapije CSA znacajno smanjila ucestalost jakog peckanja povezanog s uporabom
lokalnog CsA te brze i u¢inkovitije smanjila simptome DED-a od samog CsA i umjetnih suza.
Povecana ucinkovitost i smanjene komplikacija kombiniranjem LE i CSA bi trebale povecati
postotak pacijenata koji ¢e uspjeSno zapoceti i nastaviti lijeCenje CSA dulje vremensko

razdoblje bez prekida (Sheppard i ostali, 2014).
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OBRAZLOZENJE TEME

DED je najéesci oblik kroni¢ne bolesti povrsine oka, uzrokuje kroni¢nu nelagodu, iritaciju i
poremecaje vida te smanjuje kvalitetu zivota. Procijenjeno je da je od 5% do 35% stanovnistva
diljem svijeta zahvac¢en blagom do umjerenom boles¢u suhog okom (Sheppard i ostali, 2014).
Danasnja terapija je ogranicena, a za blage do umjerene oblike bolesti nedostatna, stoga se javlja
potreba za novim terapijskim pristupima. S druge strane, bolesti oka obi¢no se lijece topikalnom
primjenom lijekova u obliku kapi za oko radi njihove jednostavnosti, sigurnosti i prihvacanja
od strane pacijenata. Medutim slozena struktura oka, koja ukljucuje brojne barijere, ograni¢ava
bioraspoloZzivost lijeka U oku. PoboljSanje bioraspoloZivosti oftalmickih lijekova veliki je
izazov, a cilj je posti¢i optimalnu koncentraciju lijeka na ciljanom mjestu (Gan i ostali, 2013).
U posljednje vrijeme se kontinuirano istrazuju razli¢iti novi terapijski nanosustavi za sigurnu i
poboljsanu terapiju bolesti oka. Nuspojave uzrokovane ¢estom primjenom i visokim dozama
lijeka konvencionalnim formulacijama mogu se zna¢ajno smanjiti primjenom nanoemulzija kao
topikalnih formulacija, a pokazano je i da nanoemulzije kao nanonosa¢i mogu povecati

bioraspolozivot lijeka u oku (Singh i ostali, 2020).

Cilj ovog diplomskog rada je razvoj kationske U/V nanoemulzije za uklapanje loteprednol
etabonata. Loteprednol etabonat je djelatna tvar odabrana za razvoj formulacije u ovom radu, a
njegova topljivost je visoka u uljnoj fazi Capryol™ 90. Capryol™ 90 je propilenglikol
monokaprilat tip II i ima HLB vrijednost 6 (Patel i ostali, 2016). Uoceno je da su oftalmicke
nanoemulzije formulirane s Capryolom™ 90 pokazale vecu bioraspoloZivost brinzolamida
nego nanoemulzije na bazi triacetina (Singh i ostali, 2020). Kao metoda priprave nanoemulzija
odabrana je visokoenergetska metoda mikrofluidizacije, a kao nosa¢ pozitivnog naboja odabran

je cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB). Specifi¢ni ciljevi rada su bili:

e Priprava nanoemulzija stabiliziranih neionskom PAT i njihova karakterizacija
odredivanjem veli¢ine kapljica, indeksa polidisperznosti i zeta-potencijala;

e Proucavanje utjecaja dodatka razlic¢itih vrsta lecitina na veli¢inu kapljica, indeks
polidisperznosti i zeta-potencijal pripravljenih nanoemulzija;

e ProuCavanje utjecaja razli¢itth udjela lecitina na wveli¢inu kapljica, indeks
polidisperznosti i zeta-potencijal pripravljenih nanoemulzija;

e Priprava kationskih nanoemulzija i ispitivanje utjecaja dodatka CTAB-a na veli¢inu
kapljica, indeks polidisperznosti i zeta-potencijal pripravljenih nanoemulzija;

e Ispitivanje stabilnosti pripravljenih nanoemulzija s obzirom na razli¢ite udjele

sastavnica.
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MATERIJALI | METODE

Materijali

Za izradu U/V nanoemulzija koriSteni su propilenglikol monokaprilat (Capryol™ 90,
Gattefosse, Francuska), neionske povrSinski aktivne tvari makrogolglicerol ricinoleat 35
(Kolliphor® EL, BASF, Njemacka) te kopolimeri poli(etilen-oksida) i poli(propilen-oksida):
poloksamer 407 (Poloxamer® 407, BASF, Njemacka) i poloksamer 188 (Pluronic® F-68,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka). Nadalje, koriSteni su lecitini (Lipoid® S45, S75 i
S100, Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Njemacka), cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB,
heksadeciltrimetilamonijev bromid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka) kao nositelj

pozitivnog naboja i ultracista voda.

Metode

Izrada nanoemulzija

Nanoemulzije razli¢itih formulacija izradene su homogenizacijom Visokoenergetskom
metodom mikrofluidizacije. Nanoemulzije su zatim evaluirane vizualnim pracenjem i
odredivanjem veli¢ine kapljica unutarnje faze, indeksa polidisperznosti te zeta-potencijala,
odnosno odabranih svojstava za proucavanje stabilnosti i prikladnosti nanoemulzija u
topikalnoj oftalmickoj primjeni. Odabrana svojstva mjerena su instrumentom Zetasizer Ultra

(Malvern Instruments, Malvern, UK).

Probir neionske povrsinske aktivne tvari

Razvoj nanoemulzije u ovom diplomskom radu proveden je u Cetiri faze. Prva faze obuhvacala
je izradu nanoemulzija s neionskim povrSinski aktivnim tvarima (PAT) radi probira PAT koja
¢e osigurati pripravu nanoemulzija optimalnih svojstava. Izradeno je 15 formulacija U/V
nanoemulzija uljne faze Capryol™ 90 jednakog masenog udjela, dok su razli¢iti maseni udjeli
ultraciste vode i tri odabrane PAT: Kolliphor® EL, Poloxamer® 407 i Pluronic® F-68 ¢inili
vodenu fazu (Tablica 1). PAT otopljene su u ultradistoj vodi uz mijeSanje na magnetskoj
mijesalici (2MAG, Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Njemacka) pri sobnoj temperaturi i brzini
mijesanja od 500 okretaja u minuti (engl. revolutions per minute, rpm) tijekom 15 minuta.
Postupak je ponovljen za tri odabrane PAT u razli¢itim masenim udjelima u rasponu od 0,10%
do 2,50% (m/m). Nadalje je u svaku pojedinu otopinu dodano prethodno izvagano ulje u udjelu
od 5% (m/m), nakon ¢ega je slijedila pre-homogenizacija na visokoturaznoj mijesalici (Ultra-
Turrax®, IKA-Werke GmbH & Company, Staufen, Njemacka) pri brzini okretaja 6000 rpm
(revolutions per minute) tijekom 3 minute. Tako dobivene grube emulzije homogenizirane su
mikrofluidizatorom (LM20 Microfluidizer®, Microfluidics, Newton MA, SAD)
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u 10 ciklusa pri tlaku od 1000 bara. Nanoemuzije su zatim skladiStene u staklenim bocicama
pri +4°C. Odredivanjem i analizom odabranih fizicko-kemijskih svojstava (veli¢ina kapljica,
indeks polidisperznosti, zeta-potencijal 1 stabilnost), odabrane su dvije formulacije
nanoemulzije s PAT Kolliphorom® EL koje su koriStene u daljnjim fazama razvoja

nanoemulzije.

Tablica 1. Sastav nanoemulzija s razli¢itim neionskim povrSinski aktivnim tvarima

Uljna faza Vodena faza
Formulacija Capryol™ 90 PAT Udio Udio ultraciste
(%, m/m) (%, m/m) vode
(%, m/m)
0,10 94,90
0,25 94,75
EL1-5 Kolliphor® EL 0,50 94,50
1,00 94,00
2,50 92,50
0,10 94,90
0,25 94,75
P4071-5 5 Poloxamer® 407 0,50 94,50
1,00 94,00
2,50 92,50
0,10 94,90
0,25 94,75
F681-5 Pluronic® F-68 0,50 94,50
1,00 94,00
2,50 92,50

Probir vrste lecitina

Druga faza razvoja nanoemulzija sastojala se od izrade nanoemulzija s neionskim PAT te
lecitinima razli¢itog tipa koji sadrZe fosfolipide prisutne u suznom filmu. Pripravljeno je tri U/V
nanoemulzije u kojima uljnu fazu ¢ine Capryol™ 90 odabranog masenog udjela te lecitini
razli¢itog udjela fosfatidilkolina (Lipoid® S45, Lipoid® S75 i Lipoid® S100) u jednakom

masenom udjelu, dok vodenu fazu ¢ine neionski surfaktant Kolliphor® EL takoder odabranog
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masenog udjela i ultracista voda. Pripravljena je i kontrolna nanoemulzija koja nije sadrzavala
lecitin (Tablica 2). Lecitin je otopljen u uljnoj fazi odnosno Capryol™-u 90 uz mijesanje pri
500 rpm i sobnoj temperaturi tijekom 24 sata. Kolliphor® EL otopljen je u ultracistoj vodi
takoder uz magnetsko mijesanje brzine 500 rpm pri sobnoj temperaturi tijekom 15 minuta.
Zatim je uljna faza dodana u vodenu fazu nakon Cega je slijedila homogenizacija prvo na
visokoturaznoj mijesalici pri brzini okretaja 6000 rpm tijekom 5 minuta, a zatim na
mikrofluidizatoru pri 1000 bara u 10 ciklusa. Na temelju odabranih fizicko-kemijskih svojstava
za daljnje faze razvoja odabran je Lipoid® S75 kao optimalni lecitin za pripravu oftalmickih

nanoemulzija.

Tablica 2. Sastav nanoemulzija s neionskom PAT te razli¢itim vrstama lecitinima

Vodena
Uljna faza (%, m/m) faza
Formulacija (%, m/m)
Capryol™ o . o Kolliphor®
Lipoid® S45 Lipoid® S75 | Lipoid® S100
90 EL
EL5 - - -
EL 5-S45 0,25 - -
5 2,5
EL5-S75 - 0,25 -
EL 5-S100 - - 0,25

Probir udjela neionskog surfaktanta i lecitina

Treca faza obuhvacala je izradu nanoemulzija s odabranom neionskom PAT i odabranom
vrstom lecitina. Nakon odabira lecitina, pripravljeno je Sest U/V nanoemulzija u kojima su uljnu
fazu ¢inili Capryol™ 90, lecitin Lipoid® S75 u razli¢itim masenim udjelima od 0,10% do
0,50% (m/m), a vodenu fazu ¢inili su odabrana neionska PAT optimalnog masenog udjela
odredena u prvoj fazi (Kolliphor® EL) te ultracista voda. Pripravljene su i dvije kontrolne
nanoemulzije koje nisu sadrzavale lecitin, a sadrzavale su Capryol™ 90, Kolliphor® EL 1
ultracistu vodu (Tablica 3). Izrada nanoemulzija provedena je na prethodno opisan nacin (U
odjeljku Probir vrste lecitina). Odredivanjem fizikalno-kemijskih svojstava odabrana je
najprikladnija formulacija koja sadrzi Kolliphor® EL i Lipoid® S75 koja je zatim koriStena za

pripravu kationskih emulzija.
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Tablica 3. Sastav nanoemulzija s neionskom PAT i lecitinom Lipoidom® S75

Uljna faza Vodena faza
Formulacija Capryol™ 90 Lipoid® S75 Kolliphor® EL
(%,m/m) (%, m/m) (%, m/m)
0,10
EL 2 Lecitin1-4 0,25
0,25
0,50
5
0,10
EL 3 Lecitin 1- 4 0,50
0,25
0,50

Probir udjela cetiltrimetilamonijeva bromida (CTAB)

Cetvrta faza razvoja nanoemulzija obuhvadala je izradu kationskih nanoemulzija s CTAB-om
kao nositeljem pozitivnhog naboja. Nanoemulzije su pripravljene koristenjem Capryola™ 90,
optimalnog udjela Kolliphora® EL i lecitina Lipoida® S75 te CTAB-0om u razli¢itim masenim
udjelima (Tablica 4). Za pripravu nanoemulzija, otopljen je Lipoid® S75 u uljnoj fazi
Capryol™ 90 na magnetskoj mijeSalici pri 500 rpm i sobnoj temperaturi tijekom 24 sata.
Kolliphor® EL otopljen je ultradistoj vodi takoder uz magnetsko mijesanje, a u nastalu vodenu
otopinu dodan je CTAB u razli¢itim udjelima od 0,10% do 1,00 % (m/m) te otopljen uz
mijeSanje pri 500 rpm 1 sobnoj temperaturi tijekom 15 minuta. Zatim je uljna faza dodana u
vodenu fazu nakon ¢ega su dobivene smjese homogenizirane prvo na visokoturaznoj mijesalici
pri brzini okretaja 6000 rpm tijekom 5 minuta, a dalje propustanjem kroz mikrofluidizator pri
1000 bara u 10 ciklusa. Dobivene nanoemulzije skladistene su pri +4°C, a zatim je slijedila
njihova fizi€ko-kemijska karakterizacija odredivanjem veli¢ine Cestica, indeksa

polidisperznosti, zeta-potencijala i stabilnosti.
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Tablica 4. Sastav nanoemulzija s razli¢itim udjelima CTAB-a

Uljna faza Vodena faza
Formulacija =090 | Lipoid® S75 | Kolliphor® EL CTAB
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)
0,10
0,25
ELCTAB1-4 5 0,5 0,25
0,50
1,00

Fizi¢ko-kemijska karakterizacija nanoemulzija

Odredivanje veli¢ine kapljica i indeksa polidisperznosti

Velic¢ina kapljica unutarnje faze i indeks polidisperznosti (PDI) odredeni su instrumentom
Zetasizer Ultra (Malvern Instruments, Malvern, UK) mjerenjem koje se temelji na principu
dinamickog rasprSivanja svjetlosti. Pripravljene nanoemulzije razrjedenja 1:500 (V/V) u
ultracistoj vodi analizirane su u jednokratnim polistirenskim kivetama pri temperaturi od 25 °C.
Kut detekcije kod mjerenja velicine kapljica 1 PDI iznosio je 175°. Mjerenja veli¢ine kapljica
provedena su u triplikatu te je odredena aritmeticka sredina izmjerenih vrijednosti. PDI
vrijednost predstavlja omjer standardne devijacije i prosjecne veli¢ine kapljica te opisuje
stupanj neujednacenosti raspodjele veli¢ine Cestica. Nanoemulzije su razrijedene prije samog
mjerenja jer kod visokih koncentracija dolazi do viSestrukog rasprSivanja svjetlosti, odnosno
rasprSena svjetlost s jedne Cestice dolazi u interakciju s drugim Cesticama prije nego dosegne
detektor te tako gubi na intenzitetu, odnosno utjece na rezultate mjerenja veli¢ine kapljica i PDI
(Bhattacharjee, 2016). Nadalje, najveca koncentracija pri kojoj je moguce provesti valjano
odredivanje veli¢ine kapljica unutarnje faze odredena je toCkom u kojoj Cestice zbog
medusobnih interakcija ne mogu slobodno difundirati. Za Cestice u rasponu veli¢ine od 100 nm
do 1 um preporucen je maksimalni maseni udio od 1 % (Zetasizer® Advance Series: Priru¢nik

za uporabu, 2022.).
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Odredivanje zeta-potencijala

Zeta-potencijal odreden je instrumentom Zetasizer Ultra mjerenjem brzine elektroforetske
pokretljivosti Cestica. Pripravljene nanoemulzije razrjedenja 1:100 (V/V) u 10 mM vodenoj
otopini NaCl analizirane su u jednokratnim kivetama modela DTS1070 (Malvern Instruments).
Mijerenje zeta-potencijala radeno je u triplikatu te je odredena aritmeticka sredina dobivenih
vrijednosti. Pri odredivanju za razrjedivanje uzoraka koristena je vodena otopina NaCl jer je
dodatkom elektrolita poput natrijevog klorida i kalijevog klorida u destiliranoj vodi osigurava

stalna provodljivost ispod 50 uS/cm (Singh i ostali, 2020).

Vizualno pracenje stabilnosti
Ispitivana je stabilnost nanoemulzija vizualnim pracenjem u definiranim vremenskim tockama
(0, 7 dana, 15 dana i 30 dana). Praen je vizualan izgled i transparentnost nanoemulzija kroz

odreden vremenski period.
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REZULTATI | RASPRAVA

U ovom diplomskom radu je u Cetiri faze proveden razvoj oftalmicke kationske nanoemulzije
s kationskim lipidom kao nositeljem pozitivnog naboja kao inovativnog farmaceutskog oblika
s potencijalom primjene u lijeCenju bolesti suhog oka. U prvoj fazi proveden je probir neionske
PAT, u drugoj fazi probir vrste lecitina, u tre¢oj fazi probir udjela neionske PAT i odabrane
vrste lecitina, a u ¢etvrtoj probir udjela kationskog lipida. Kao uljna faza odabran je Capryol™
90, propilenglikol monokaprilat, zanimljiva pomo¢na tvar jer je ujedno ulje i neionska PAT
netopljiva u vodi (Savi¢ i ostali, 2019). Nadalje, LE, djelatna tvari nedavno odobrena za
lijeCenje bolesti suhog oka, dobro je topljiva u Capryol™ 90 (Patel i ostali, 2016). Kao kationski
lipid odabran je CTAB. Kationski lipid osigurava stabilnost nanoemulzija, povoljna svojstva
Sirenja formulacije na povrsini oka, interakciju kapljica ulja s negativno nabijenim mucinima u
suznom filmu, stoga omogucava produljeno zadrzavanje kapljica u prekornealnom podruéju.
Neionska PAT uklju¢ena je u formulaciju zbog dodatne stericke stabilizacije NE uz
elektrostatsku stabilizaciju koju osigurava kationski lipid. U formulaciju je ukljucen i lecitin,
smjesa fosfolipida koji su normalno prisutni u suznom filmu i osiguravaju njegovu stabilnost.
Nanoemulzije su pripravljene metodom mikrofludizacije uz procesne parametre tlak od 1000

bara i 10 propustanja kroz uredaj (10 ciklusa).

Prva faza razvoja nanoemulzija

U prvoj fazi razvoja pripravljene su U/V nanoemulzije stabilizirane s tri neionske PAT:
Kolliphor® EL (ester polioksietilena i ricinoleinske kiseline), poloksamer 407 (Poloxamer®
407) i 188 (Pluronic® F-68) (razliciti kopolimeri poli(etilen-oksida) i poli(propilen-oksida)).
Cilj ove faze razvoja bio je prirediti nanoemulziju stabiliziranu neionskom PAT male veliine
kapljica unutarnje faze i dobre stabilnosti. Odabrani surfaktanti prikladni su za oftalamic¢ku
primjenu (FDA Drug Databases, Inactive Ingredients in Approved Drug Products). Za izradu
U/V nanoemulzija, HLB vrijednosti surfaktanata trebaju biti ve¢e od 10 (Singh 1 ostali, 2020;
Zhang 1 ostali, 2020). UspjeSna priprava nanoemulzija koriStenjem predmetnih PAT opisana je
u literaturi (Kolliphor® EL (HLB 12-14) (Jurisi¢ Dukovski i ostali, 2020), Poloxamer® 407
(HLB=18) (Li i ostali, 2016) te Pluronic® F-68 (HLB= 29) (Juri$i¢ Dukovski i ostali, 2019)).

Udio uljne faze u oftalmickim nanoemulzija moze biti do 10%, a ovisi o topljivosti djelatne
tvari u uljnoj fazi (Jurisi¢c Dukovski 1 ostali, 2020), viskoznosti formulacije (Tamilvanan i
Benita, 2004) te optickim svojstvima formulacije s ciljem izbjegavanja zamucenosti vida nakon

primjene (Jurisi¢ Dukovski i ostali, 2019). U ovom radu odabran je udio uljne faze Capryol™
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90 od 5% (m/m), ¢ime bi se s obzirom na topljivost loteprednol etabonata osigurala

odgovarajuce doza lijeka u formulaciji.

Pripravljene su nanoemulzije s neionskim PAT udjela od 0,10 do 2,5%. Pripravljeno je ukupno

15 formulacija.

Veli¢ina kapljica unutarnje faze je vazan parametar za stabilnost nanoemulzija, k tome mala
veli¢ina kapljice osigurava vecu povrsSinu za interakciju s mucinima iz suznog filma kao i ve¢u
povrsinu za oslobadanje lijeka (Patel i ostali, 2016; Lallemand i ostali, 2012). Veli¢ina Cestica
pripravljenih nanoemulzija odredena je uredajem Zetasizer Ultra dan nakon njihove priprave.

Rezultati su prikazani u grafickom prikazu:
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Slika 5. Ovisnost prosjeéne veli¢ine kapljica nanoemulzija o udjelu neionske PAT: Kolliphora®
EL, Poloxamera® 407 i Pluronica® F-68. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (n=3).

Sve pripravljene nanoemulzije imale su prosje¢nu veli¢inu kapljica unutarnje faze manju od
300 nm. Nanoemulzije stabilizirane Kolliphorom® EL karakterizirala je najmanja prosjecna
veli¢ina kapljica unutarnje faze, a zabiljeZzeno je 1 oCekivano smanjenje veliCina kapljica s
porastom udjela PAT. Ocekivano smanjenje veli¢ine kapljica tumaci se povecanjem broja
molekula PAT na granici faza ulje/voda te posljedi¢nim smanjenjem medufazne napetosti, $to
rezultira kapljicama manje veli¢ine (Zhang i ostali, 2020). Nasuprot tome, dolazi do znac¢ajnog

porasta prosjecne veli¢ine kapljica unutarnje faze nanoemulzija s Poloxamerom® 407 s
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porastom koncentracije PAT. Nanoemulzije pripravljene s Pluronicom® F-68 karakterizira
najveca prosjecna veli¢ina kapljica te nije uocen znacajan utjecaj koncentracije PAT na veli¢inu

kapljica.

Indeks polidisperznosti (engl. polydispersity index, PDI) predstavlja mjeru rasapa veli¢ine
kapljica unutarnje faze oko prosjecne vrijednosti, a vrijednosti se krecu od 0 do 1. Potpuno
ujednacene, monodisperzne nanoemulzije karakterizira PDI od 0, a polidisperzne nanoemulzije
¢ije su kapljice unutarnje faze prisutne u vrlo razli¢itim veli¢inama karakterizia PDI od 1. S
obzirom na to da nije moguce posti¢i potpunu ujednacenost velicina kapljica, nanoemulzije se
smatraju monodisperznima kada je njihov PDI manji od 0,2 (Singh i ostali, 2017). Ujednacenost
veli¢ine kapljica unutarnje faze vrlo je vazan parametar stabilnosti nanoemulzija (Patel i ostali,

2016). Rezultati odredivanja indeksa polidisperznosti s razli¢itim neionskim PAT prikazani su

slikom 6.
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Slika 6. Ovisnost indeksa polidisperznosti (PDI) kapljica unutarnje faze nanoemulzija o udjelu
neionske PAT: Kolliphora® EL, Poloxamera® 407 i Pluronica® F -68. Vrijednosti su

prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n=3).

Dobivene vrijednosti indeksa polidisperznosti kapljica unutarnje faze nanoemulzija s
Kolliphorom® EL manje su od 0,3. Koristenjem Poloxamera® 407 pri koncentracijama visim
od 0,1% (m/m), vrijednosti PDI manje su od 0,2, dok je PDI kapljica unutarnje faze

nanoemulzija s Pluronicom® F-68 bio manji od 0,15. Sve vrijednosti stoga ukazuju na relativno

22



usku raspodjelu velicine kapljica unutarnje faze. Iz grafickog prikaza uocavamo da udio
Kolliphora® EL i Pluronica® F-68 nema izrazitog utjecaja na indeks polidisperznosti, dok se
porastom udjela u rasponu od 0,1% do 1% Poloxamera® 407 znac¢ajno smanjuje vrijednost
PDl-a.

Zeta-potencijal je mjera elektrostatskog odbijanja ili odbijanja naboja izmedu kapljica
unutarnje faze nanoemulzija te je jedan od temeljnih parametara za koje se zna da utjecu na
stabilnost nanoemulzija koje su stabilizirane ionskim PAT, a veca vrijednost upucuje na bolju
stabilnost sustava (Daull i ostali, 2014). Visoka vrijednost zeta-potencijala ne oc¢ekuje se kod
nanoemulzija stabiliziranim neionskim PAT jer je glavni mehanizam stabilizacije neionskim

PAT je stericka stabilizacija.

Odnos zeta-potencijala i razlicitih udjela neionskih PAT prikazan je slikom 7.
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Slika 7. Ovisnost zeta-potencijala kapljica unutarnje faze nanoemulzija o udjelu Kolliphora®
EL, Poloxamera® 407 i Pluronica® F-68. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (n=3).

Iz grafickog prikaza vidimo da su vrijednosti zeta-potencijala svih pripravljenih nanoemulzija
blago negativne te ne ovise znacajno o udjelu niti o vrsti PAT. Nanocestice koje imaju zeta-
potencijal izmedu -10mV i +10mV se smatraju neutralnima (Clogston i Patri, 2011), a dobiveni

rezultati su izmedu -4,886+1,47 mV i -1,627+0,12 mV. Nanoemulzije stabilizirane neionskim
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PAT su ocekivano neutralne, a niske negativne vrijednosti vjerojatno su rezultat negativnog

naboja slobodnih masnih kiselina na povrsini kapljica.

Sve pripravljene nanoemulzije bile su homogene netransparentne tekucine, mlije¢no bijele
boje. Vizualnim pracenjem stabilnosti uoc¢eno je razdvajanje faza pojedinih nanoemulzija
nakon 2 mjeseca Cuvanjem pri +4°C. Razdvajanje se dogodilo kod nanoemulzija s
Poloxamerom® 407 i Pluronicom® F-68 i kod nanoemulzije s najmanjom koncentracijom

Kolliphora® EL (0,1% (m/m)) te navedene nisu razmatrane u daljnjim eksperimentima.

S obzirom da je za sigurnost oftalmicke primjene vazno izbjegavati visoke koncentracije PAT
(Li i ostali, 2016), temeljem fizicko-kemijske karakterizacije za daljnji razvoj odabrane su
nanoemulzije s PAT Kolliphor® EL u udjelu od 0,25 i 0,50% (m/m).

Druga faza razvoja nanoemulzija

U drugoj fazi razvoja proveden je probir vrste lecitina. Lecitin je smjesa fosfolipida s
primjesama glikolipida i ulja, pri ¢emu je najzastupljeniji fosfolipid fosfatidilkolin 1
fosfatidiletanolamin koji su sastavni dio prirodnog suznog filma i vazni su za njegovu stabilnost
(Jurisi¢ Dukovski i ostali, 2020). Probir je napravljen izmedu 3 vrste lecitina s razli¢itim
udjelom fosfatidilkolina: Lipoid® S45 (bezmasni sojin lecitin sa 45% fosfatidilkolina),
Lipoid® S75 (bezmasni sojin lecitin sa 70% fosfatidilkolina) i Lipoid® S100 (fosfatidilkolin iz
sojinog lecitina bez masti).

Radi probira lecitina odabran je jednak maseni udio lecitina (0,25 % (m/m)) te neionske PAT
Kolliphora® EL (2,5 % (m/m)) u svim formulacijama za pripravu nanoemulzija. Pripravljena
je 1 kontrolna nanoemulzija bez lecitina. Rezultati odredivanja prosjecne veli¢ine kapljica, PDI

I zeta-potencijala prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Prosjecna veli¢ina, PDI i zeta-potencijal kapljica unutarnje faze nanoemulzija s

razli¢itom vrstom lecitina.

3 Veli¢ina kapljica Indeks Zeta-potencijal
Formulacija o )
(nm) polidisperznosti (mV)
ELS5 56,14 + 0,89 0,28 £ 0,03 -1,78 £ 0,66
EL5-S45 63,40 + 35,78 0,25+0,12 -3,12+0,42
EL5-S75 74,89 £ 1,24 0,28 + 0,02 -6,66 + 0,34
EL5-S100 185,60 + 3,69 1,16 +0,03 -4,08 0,11

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost & standardna devijacija (n=3).

24



Razvidan je porast prosjecne veliCine Cestica 1 indeksa polidisperznosti s porastom udjela
fosfatidilkolina. Veli¢ina kapljica nanoemulzija pripravljenih s lecitinima Lipoid® S45 1 S75 je
optimalna, manja od 100 nm, a PDI vrijednosti su ispod 0,3. S druge strane, nanomeulzija s
lecitinom Lipoid® S100 pokazuje najvecu prosjeénu veli¢inu Cestica i vrlo Siroku raspodjelu

veli¢ine Cestice te stoga nije razmatrana u daljnjim eksperimentima.

Zeta-potencijal svih pripravljenih nanoemulzija je bio blago negativan. Naime, kapljice
unutarnje faze nanoemulzija s lecitinom imaju negativan naboj zbog prisutnosti negativno

nabijenih fosfolipida, slobodnih masnih kiselina i fosfatidne kiseline (Klang i Valenta, 2011).

Za daljnji razvoj formulacije, odabran je Lipoid® S75 zbog veceg udjela fosfatidilkolina, a uz

to dovoljno malu veli¢inu kapljica unutarnje faze (74,89 + 1,24).

Treca faza razvoja nanoemulzija

U trecoj fazi razvoja nanoemulzija proveden je probir udjela neionske PAT i udjela odabranog
tipa lecitina Lipoida® S75. Udio lecitina Lipoida® S75 variran je u rasponu od 0,1 do 0,5%
(m/m), a udio Kolliphora® EL u fomulaciji iznosio je 0,25 i 0,5% (m/m).

Rezultati odredivanja prosjecne veli¢ine kapljica unutarnje faze o udjelu lecitina Lipoida® S75

i Kolliphora® EL prikazani slikom 8.
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Slika 8. Ovisnost prosjeéne veli¢ine kapljica unutarnje faze nanoemulzija o udjelu lecitina
Lipoida® S45 i neionske PAT Kolliphora® EL. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost

+ standardna devijacija (n=3).

Iz grafickog prikaza uo¢avamo da prosjecna veli¢ina kapljica unutarnje faze opada s porastom
udjela lecitina Lipoida® S75 (Slika 7). Poznato je da kombinacija lecitina s drugom
hidrofilnijom PAT, u ovom slucaju Kolliphor® EL, moze dovesti do stvaranja nanoemulzija sa

smanjenom veli¢inom kapljica i pove¢anom stabilnos¢u (Jurisi¢ Dukovski i ostali, 2020).
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Slika 9. Ovisnost indeksa polidisperznosti (PDI) kapljica nanoemulzija o udjelu lecitina

Lipoida® S45 i neionske PAT Kolliphora® EL. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost

+ standardna devijacija (n=3).

Vrijednosti indeksa polidisperznosti su ispod 0,2 (Slika 9), stoga zaklju¢ujemo da su
pripravljene nanoemulzije vrlo uske raspodjele veliCina, a §to upucuje na njihovu odgovarajucu

stabilnost.
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Slika 10. Ovisnost zeta-potencijala kapljica nanoemulzija o udjelu lecitina Lipoida® S45 i
neionske PAT Kolliphora® EL. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna

devijacija (n=3).

Iz grafickog prikaza na Slici 10 uocavamo da se zeta-potencijal kapljica unutarnje faze
nanoemulzija stabiliziranih s 0,25% (m/m) Kolliphora® EL smanjuje povecanjem udjela
lecitina Lipoida® S75, dok kod nanoemulzija stabiliziranih s 0,5% (m/m) Kolliphora® EL
dolazi do male pozitivne promjene zeta-potencijala o udjelu lecitina.

Pripravljene nanoemulzije bile su homogene, mlije¢no bijele tekuc¢ine. Vizualnim pra¢enjem

nije uoceno razdvajanje faza i utvrdena je stabilnost nakon 2 mjeseca cuvanjem na +4°C.

Za daljnji razvoj odabrana je formulacija s 0,5 % (m/m) lecitina Lipoida® S75i 0, 25 % (m/m)
Kolliphora® EL zbog najmanje veli¢ine kapljica uljne faze (63,55 + 0,13 nm) te najmanje
vrijednosti PDI (0,10 + 0,005).

Cetvrta faza razvoja nanoemulzija - izrada kationskih nanoemulzija

Konacan i klju¢an korak u razvoju formulacije je bio priprava kationskih nanoemulzija s ciljem
osiguravanja elektrostatske interakcije pozitivno nabijenih kapljica unutarnje faze
nanoemulzije s negativno nabijenom mucinima na povrsini oka te posljedi¢no produljenog
vremena zadrzavanja kapljica u prekorenalnom podrucju (Silva i ostali, 2021; Lalu i ostali,

2017; Patel i ostali, 2016). Osim toga, pozitivan naboj kationskog lipida pridonosi stabilizaciji
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nanoemulzije temeljem elektrostatskog odbijanja kapljica unutarnje faze (Lallemand i ostali,
2012).

Kao kationski lipid odabran je CTAB, kvarterna amonijeva sol koja je u literaturi koriStena za
uspjesnu pripravu stabilnih nanoemulzija (Kurpiers i ostali, 2020; Fangueiro i ostali, 2014).
CTAB je koristen u udjelu od 0,1 do 1,0% (m/m).

Tablica 6. Prosje¢na veli¢ina, PDI i zeta-potencijal kapljica unutarnje faze nanoemulzija s

kationskim lipidom cetiltrimetilamonijevim bromidom (CTAB).

Formulacija Udio Prosje¢na Indeks Zeta-potencijal
CTAB-a veli¢ina Gestica | polidisperznosti (mV)
(%, m/m) (nm)
ELCTAB1 0,10 360,2 £ 20,50 0,3725 + 0,004 29,42 £ 1,47
ELCTAB 2 0,25 347,3+£10,50 0,2757 + 0,003 34,68 £ 0,75
ELCTAB 3 0,50 365,7 £2,17 0,2615 + 0,022 47,22 £1,54
ELCTAB4 1,00 3495+1,42 0,2711 + 0,006 53,38+ 1,43

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost & standardna devijacija (n=3).

Prosjecna veli¢ina kapljica unutarnje faze nanoemulzija s CTAB-om znacajno je veca od
prosjecne veli¢ine kapljica nanoemulzija bez njegovog dodatka te nije uocen trend utjecaja

udjela CTAB-a na veli¢inu kapljica unutarnje faze (Tablica 6).

Dodatak CTAB uzrokovao je i znacajno povecanje vrijednosti PDI (Tablica 6), pri ¢emu je
najveci PDI bio za nanoemulzije pripravljene s najmanjim udjelom CTAB-a (0,1% (m/m)). Pri
ve¢em udjelu CTAB-a, PDI je manji od 0,28 Sto opisuje dovoljno usku raspodjelu veli¢ina

kapljica unutarnje faze koja moze osigurati odgovarajucu stabilnost nanoemulzija.

Dodatkom CTAB-a ocekivano je doSlo do znacajnog porasta zeta-potencijala. Porast
vrijednosti zeta-potencijala ovisio je o udjelu CTAB-a i pri najveéem udjelu postignut je zeta-
potencijal od ¢ak 53,38 + 1,43 mV. Visoke vrijednosti zeta-potencijala iznad +30 mV
pretpostavka su dugorocne stabilnosti nanoemulzija stabiliziranih kationskim lipidima
(Nagarwal i ostali, 2009). Pripravljene nanoemulzije dodatno su steri¢ki stabilizirane zbog
prisutnosti neionske PAT Kolliphor® EL na povrsini kapljica unutarnje faze. Nadalje, opisano
da je zeta-potencijal kapljica nanoemulzije u rasponu od +20 mV do +40 mV osigurava njihovo

produljeno vrijeme zadrzavanje u prekornealnom podrucju (Zhang i ostali, 2020).
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Vizulanim pregledom kroz 30 dana skladistenja pripravljenih kationskih nanoemulzija pri +4°C
nije uoceno razdvajanje faza. Nanoemulzije zadrzale su izgled homogene, mlije¢no bijele

tekuéine.
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ZAKLJUCAK

Visokoenergetskom metodom mikrofluidizacije uspje$no su pripravljene kationske
nanoemulzije uljne faze Capryol™ 90 stabilizirane neionskom PAT Kolliphorom® EL,
lectinom Lipoid® S75 te kationskim lipidom cetiltrimetilamonijevim bromidom
(CTAB).

Razvoj formulacije proveden je u Cetiri faze.

Pripravljenim nanoemulzijama odredena su fizicko-kemijska svojstva: veli¢ina
kapljica, indeks polidisperznosti, zeta-potencijal i stabilnost.

U prvoj fazi izvrSen je probir neionske PAT. Nanoemulzije pripravljene s
Poloxamerom® 407 i Pluronicom® F-68 imale su preveliku veli¢inu kapljica i pokazale
su se nestabilnima. Analizom dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je optimalna
PAT Kolliphor® EL. Porastom udjela Kolliphor® EL uoceno je oéekivano smanjenje
veli¢ine kapljica unutarnje faze.

U drugoj fazi razvoja uspjesno su pripravljene nanoemulzije dodatkom razlicitih vrsta
lecitina i uocen je trend rasta veli¢ine kapljica unutarnje faze i indeksa polidisperznosti
porastom udjela fosfatidilkolina u lecitinu. Najprikladnijim lecitinom pokazao se
Lipoid® S75 sa 70% fosfatidilkolina.

U trecoj fazi razvoja, porastom udjela Lipoida® S75 u formulaciji uoc¢eno je oc¢ekivano
smanjenje veli¢ine kapljica unutarnje faze.

U cetvrtoj fazi razvoja uspjesno su pripravljene kationske nanoemulzije dodatkom
kationskog lipida CTAB, a rezultati pokazuju da porastom njegova udjela u formulaciji,
vrijednosti zeta-potencijala o¢ekivano rastu.

Visoke pozitivne vrijednosti zeta-potencijala u rasponu od 29,42 + 1,47 do 53,38 + 1,43
mV upucuju na odgovarajuc¢u elektrostatsku stabilizaciju, dok Kolliphor® EL u
formulaciji osigurava i stericku stabilizaciju. Pripravljene kationske nanoemulzije mogu

se smatrati stabilnima, a $to je utvrdeno pracenjem stabilnosti u realnom vremenu.
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SAZETAK/SUMMARY

Bolest suhog oka najcesci je oblik kroni¢ne bolesti povrsine oka. Danasnje su terapijske opcije
ogranicene, a lokalni kortikosteroidi, poput loteprednol etabonata, imaju potencijal za
ucinkovito lijeCenje blage do umjerene bolesti suhog oka. U posljednje vrijeme isticu se
razliciti terapijski nanosustavi za sigurnu i poboljSanu terapiju bolesti oka. U/V nanoemulzije
niske su toksi¢nosti i iritacije te velikog kapaciteta za uklapanje lijekova slabo topljivih u vodi.
Takoder, kationske nanoemulzije imaju sposobnost produljenja zadrzavanja formulacije na
povrsini oka temeljem interakcije s negativno nabijenim mucinima, a time posljedi¢no i

povecanja bioraspolozivosti lijeka.

U ovom je diplomskom radu proveden razvoj formulacije oftalmicke kationske nanoemulzije
kao inovativni farmaceutski oblik s potencijalom primjene u lijecenju bolesti suhog oka. Cilj
diplomskog rada bio je razvoj formulacije kationskih U/V nanoemulzija prikladnih za uklapanje
loteprednol etabonata. Nanoemulzije su pripravljene visokoenergetskom metodom
mikrofluidizacije, a njihova karakterizacija je obuhvacdala odredivanje veliCine kapljica
unutarnje faze, indeksa polidisperznosti i zeta-potencijala. Razvoj je proveden u Cetiri faze:
probir vrste 1 udjela neionske povrsinski aktivne tvari, probir vrste lecitina, probir udjela lecitina
te ispitivanje utjecaja dodatka kationskog lipida u formulaciji. UspjeSno su pripravljene
kationske nanoemulzije uljne faze Capryol™ 90 stabilizirane neionskom povrsSinski aktivnom
tvari  Kolliphorom® EL, lecitinom Lipoidom® S75 te kationskim lipidom
cetiltrimetilamonijevim bromidom (CTAB) kao nositeljem pozitivnhog naboja. Rezultati
pokazuju da visoke pozitivne vrijednosti zeta-potencijala pripravljenih nanoemulzija upucéuju
na odgovarajucu elektrostatsku stabilizaciju kationskim lipidom CTAB-om; Kolliphor® EL u
formulaciji dodatno osigurava stericku stabilizaciju; Lipoid® S75 sadrzi smjesu fosfolipida koji

su sastavni dio prirodnog suznog filma i pridonose njegovoj stabilnosti.
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Dry eye disease is the most common form of chronic ocular surface disease. Current therapy is
limited, and topical corticosteroids such as loteprednol etabonate have the potential to
effectively treat mild to moderate dry eye disease. Recently, various new therapeutic
nanosystems have been highlighted for safe and improved treatment of eye diseases. O/W
nanoemulsions are nontoxic and nonirritant and have a high capacity to incorporate poorly
water-soluble drugs. Moreover, cationic nanoemulsions have the ability to prolong the retention
on the surface of the eye due to interaction with negatively charged mucins, and consequently

increase the bioavailability of the drug.

In this thesis, the development of the formulation of ophthalmic cationic nanoemulsion as an
innovative pharmaceutical form with the potential in the treatment of dry eye disease was
carried out. The aim of the thesis was the development of the formulation of cationic O/W
nanoemulsions suitable for incorporating loteprednol etabonate. Nanoemulsions were prepared
by microfluidization, and their characterization included the determination of the internal phase
droplet size, polydispersity index and zeta-potential. The development was carried out in four
phases: screening of the type and content of non-ionic surfactant, screening of the type of
lecithin, screening of the lecithin content and screening of the cationic lipid content. Cationic
nanoemulsions of oil phase Capryol™ 90 stabilized with nonionic surfactant Kolliphor® EL,
lecithin Lipoid® S75 and cationic lipid cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) as a positive
charge carrier were successfully prepared. The results show that high positive zeta-potential
values of the prepared nanoemulsions indicate adequate electrostatic stabilization by the
cationic lipid CTAB; Kolliphor® EL in the formulation additionally provides steric
stabilization; Lipoid® S75 contains a mixture of phospholipids that are an integral part of the

natural tear film and contribute to its stability.
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