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SAZETAK



Bolest suhog oka je multifaktorijalna bolest koju karakterizira nestabilnost i hiperosmolarnost
suznog filma te upala povrSine oka. Kationske nanoemulzije tipa ulje u vodi (U/V) predstavljaju
napredak u lijeCenju bolesti suhog oka sluze¢i kao tehnoloska platforma za uklapanje slabo
topljivih djelatnih tvari, omogucujuci pritom njihovo produljeno zadrzavanje na povrSini oka
te istodobnu nadoknadu i stabilizaciju narusenog suznog filma. Cilj ovog doktorskog rada je
razvoj funkcionalne kationske nanoemulzije za lijecenje bolesti suhog oka. U tu su svrhu
pripravljena dva tipa nanoemulzija koriStenjem mikrofluidizatora: primarne kationske
nanoemulzije sa stearilaminom i sekundarne kationske nanoemulzije s kitozanom. Primarne
kationske nanoemulzije s rastu¢im udjelima stearilamina male su veli¢ine kapljica (< 100 nm),
primjerene disperznosti (PDI < 0,25), pozitivnog zeta-potencijala (3,1-25,5 mV), prikladne pH
vrijednosti, male viskoznosti i povrsinske napetosti 31,3-35 mN m™. Pripravljene nanoemulzije
stabilne su tijekom petomjesecne pohrane. Nakon mijesanja s disperzijom mucina zapazene su
promjene u veli¢ini kapljica i zeta-potencijalu koje ukazuju na interakciju s mucinom. Takve
promjene nisu bile izraZenije s povecanjem udjela stearilamina na vise od 0,05 % (m/m).
Vijabilnost 3D HCE-T modela iznosila je najmanje 90 % nakon izlaganja pripravljenim
formulacijama. Sekundarne kationske nanoemulzije pripravljene s manjim (NC1: 0,05 %, m/m)
i ve¢im (NC2: 0,3 %, m/m) udjelom kitozana veli¢ine su kapljica priblizno 180 nm, vece
homogenosti (PDI < 0,2) i pozitivnog zeta-potencijala (18,7 i 30 mV). lako je formulacija NC1
pokazala bolju stabilnost, ibuprofen je uspjesno uklopljen u obje formulacije (INC1 i INC2).
Fizicko-kemijska svojstva (pH, viskoznost, osmolarnost i povrSinska napetost) pripravljenih
formulacija unutar su raspona prikladnog za primjenu na oko. Formulacija INC1 stabilnija je
od formulacije INC2 nakon jednomjese¢ne pohrane. BakterioloSka filtracija prikladna je
metoda sterilizacije pripravljenih formulacija. Oslobadanje ibuprofena iz pripravljenih
formulacija znacajno je brze nego iz uljne otopine i suspenzije ibuprofena. Reoloska
karakterizacija formulacija pomijeSanih s disperzijom mucina pokazala je njihov
mukoadhezivni karakter koji, ipak, nije izrazeniji kod formulacije INC2 s ve¢im udjelom
kitozana. Ispitivanja na 3D HCE-T modelu i ex vivo modelu roZnice svinje pokazala su izuzetnu
biokompatibilnost INC1 formulacije. Uzimajuci u obzir sve rezultate, nanoemulzija s 0,05 % (m/m)
stearilamina i INC1 formulacija isti¢u se kao vodece formulacije s velikim potencijalom za

lijecenje bolesti suhog oka.

Kljuéne rijeci: kationska nanoemulzija, bolest suhog oka, stearilamin, kitozan, lecitin,

ibuprofen, 3D HCE-T model, roznica svinje



SUMMARY



Introduction: Dry eye disease (DED) is a multifactorial disease of the ocular surface affecting
a growing number of people worldwide. There are two main types of DED, namely aqueous
deficient and evaporative. Both types are characterized by increased tear film osmolarity and
consequent inflammation of the ocular surface, which causes apoptosis of epithelial and mucin
secreting goblet cells. This promotes tear film instability, which further emphasizes
hyperosmolarity and leads to self-perpetuating vicious circle of DED. Mild types of DED can
be effectively treated with over-the-counter (OTC) products, often termed “artificial tears”.
However, more severe DED types may require additional treatment options. So far, there is
only a limited number of drugs approved for treatment of DED, such as the immunomodulator
cyclosporine A, the integrin antagonist lifitegrast and the mucin and/or aqueous secretagogues
diquafosol and rebamipide. Topically applied cyclosporine A is the most frequently used drug
in the treatment of DED. However, its onset of action is postponed and it has to be administered
for an extended period. Topical glucocorticoid pre-treatment can be used as an approach to
provide faster symptom relief and improvement in ocular signs. Topical non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) could be used as a safer alternative to circumvent serious
glucocorticoid related side effects. Conventional eye drops are the most convenient dosage form
to deliver drugs to the ocular surface. However, poor drug aqueous solubility often raises
technical issues. Oil-in-water (O/W) nanoemulsions are an effective approach to formulate
poorly soluble drugs in the form of conventional eye drop dosage form. After application,
nanoemulsion mixes with the tear film, whereupon its breakdown occurs. The drug is released
in the tear film and becomes available for absorption, the aqueous phase merges with the
aqueous component of the tear film, the lipid phase replenishes the tear film lipid layer and
serves as a depot of the unreleased drug portion, while the surfactants increase tear film stability
interacting with ocular surface mucins and polar lipids in the tear film lipid layer. The
nanoemulsion performance can further be improved by making its droplets positively charged.
Such cationic nanoemulsions are assumed to possess prolonged contact with the application
site, interacting with negatively charged ocular surface mucins. For cationic nanoemulsion
preparation cationic agents, such as cationic lipid stearylamine or positively charged
polysaccharide chitosan, have to be used. The cationic nanoemulsion approach could reduce
dosing frequency and improve patient compliance.

The aim of this doctoral thesis is development of functional, cationic nanoemulsions
specifically designed to assure effective dry eye symptom relief and, at the same time, to serve

as carriers of poorly soluble drugs (ibuprofen and rebamipide) intended for DED treatment.



Methods: Primary cationic nanoemulsions with stearylamine and secondary cationic
nanoemulsions with chitosan were both prepared with high-energy method using microfluidizer
(1000 bar, 5 or 10 homogenization cycles). Lecithin Lipoid S 45, whose components are
naturally present in the normal tear film, was used as anionic surfactant to enable coating of the
droplets with chitosan by electrostatic interaction. The solubility of ibuprofen and rebamipide
in the chosen oils (castor oil, Miglyol® 812, sesame and soybean oil) or oil phase (solution of
lecithin in Miglyol® 812) was tested at room temperature by ultra performance liquid
chromatography (UPLC). The nanoemulsion droplet size and PDI were determined by dynamic
light scattering, and the zeta-potential by electrophoretic light scattering. The drug entrapment
efficiency was assessed by ultrafiltration, followed by UPLC analysis. The nanoemulsions were
further characterized in terms of pH, osmolarity by freezing point depression method, viscosity
as the function of the applied shear and surface tension by Du Nouy ring method. The
nanoemulsion stability was tested after real-time storage (at 25 or 4 °C) and after special
thermodynamic (heating-cooling cycles and freeze-thaw cycles) and kinetic (centrifugation)
stability tests by measuring droplet size, PDI, zeta-potential and pH. The nanoemulsion
sterilizability by autoclaving (121 °C / 20 minutes) or filtration (0.2 pum) was also determined.
The ibuprofen in vitro release was tested by dialysis bag method, using pharmacopoeia
apparatus with rotating paddle, followed by UPLC analysis. The potential for prolonged
residence time at the ocular surface (i.e. mucoadhesion) was assessed after nanoemulsion
mixing with mucin dispersion, by measuring a subsequent change in droplet size and zeta-
potential or a subsequent change in viscosity as the function of the applied shear. The
biocompatibility of nanoemulsions was tested on two different in vitro models (namely 2D and
3D HCE-T model), with the aid of MTT assay, and on an ex vivo model of porcine cornea,
using fluorescein solution to visualize corneal damage, which was specially developed within
this doctoral thesis.

Results: Primary cationic nanoemulsions were prepared with Miglyol® 812 (5 %, wiw),
Kolliphor® EL (2.5 %, w/w), glycerol (2.5 %, w/w), purified water (up to 100 %, w/w) and
increasing weight fraction of stearylamine (0.01-0.3 %, w/w). The nanoemulsions are
characterized with small droplet size (81.0-95.6 nm), low PDI (0.139-0.251) and positive zeta-
potential (3.1-25.5 mV). The nanoemulsions are further characterized with pH acceptable for
ophthalmic use, low viscosity and Newtonian behaviour. The surface tension of the
nanoemulsions with more than 0.05 % (w/w) stearylamine falls below 35 mN m, which could
have a negative impact on patient comfort upon application. All the nanoemulsions are stable

after 5-month storage at 4 °C, showing only minor changes in their physico-chemical properties.



The interactions between the nanoemulsions and mucin were proven by size and zeta-potential
measurement. However, more prominent mucin interactions were not observed when the
stearylamine weight fraction was increased above 0.05 % (w/w). The biocompatibility studies
performed on 2 different HCE-T models point out the 3D model as more appropriate, showing
good nanoemulsion biocompatibility (viability > 90 %), which is in accordance with previously
published stearylamine nanoemulsion toxicity results obtained on different in vivo models.

Secondary cationc nanoemulsions were prepared using low (NC1; 0.05 %, w/w) and high (NC2:
0.3 %, w/w) weight fraction of chitosan, Miglyol® 812 (2.5 %, w/w), lecithin (0.05 %, w/w),
Kolliphor® EL (0.25 %, w/w), glycerol (2.5 %, w/w) and purified water (up to 100 %, w/w). The
nanoemulsions are characterized with droplet size of around 180 nm, PDI below 0.2 and
positive zeta-potential (18.7 and 30 mV). The NC1 formulation showed remarkable stability
after all the tests performed, while the NC2 formulation turned out to be less stable after 30-
day storage at 25 °C and thermodynamic stability tests. Ibuprofen (0.2 %, w/w) was successfully
incorporated in both formulations rendering high entrapment efficiency (> 98 %). Since
rebamipide turned out to be completely or almost insoluble in all the oils tested, it was not
further considered for nanoemulsion incorporation. The addition of ibuprofen did not have a
big influence on the formulation droplet size and PDI, but an increase in zeta-potential was
observed (24.6 and 36.8 mV). The formulations are further characterized with low viscosity
and Newtonian behaviour, osmolarity within a normal tear film osmolarity range and surface
tension around 35 mN m™. The formulation pH is around 4.4, which is still acceptable for
ophthalmic application, since no buffers are used. The formulation with low chitosan weight
fraction (INC1) shows higher stability than the formulation INC2 after 30-day storage at 4 °C.
While autoclaving had a negative impact on the formulation stability, filtration turned out to be
an appropriate technique for sterilization of the prepared nanoemulsions. After 2 hours about
90 % of ibuprofen was released from both formulations, which is significantly faster than from
ibuprofen oil solution and suspension. Such a release profile could be beneficial, regarding
limited residence time on the ocular surface. Rheological characterization after mixing with
mucin dispersion showed significant mucoadhesive properties of both INC1 and INC2
formulations. However, no increase in formulation mucoadhesive properties was observed with
higher chitosan weight fraction. Formulation biocompatibility was tested on 3D HCE-T model
and ex vivo model of porcine cornea. The viability of the cellular model after 30-minute
exposure to the formulations was high (> 88 %). However, NC2 and INC2 formulations showed
very small, but statistically significant viability decrease, which can be attributed to the higher

chitosan weight fraction. Similar results were obtained on the ex vivo model. While there was



no corneal damage observed after exposure to the formulation INC1, a slight corneal damage
was detected after 15-minute incubation with the formulation INC2. The damage was, however,
notably milder than the damage caused by benzalkonium chloride in the highest concentration
used in marketed eye drops.

Conclusion: The research performed within this doctoral thesis confirms the potential of both
primary cationic nanoemulsions with stearylamine and secondary cationic nanoemulsions with
chitosan in the treatment of DED. The results point out the nanoemulsion with 0.05 % (w/w)
stearylamine and 0.05 % (w/w) chitosan-coated nanoemulsion as the lead formulations
characterized by prominent mucoadhesive properties, achieved at minimal cationic agent
weight fraction, which increases their potential to be well tolerated after application. These
functional cationic nanoemulsions could be effectively used as drug-free vehicles for
symptomatic DED treatment or as a technological platform for incorporation of lipophilic drugs
used to treat DED.

Keywords: cationic nanoemulsion, dry eye disease, stearylamine, chitosan, lecithin, ibuprofen,

3D HCE-T model, porcine cornea
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1.1. POVRSINA OKA

Povrsina koja je kod otvorenog oka izlozena zraku sastoji se od epitela roznice i epitela bulbarne

spojnice koje prekriva tanak sloj suznog filma (1).
1.1.1. Epitel roZnice

Roznica je transparentna avaskularna struktura ovalnog oblika kroz koju prolazi svjetlost na
putu do mreznice u procesu vida. Horizontalni promjer roznice iznosi priblizno 11,5 mm, a
vertikalni 10,5 mm. RozZnica je gradena od 5 histoloski razli¢itih slojeva: epitela, Bowmannove
membrane, strome, Descemetove membrane i endotela. Epitel roZnice sastoji se od 4 do 6
slojeva nekeratiniziranih epitelnih stanica, a njegova debljina iznosi priblizno 50 um. Stanice
epitela u prva 2-3 povrsinska sloja prekrivene su mikrovilima i mikroplikama na apikalnoj
strani, §to povecava ukupnu povrSinu koja je u kontaktu sa suznim filmom. Stanice u
povrsinskim slojevima epitela medusobno su povezane C¢vrstim spojevima (engl. tight
junctions) koji su odgovorni za snazna barijerna svojstva roznice, sprje¢avajuci prolaz tekucine
I patogena. Izmedu epitelnih stanica granaju se ziv€ani zavrSeci, stoga je roznica posebno
osjetljiva na bol. Epitelne stanice roznice normalno podlijezu deskvamaciji, a nove epitelne
stanice nastaju diobom mati¢nih stanica koje se nalaze na rubu (lat. limbus) roznice. Prosje¢an
zivotni vijek epitelnih stanica roZnice iznosi 7-10 dana. Zahvaljuju¢i zna€ajnoj sposobnosti
regeneracije, nakon ozljede epitelnog sloja na roznici ne nastaju oziljci, kao ni zamuéenja koja

mogu ometati proces vida (2, 3).
1.1.2. Epitel bulbarne spojnice

Bulbarna spojnica prekriva prednji dio bjeloo¢nice do ruba roznice. Sastoji se od sloja epitela,
bazalne membrane i izrazito prokrvljene lamine proprije. Epitel bulbarne spojnice sastoji se od
6 ili viSe slojeva nekeratiniziranih epitelnih stanica, pri ¢emu su stanice povrSinskog sloja, kao
1 kod epitela roZnice, prekrivene mikrovilima 1 mikroplikama na apikalnoj strani. U
povrsinskom sloju epitelne stanice medusobno su povezane ¢vrstim spojevima, S§to pridonosi
barijernim svojstvima spojnice. Ipak, barijerna svojstva epitela spojnice slabija su od barijernih
svojstava epitela roznice. Epitel spojnice sadrzi i vréaste stanice koje izlucuju mucine (1, 4).
Mucini su glikoproteini velike molekulske mase koji sadrze jednu ili viSe proteinskih domena
bogatih aminokiselinama serinom i treoninom, na koje su kovalentno vezani postrani¢ni

oligosaharidni lanci (glikani). Maseni udio glikana u ukupnoj masi mucina iznosi ¢ak 50-80 %



(5). Vrcaste stanice pojedinacno su umetnute izmedu epitelnih stanica te ¢ine 5-10 % ukupnog

broja stanica epitela bulbarne spojnice (1, 4).
1.1.3. Suzni film

Suzni film prekriva povrsinu oka ¢ineéi ju vlaznom i glatkom te predstavlja prvu refrakcijsku
povrsinu u procesu vida. Nuzan je za prehranu avaskularne roznice difuzijom bitnih nutrijenata,
Stiti oko od trenja tijekom treptanja te predstavlja prvu liniju obrane povrsine oka od bakterija,
zahvaljuju¢i antibakterijskom djelovanju lizozima (5, 6). Novija istrazivanja predlazu dvoslojni
model suznog filma, u kojem vodenomukozni sloj gela (2-6 pwm) ¢ini najveci dio suznog filma
iu izravnom je kontaktu s povr§inom oka (epitelom roznice i spojnice). Vrlo tanak lipidni sloj
suznog filma (oko 42 nm) prekriva vodenomukozni gel te je kod otvorenog oka u izravhom
kontaktu sa zrakom (5). Model suznog filma prikazan je slikom 1. Vodenu komponentu suznog
filma izlucuju suzne Zlijezde. Vrcaste stanice spojnice oka izlucuju sekretorne mucine koji se
dijele na velike mucine koji tvore gel (engl. gel-forming mucins) i male topljive mucine koji ne
posjeduju sposobnost stvaranja gela (engl. non-gel forming mucins). Mucini koji tvore gel
iznimno su velike molekulske mase (do 40 MDa) te na sebe mogu vezati velike koli¢ine vode.
Zajedno s vodenom komponentom suznog filma i malim topljivim mucinima koji ne posjeduju
sposobnost stvaranja gela tvore vodenomukozni gel s gradijentom koncentracije mucina koja
se smanjuje s udaljenosc¢u od epitelnih stanica povrsine oka. Mucini koji tvore gel bitni su za
stabilizaciju i Sirenje suznog filma po povrsini oka (1, 5). Transmembranske mucine izluc¢uju
epitelne stanice roznice i spojnice oka te suzne Zlijezde. Transmembranski mucini vezani su za
apikalni dio stani¢éne membrane povrSinskih epitelnih stanica roznice i spojnice tvoreci
glikokaliks. Glikokaliks pridonosi povecanju polarnosti povrsine oka, ¢ime se poboljsavaju
svojstva mocenja povrsine oka i Sirenje suznog filma. Uloga sekretornih i transmembranskih
mucina je i zastita oka od patogena jer tvore barijeru penetraciji i vezanju patogena za epitelne
stanice povrsine oka (5). Lipidni sloj suznog filma uglavnom potjece od lipofilnog meibuma
koji izlucuju Meibomove zlijezde smjestene na rubovima vjeda. Nakon izlu¢ivanja meibum se
po povrsini suznog filma jednoli¢no Siri treptanjem. Taj vrlo tanak povrSinski sloj smanjuje
povrsinsku napetost suznog filma, omogucujuci pobolj$ano Sirenje suznog filma po povrsini
oka i njegovu stabilizaciju, usporava isparavanje vodene komponente suznog filma te sprje¢ava
prelijevanje suza preko rubova vjeda (5-7). Smatra se da se lipidni sloj suznog filma sastoji od
tankog sloja polarnih lipida (2-9 nm) koji prilijeze uz vodenomukozni gel te od debljeg sloja
nepolarnih lipida (33-40 nm) na samoj povrsini koji tvori najmanje oko 80 % ukupne debljine

lipidnog sloja suznog filma (7). Najzastupljeniji polarni lipidi su fosfolipidi (fosfatidilkolin,
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lizofosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, lizofosfatidiletanolamin, fosfatidilserin, sfingomijelin
I ceramidi) kojih u suzama ukupno ima 5-13 %. Zanimljivo je da meibum sadrzi najvise 0,1 %
fosfolipida te jo$ uvijek ne postoji objasnjenje o porijeklu fosfolipida u suznom filmu. (O-acil)-
w-hidroksimasne kiseline (OAHFAS) najzastupljeniji su polarni lipidi meibuma (4 %) te su
takoder sastavni dio lipidnog sloja suznog filma. Nepolarni lipidi suznog filma potjecu iz
meibuma, a to su veé¢inom esteri kolesterola i vostani esteri (5, 7). Kod normalnog, zdravog
suznog filma prisutna je interakcija lipidnog sloja i vodenomukoznog gela koja pridonosi

stabilizaciji suznog filma (5, 8).

Lipidni sloj

Vodenomukozni sloj
( N
a3}

Epitelne stanice

Mikrovili epitelnih stanica

Transmembranski mucini

Slika 1. Struktura suznog filma (preuzeto i prilagodeno iz reference (9)).

1.2. BOLEST SUHOG OKA

-----

posjet oftalmologu. Umjereni do teski oblici bolesti suhog oka uzrokuju bol, ogranicavaju
pacijente u obavljanju svakodnevnih aktivnosti, naruSavaju vitalnost i op¢e zdravstveno stanje
te su Cesti uzrok depresije (10). Prema najnovijoj definiciji, bolest suhog oka je

multifaktorijalna bolest povrSine oka koju karakterizira gubitak homeostaze suznog filma, a



koja je popraéena ofnim simptomima c¢ija je etiologija povezana s nestabilnoS¢éu i
hiperosmolarno$¢u suznog filma, upalom i oSteenjem povrSine oka te neurosenzornim
abnormalnostima (11). Sam pojam multifaktorijalna bolest podrazumijeva znacajan i slozen
funkcionalni poremecaj koji nije moguce opisati samo jednim procesom, znakom ili
simptomom (10). Simptomi bolesti su nespecifi¢ni i ukljucuju crvenilo, peckanje, suzenje,
svrbez, osjecaj suhoce i pijeska ili stranog tijela u oku te prolazno zamuéenje vida (11, 12).
Postoje slu¢ajevi kada pacijent osjeca sve ili samo neke od simptoma bolesti suhog oka, dok
klini¢ki znakovi nisu prisutni, no moguca je i obrnuta situacija (11). Globalna prevalencija
bolesti suhog oka razlikuje se ovisno o geografskom podruéju te u prosjeku iznosi 5-50 %, a
postoje istrazivanja koja pokazuju ucestalost u odredenim populacijama do ¢ak 75 % (13). Rizik
za razvoj bolesti povezan je s dobi te se znacajno povecava nakon 50-te, a posebice nakon 80-
te godine Zivota. Ipak, zbog danasnjeg modernog nacina Zivota, koji ukljucuje dugotrajan rad
na racunalu, prekomjernu upotrebu pametnih telefona, boravak u klimatiziranim prostorima
niske relativne vlaznosti zraka, noSenje kontaktnih le¢a i sl., uCestalost bolesti sve je veca i kod
mlade populacije. Zenski spol takoder je povezan s poveéanim rizikom za razvoj bolesti suhog
oka. Poznato je da androgeni stimuliraju rad suznih i Meibomovih zlijezda te postoje brojni
dokazi da je niska razina androgena i visoka razina estrogena bitan faktor rizika za razvoj bolesti
suhog oka, stoga je rizik znacajno povecan kod zena u postmenopauzi koje primaju hormonsku
nadomjesnu terapiju (14). Povecan rizik za razvoj bolesti povezan je i sa Zutom rasom kod koje
je ucestalost 1,5-2,2 puta veca u odnosu na bijelu rasu. Kod osoba koje nose kontaktne lece

rizik je povecan i do 4 puta (13).
1.2.1. Podjela bolesti suhog oka

Bolest suhog oka dijeli se na dva glavna etiopatogenetska tipa: hiposekrecijski tip, koji nastaje
uslijed smanjenog izlu¢ivanja suza, i hiperevaporacijski tip, koji nastaje uslijed prekomjernog
isparavanja suza (1). Hiposekrecijski tip pokazuje manju ucestalost u populaciji od
hiperevaporacijskog tipa te moze biti posljedica Sjogrenovog sindroma te drugih poremecaja,
stanja ili bolesti, poput starenja, ablacije suznih Zlijezda, opstrukcije izvodnih kanali¢a suznih
Zlijezda, noSenja kontaktnih leca, laserskog uklanjanja dioptrije, ozljede trigeminalnog Zivca,
transplantacije roznice i dijabetesa, ili moZe nastati kao nuspojava odredenih lijekova (1, 12).
Sjogrenov sindrom je autoimuna bolest koja pogada egzokrine zlijezde, od kojih su najvise
zahvaéene suzne zlijezde i Zlijezde slinovnice. Propadanje spomenutih zlijezda uzrok je
simptoma bolesti suhog oka i1 suhoce usta. Kod pacijenata sa Sjogrenovim sindromom bolest

suhog oka javlja se u ranijoj zivotnoj dobi, a karakterizira ju brze napredovanje i tezi oblici
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bolesti (1). Starenje je najces¢i uzrok hiposekrecijskog tipa bolesti suhog oka, a smatra se da
nastaje zbog starenja i opadanja funkcije suznih zlijezda te smanjenja osjetljivosti roZnice na
vanjske podraZaje, §to smanjuje refleksno izluCivanje suza (1). Ucestaliji hiperevaporacijski tip
bolesti suhog oka najéesée je posljedica disfunkcije Meibomovih Zlijezda, a moZe nastati i zbog
poremecaja zatvaranja vjeda, smanjene ucestalosti treptanja (zbog, primjerice, Parkinsonove
bolesti), ocnih alergija, nedostatka vitamina A te topikalne oftalmicke primjene odredenih
lijekova (1). Disfunkcija Meibomovih zlijezda nastaje zbog patoloskih promjena na zlijezdama
koje mogu biti ireverzibilne. Opstrukcija Meibomovih Zzlijezda naj¢es¢i je uzrok njihove
disfunkcije, a moze biti posljedica koznih bolesti poput rozaceje, atopijskog ili seboroi¢nog
dermatitisa, psorijaze ili ihtioze te opstrukcije izvodnih kanali¢a zlijezda oziljkastim tkivom na
spojnici ili hiperkeratinizacijom i pojaanim ljustenjem stanica koje oblaZzu unutraSnjost
(lumen) izvodnih kanali¢a Zlijezda, §to moZe biti popra¢eno povec¢anom viskozno$¢u meibuma.
Takoder, upotreba tretinoina u lije¢enju akne moze uzrokovati atrofiju i posljedi¢nu disfunkciju
Meibomovih Zlijezda. U pocetnim stadijima hiperevaporacijskog tipa bolesti suhog oka

normalan volumen suznog filma moguce je nadoknaditi pojacanim izlu¢ivanjem suza (1).
1.2.2. Mehanizam bolesti suhog oka

Hiperosmolarnost suznog filma u srediStu je patogeneze bolesti suhog oka, a posljedica je
smanjenog izluéivanja odnosno prekomjernog isparavanja suza. Osmolarnost normalnog
suznog filma iznosi priblizno 302 + 8 mOsm kg™, dok kod blagog do umjerenog i teskog oblika
suhog oka iznosi oko 315 + 10 mOsm kg i 336 + 22 mOsm kg* (1). Ipak, smatra se da je na
odredenim mjestima na povrSini oka, a posebice na mjestima pucanja suznog filma,
osmolarnost daleko veca. Hiperosmolarnost suznog filma ostec¢uje povrsinu oka neposrednim,
ali i posrednim mehanizmima preko kaskade upalnih reakcija. Upala uzrokuje apoptozu
epitelnih stanica povrSine oka i vréastih stanica spojnice, abnormalnu diferencijaciju te
pojacanu deskvamaciju epitelnih stanica, Sto pridonosi nestabilnosti suznog filma. Rana
aktivacija signalnih putova mitogenom aktiviranih protein kinaza (MAPK) i nuklearnog
¢imbenika kB (NFxB) potice kaskadu upalnih reakcija koje poticu sintezu i lu¢enje proupalnih
citokina, ¢imbenika nekroze tumora o (TNF-a), metaloproteinaza izvanstanicnog matriksa 1
proapoptotickih ¢imbenika. Metaloproteinaze izvanstani¢nog matriksa su proteoliticki enzimi
koji sudjeluju u procesu cijeljenja rane i upale, a kod bolesti suhog oka razgraduju ¢vrste
spojeve izmedu epitelnih stanica te pridonose narusavanju integriteta epitelne barijere na
povrsini oka. Smatra se da metaloproteinaza izvanstanicnog matriksa MMP-9, koja razgraduje

okludin (podjedinicu ¢vrstih spojeva izmedu stanica), ima klju¢nu ulogu u bolesti suhog oka te
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je dokazana povezanost izmedu koncentracije MMP-9 u suznom filmu i tezine bolesti (1).
Kaskada upalnih reakcija dodatno privla¢i upalne stanice (makrofage, dendriticke stanice,
neutrofile, prirodne stanice ubojice i aktivirane T limfocite) na povrSinu oka koje tada postaju
dodatan izvor medijatora upale. Medijatori upale i hiperosmolarnost suznog filma smanjuju
ekspresiju transmembranskih mucina te uzrokuju apoptozu epitelnih stanica roznice i spojnice
te vrcastih stanica spojnice (1). Manjak vréastih stanica karakteristican je za bolest suhog oka,
a oCituje se smanjenom koncentracijom mucina koji tvore gel u suznom filmu, §to u kombinaciji
s promjenama na glikokaliksu znacajno naruSava stabilnost suznog filma i mocenje povrsine
oka te je uzrok preuranjenog pucanja suznog filma (1). Preuranjeno pucanje suznog filma uzrok
je naruSene vidne funkcije. Navedeni dogadaji upotpunjuju tzv. zacarani krug bolesti suhog
oka, prikazan slikom 2, koji omoguéuju samoodrzavanje bolesti. Upala takoder uzrokuje
kroni¢nu neurogenu upalu pojacavajuéi ozbiljnost same bolesti. Zbog nedostatne podmazanosti
povrsine oka suznim filmom, koja je rezultat gubitka mucina ili smanjenog volumena suza,
pojacano je trenje izmedu vjeda i povrSine oka za vrijeme treptanja. Pojacano trenje moze
dodatno mehanicki oStetiti odredena podrucja na povrsini oka. Filamentozni keratitis moze se
javiti kao posljedica bolesti suhog oka, a ukljucuje stanje kod kojega se ogranci epitela roznice
dugacki do 2 mm pruzaju u suzni film. Povlacenje ogranaka pri treptanju uzrok je jake boli i

osjecaja stranog tijela u oku (1).
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ot - apoptoza konzervansi, )
I.?sers!fo uklanja.nje no3enje kontaktnih leéa | +*
dioptrije, nosenje Oitecenje
kontaktnih leca, uzrokovano
lokalna anestezija | Tte., Stres na povrsini oka trenjem

Slika 2. Zacarani krug bolesti suhog oka; MAPK — mitogenom aktivirane protein kinaze; NFxB — nuklearni
¢imbenik kB; IL — interleukini; IFN-y — interferon y; TNF-o — ¢imbenik nekroze tumora a; MMP —

metaloproteinaze izvanstani¢nog matriksa (uz dozvolu Elsevier-a preuzeto i prilagodeno iz reference (1) ).

1.2.3. Lijecenje bolesti suhog oka

Teski oblici nelije¢ene bolesti sunog oka mogu prouzroditi osteCenje i ulceraciju roznice te
stvaranje oziljaka na roznici i trajno oSteCenje vida (15). LijeCenje bolesti suhog oka vrlo je
slozeno zbog multifaktorijalne etiologije. Identifikacija uzroka, dominantnog tipa
(hiposekrecijskog ili hiperevaporacijskog) i stupnja bolesti suhog oka od klju¢ne je vaznosti za
pravilno lije¢enje. Kod vecine pacijenata postoji povezanost izmedu tezine simptoma i klinickih
znakova bolesti. U slucajevima kada su kroni¢no prisutni simptomi bolesti suhog oka, uz
ogranicene klinicke znakove otporne na lijecenje, lijeCenje bi trebalo biti usmjereno na lijecenje
neuropatske boli. Kod pacijenata koji pak imaju blage simptome, uz jasne klinicke znakove
bolesti, najvjerojatnije je u pitanju smanjena osjetljivost roznice Ciji je uzrok neuropatska
keratopatija, stoga je lijeGenje od kriti¢ne vaznosti za prevenciju daljnjih oStecenja (15). Krajnji

cilj lije¢enja bolesti suhog oka je ponovno uspostavljanje homeostaze na povrsini oka prekidom
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zacaranog kruga bolesti te uvodenje dugotrajnih mjera kojima bi se sprijecio relaps. Algoritam
lijecenja prikazan u tablici 1 uzima u obzir etiologiju i stupanj bolesti te pocinje s opcenitim
mjerama za lijeCenje bolesti suhog oka mijesane ctiologije koje zatim postaju sve usmjerenije
na lijecenje specifi¢nih uzroka, znakova i simptoma bolesti. U slu¢ajevima kada postoje dokazi
ozbiljnijih  komplikacija bolesti povezanih s, primjerice, poremecajem vjeda,
neovaskularizacijom roznice ili infekcijom mikroorganizmima, potrebno je razmotriti dodatne

pristupe lijecenju (15).



Tablica 1. Algoritam lije¢enja bolesti suhog oka (uz dozvolu Elsevier-a preuzeto iz reference

(15)).

Korak 1:
o Edukacija 0 samoj bolesti, lije¢enju i prognozama lijeCenja
. Uvodenje promjena u lokalnom okruzenju
. Edukacija o promjenama u prehrani (ukljuc¢ujuéi dodatke prehrani s esencijalnim masnim
kiselinama)
. Identifikacija i razmatranje ukidanja lijekova (sistemskih ili topikalnih) koji su moguci
uzrok bolesti
. Primjena umjetnih suza (ako je prisutna disfunkcija Meibomovih Zzlijezda, razmotriti
primjenu umjetnih suza koje sadrze lipide)
. Higijena vjeda i primjena toplih kompresa
Korak 2:
Ako su pristupi lijeCenju opisani u prethodnom koraku nedovoljni, razmotriti:
. Umjetne suze bez konzervansa radi izbjegavanja moguceg toksi¢nog ucinka konzervansa
na povrsinu oka
° Eteri¢no ulje ¢ajevca ako je prisutna infekcija demodeksom
. Zadrzavanje suza zatvaranjem suznih kanali¢a ili noSenjem posebnih naocala koje
sprje¢avaju isparavanje suza
. Primjenu masti za oko prije spavanja ili noSenje posebnih naocala koje sprjecavaju
isparavanje suza tijekom noci
. Fizicko zagrijavanje (primjenom toplih kompresa ili posebnih uredaja) i istiskivanje
sadrzaja Meibomovih Zlijezda tijekom dana
o Primjenu intenzivnog pulsiraju¢eg svjetla (engl. intense pulsed light, IPL) pomocu
posebnih uredaja tijekom dana, kod disfunkcije Meibomovih Zlijezda
o Propisivanje lijekova za lijeCenje bolesti suhog oka:
o Topikalnih antibiotika s ili bez glukokortikoida za primjenu na rubove vjeda ako je prisutan
prednji blefaritis
o Topikalnih glukokortikoida (kratkotrajna primjena)
o Topikalnih sekretogoga
o Topikalnih nesteroidnih imunomodulatora, poput ciklosporina A
o Topikalnih antagonista integrina, poput lifitegrasta
o Oralnih makrolida ili tetraciklina
Korak 3:
Ako su pristupi lijecenju opisani u prethodnim koracima nedovoljni, razmotriti:
o Primjenu oralnih sekretogoga
. Topikalnu primjenu autolognog seruma
° Primjenu posebnih kontaktnih leca
Korak 4:
Ako su pristupi lijecenju opisani u prethodnim koracima nedovoljni, razmotriti:
o Topikalnu primjenu glukokortikoida tijekom duljeg razdoblja
° Presadivanje amnionske membrane (kod kroni¢nih oStecenja epitela povrsine oka koja ne
zacjeljuju)
. Kirursko (trajno) zatvaranje suznih kanali¢a
. Ostale kirurSke mogucnosti lijecenja (npr. tarzorafiju ili (auto)transplantaciju zlijezda
slinovnica)
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1.2.4. Umjetne suze

Prva linija lijecenja bolesti suhog oka najcesc¢e ukljucuje topikalnu primjenu bezreceptnih kapi
za oko, tzv. umjetnih suza. Pojam umjetne suze ukljucuje Sirok spektar proizvoda ¢iji je cilj
nadomijestiti prirodni suzni film (16). Najzastupljenija tvar u umjetnim suzama je voda kojom
se nastoji nadomjestiti vodenu komponentu suznog filma. S ciljem produljivanja zadrzavanja
pripravka na povrsini oka umjetnim se suzama dodaju razlicite tvari za povecanje viskoznosti,
poput derivata celuloze (karboksimetilceluloza, hidroksipropilmetilceluloza,
hidroksipropilceluloza), prirodnog glikozaminoglikana hijaluronske kiseline ili galaktomanana
hidroksipropilguara koji gelira nakon primjene na oko zbog promjene pH. Danas se sve veci
znacaj pridaje umjetnim suzama koje sadrze lipide, kojima se nastoji nadomjestiti lipidni sloj
suznog filma. Od lipida u komercijalno dostupnim kapima za oko koriste se tekuci parafin,
ricinusovo ulje, trigliceridi srednje duljine lanaca, sojino ulje i fosfolipidi (15, 17, 18). Umjetne
suze s lipidima tehnoloSkog su oblika (nano)emulzija, a postoje i sprejevi za oko koji sadrze
liposome (15). Sprejevi za oko s liposomima primjenjuju se na zatvoreno oko. Nakon primjene
liposomi migriraju u suzni film preko rubova vjeda gdje nadomjestaju fosfolipide lipidnog sloja
suznog filma, povecavajuci pritom debljinu lipidnog sloja i stabilnost suznog filma (19). Ipak,
iako je primjenom umjetnih suza moguce ublaziti simptome bolesti suhog oka, jo§ uvijek nije
poznato pruzaju li razli¢ite komercijalno dostupne umjetne suze podjednako olakSanje znakova
i simptoma bolesti kada se usporeduju medusobno ili s placebom (16). Takoder, primjena
umjetnih suza je samo simptomatski oblik lijecenja jer ne djeluje na uzrok bolesti suhog oka

(15).
1.2.5. Farmakoterapija

Dok je kod blagog oblika bolesti suhog oka primjena umjetnih suza dovoljna, kod umjerenog i
teSkog oblika bolesti cesto je potrebno uvodenje dodatnih oblika lijeCenja poput
farmakoterapije. Kako su hiperosmolarnost suznog filma i posljedi¢na upala klju¢ni dogadaji
kod bolesti suhog oka, farmakoterapija je uglavnom usmjerena na upalnu komponentu bolesti

(20). Lijekovi odobreni za lijecenje bolesti suhog oka prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2. Lijekovi odobreni za lije¢enje bolesti suhog oka.

Skupina Naziv Djelatna tvar Tehnoloski Nositelj
oblik odobrenja
Restasis® ciklosporin A nanoemulzija Allergan
(0,05 %)
Lacrinmune® ciklosporin A nanoemulzija | Bausch & Lomb
(0,05 %)
Imunomodulatori Ikervis® ciklosporin A nanoemulzija Santen
(0,1 %)
Cequa® ciklosporin A micelarna Sun
(0,09 %) otopina Pharmaceutical
Industries
Antagonisti Xiidra® lifitegrast (5 %) otopina Shire
integrina
Sekretogozi Diquas® dikvafosol (3 %) otopina Santen
mucina i/ili vodene Mucosta® rebamipid (2 %) suspenzija Otsuka
komponente suza Pharmaceutical

U SAD-u je 2003. godine Agencija za hranu i lijekove (FDA) odobrila prvi lijek za lijeCenje
bolesti suhog oka — kapi za oko Restasis® (Allergan) koje sadrze 0,05 % ciklosporina A. 2015.
godine na europskom je trziStu takoder odobren lijek za lijeCenje bolesti suhog oka — kapi za
oko lkervis® (Santen) s 0,1 % ciklosporina A. Ciklosporin A je metabolit izoliran iz gljivica
Tolypocladium inflatum i Beauveria nevus, ciklicki peptid sastavljen od 11 aminokiselina s
imunomodulatornim i protuupalnim djelovanjem. Ciklosporin A ima specifi¢no djelovanje
usmjereno na T-limfocite, sprje¢avajuci njihovu aktivaciju i lucenje proupalnih citokina te
nastanak upale (21). Takoder, ciklosporin A povecava izluCivanje suza, smanjuje
hiperosmolarnost suznog filma, sprjeava apoptozu stanica te povecava broj 1 gustocu vrcastih
stanica spojnice oka. Zbog specifi¢nog djelovanja na T-limfocite, ciklosporin A je prikladan za
dugotrajnu upotrebu, koja je nuzna zbog kroni¢ne naravi bolesti, bez opasnosti od izazivanja
ozbiljnijih nuspojava, stoga je ciklosporin A lijek izbora za lijecenje umjerenog do teskog
oblika bolesti suhog oka (15, 21). Ipak, nastup djelovanja kod topikalne oftalmicke primjene
ciklosporina A znacajno je odgoden, ¢ak i do 3 mjeseca od pocetka lijeCenja, Sto moze
negativno utjecati na adherenciju pacijenata, stoga se u nekim slucajevima preporucuje pocetna
kombinirana terapija ciklosporinom A i topikalnim glukokortikoidima, s ciljem ubrzanja

nastupa protuupalnog ucinka i olakSanja simptoma (15, 22).
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Takrolimus je jo$ jedan imunomodulatorni lijek ¢ije je djelovanje usmjereno na T-limfocite, no
posjeduje jace imunosupresivno djelovanje od ciklosporina A (23). Dosadasnja ispitivanja
ukuzuju na potencijal primjene takrolimusa u slucajevima intolerancije ili slabih ishoda

lije¢enja ciklosporinom A (15).

2016. godine FDA je odobrila novi lijek za lije¢enje bolesti suhog oka — kapi za oko u obliku
otopine koja sadrzi 5 % lifitegrasta (Xiidra®, Shire). Lifitegrast je antagonist integrina koji
djeluje protuupalno sprjecavajuci vezanje T-limfocita na endotel kapilara i njihovu migraciju u
okolno tkivo (24, 25).

Topikalni glukokortikoidi takoder se uspjesno koriste za lijeenje bolesti suhog oka, samostalno
ili u kombinaciji s ciklosporinom A. Protuupalno djelovanje glukokortikoida omogucuje brzo i
uspjeSno uklanjanje znakova i1 simptoma bolesti. Ipak, njihova je primjena vremenski
ograni¢ena na priblizno 2 tjedna zbog potencijalno ozbiljnih nuSpojava, poput povisenog o¢nog
tlaka, katarakte te oportunistickih infekcija, koje se mogu javiti nakon dulje upotrebe (15, 20).
Medu glukokortikoidima posebno se isti¢e loteprednoletabonat, koji se zbog svoje posebne
strukture hidroliti¢ki razgraduje ne neaktivne metabolite nedugo nakon vezanja na receptore i
njihove aktivacije, stoga ima manji potencijal za razvoj nuspojava te postoji mogucénost njegove

produljene upotrebe (26, 27).

Jos jedna skupina lijekova s potencijalom za lije¢enje bolesti suhog oka su topikalni nesteroidni
antireumatici (NSAR) koji za razliku od glukokortikoida nemaju imunosupresivni u¢inak te ne
izazivaju nuspojave Kkarakteristicne za glukokortikoide (15, 20). Takoder, jedna je studija
dokazala osmoprotektivni u¢inak diklofenaka na modelu bolesti suhog oka na Stakorima (28).
Ipak, zabiljezen je slu¢aj obostranog stanjenja roznice nakon dvotjedne primjene kapi za oko s
bromfenakom kod dvadesetogodisnje pacijentice Cija je bolest suhog oka bila posljedica
Stevens Johnsonovog sindroma, stoga je potreban oprez pri propisivanju topikalnih NSAR kod

pacijenata s tezim oblicima bolesti suhog oka (29).

Antibiotici tetraciklini i azitromicin takoder se koriste u lije¢enju bolesti suhog oka jer osim
antibakterijskog posjeduju i protuupalno djelovanje. Mehanizam protuupalnog djelovanja
tetraciklina je inhibicija enzima kolagenaze, fosfolipaze A2 te metaloproteinaza izvanstani¢nog
matriksa, kao 1 inhibicija izlu¢ivanja razli¢itih medijatora upale iz epitelnih stanica roZnice.
Tetraciklini se Cesto propisuju kod rozaceje, disfunkcije Meibomovih zlijezda i blefaritisa

povezanih s boleS¢u suhog oka. Tetraciklini se uzimaju peroralno, iako jos uvijek nije utvrden
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optimalan rezim doziranja. Primjena azitromicina moze biti vrlo u¢inkovita kod rozaceje s
pridruzenom disfunkcijom Meibomovih zlijezda te se smatra da azitromicin pospjesuje
funkciju epitelnih stanica Meibomovih zlijezda i da pomaZze u kontroli bakterijske flore 1 upale
vjeda. Za azitromicin, osim peroralne, postoji i mogucnost topikalne oftalmicke primjene, iako

ni za jedan put primjene jo$ uvijek ne postoji optimalan rezim doziranja (15).

Topikalni sekretogozi jos su jedna skupina lijekova za lijeCenje bolesti suhog oka, ¢iji se uc¢inak
temelji na poticanju izluc¢ivanja mucina i/ili vodene komponente suza. Dikvafosol je lijek koji
potice epitelne i vréaste stanice spojnice oka na izlu¢ivanje mucina i vode, a odobren je u Japanu
i Juznoj Koreji kao otopina (3 %, Diquas®, Santen). Rebamipid je mucinski sekretogog koji
poti¢e epitelne stanice roznice na luc¢enje transmembranskih mucina te je odobren u Japanu kao

suspenzija (2 %, Mucosta®, Otsuka Pharmaceutical) (15).

Oralna primjena parasimpatomimetika pilokarpina i cevimelina odobrena je od strane FDA za
lijeCenje suhoce usta koja je posljedica Sjogrenovog sindroma jer poti¢u izlu¢ivanje sline, no
postoje klini¢ke studije koje dokazuju njihovu ucinkovitost u lijecenju bolesti suhog oka kod

pacijenata sa Sjogrenovim sindromom jer, osim sline, poti¢u i izlu¢ivanje suza (30).

Oligonukleotid mala interferirajuca ribonukleinska kiselina (engl. small interfering ribonucleic
acid, siRNA) inovacija je u lijeCenju raznih bolesti pa tako i u lijeCenju bolesti suhog oka.
Topikalna primjena siRNA SYL1001 s 19 parova baza omogucuje selektivnu razgradnju
glasnicke RNA i inhibiciju sinteze vaniloidnih receptora tipa TRPV1 (engl. transient receptor
potential cation channel subfamily V member 1). TRPV1 receptor kod bolesti suhog oka
sudjeluje u prijenosu bolnih podrazaja, a pokazalo se da takoder sudjeluje u modulaciji upalnih
procesa. Klinicka ispitivanja (faza I 1 II) dokazala su sigurnost topikalne oftalmicke primjene

SYL1001 i u¢inkovitost u smanjenju boli i hiperemije spojnice kod bolesti suhog oka (31).

1.2.6. Konvencionalni topikalni farmaceutski oblici za lijecenje bolesti suhog oka i njihovi

nedostaci

Kao i druge bolesti koje zahvacaju prednji segment oka, bolest suhog oka najcesce se lijeci
topikalnom primjenom kapi za oko. PovrSina oka lako je dostupna, a primjena kapi za oko
jednostavna i neinvazivna. U lije¢enju suhog oka glavni je cilj zadrZavanje pripravka u suznom
filmu i apsorpcija djelatne tvari u povrSinske slojeve oka (epitel roZnice i spojnice) zahvacene
upalom (32). Ipak, zbog posebnosti anatomije i fiziologije oka taj cilj nije lako posti¢i. Volumen

suza iznosi priblizno 7 pL, pri ¢emu se veci dio suza nalazi u donjoj konjunktivalnoj vrecici,
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dok priblizno 1 pL suzne tekuéine prekriva povrsinu oka. Oko moze zadrzati vrlo ograniceni
volumen tekuéine (priblizno 30 pL) bez prelijevanja preko rubova vjeda, a kako prosjecni
volumen kapi za oko iznosi 40 pL, veliki se dio primijenjene doze gubi neposredno nakon
primjene. Osim toga, suzenje, treptanje i nazolakrimalna drenaza omogucuju brzu izmjenu suza
od oko 1 pL po minuti, ¢ime se s povrSine oka u¢inkovito uklanjaju strane Cestice, ali i djelatne
tvari (33, 34). Ti protektivni mehanizmi oka uzrok su vrlo ogranicenom vremenu zadrZavanja
konvencionalnih kapi za oko te ¢injenici da se oko 80 % primijenjene djelatne tvari ukloni
unutar 2 minute nakon primjene, zbog Cega nastaje potreba za ucestalim doziranjem, $to
smanjuje adherenciju pacijenata (35). Osim toga, uklapanje djelatnih tvari u konvencionalne
kapi za oko u obliku vodene otopine vrlo ¢esto predstavlja problem jer je vecina djelatnih tvari
lipofilna 1 slabo topljiva u vodi. Od lipofilnih se djelatnih tvari, poput glukokortikoida, ¢esto
pripravljaju vodene suspenzije, Ciji je veliki nedostatak fizicka nestabilnost. Takoder, radi
ujednacenosti doziranja kapi za oko suspenzije potrebno je protresti neposredno prije primjene,
Sto se, nazalost, u praksi ¢esto ne provodi. Povrh svega, zbog Cinjenice da je samo otopljena
frakcija djelatne tvari na raspolaganju za apsorpciju i u¢inak, uklapanje vece koli¢ine djelatne
tvari u suspenziju samo umjereno povecava apsorpciju u odnosu na zasi¢enu vodenu otopinu
(33). Masti za oko jos$ su jedan Cesto propisivani farmaceutski oblik u oftalmologiji. To su
pripravci polucvrste konzistencije kod kojih je djelatna tvar najceS¢e suspendirana u lipofilnoj
podlozi. Iako zbog znacajno vece viskoznosti u odnosu na kapi za oko masti omogucuju dulje
zadrZavanje pripravka na oku, varijabilnost doziranja je veca, a kako zamucuju vid najcesce se
primjenjuju samo prije spavanja (21, 36). Kako bi se nadisli nedostaci postoje¢ih farmaceutskih
oblika nuzan je razvoj inovativnih formulacija koje bi omogucile dulje zadrzavanje djelatne
tvari na povrSini oka i bolju apsorpciju u epitelne stanice povrSine oka zahvacene upalom te
smanjile potrebu za ucestalim doziranjem, Sto bi povecalo adherenciju pacijenata i ishode

lije€enja bolesti suhog oka.
1.2.7. Inovativni terapijski nanosustavi za lijeCenje bolesti suhog oka

Nanotehnologija nudi brojne moguénosti za unaprjedenje lijecenja bolesti suhog oka. Topikalni
nanosustavi omogucuju bolje uklapanje djelatnih tvari slabo topljivih u vodi te istovremenu
zaStitu djelatnih tvari od enzimske razgradnje u suznom filmu. Takoder, nanosustavi
omogucuju produljeno zadrzavanje i bolju interakciju djelatne tvari s povrSinom oka te
postizanje vece koncentracije djelatne tvari na ciljnom mjestu (37). LijeCenje bolesti suhog oka
vjerojatno je najbolji primjer iskoriStavanja prednosti nanotehnologije. Komercijalno dostupni

nanosustavi za lije¢enje bolesti suhog oka su nanoemulzije s ciklosporinom A (Restasis®,
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Allergan; Lacrinmune®, Bausch & Lomb; Ikervis®, Santen), micelarna otopina s ciklosporinom
A (Cequa®, Sun Pharmaceutical Industries) te sprejevi za oko s liposomima bez uklopljene
djelatne tvari (Tears Again®, Optima Pharmazeutische; Dry Eye Mist®, Boots; Tear Mist®,

Tesco).
1.3. NANOEMULZIJE ZA LIJECENJE BOLESTI SUHOG OKA

Nanoemulzije su disperzije dviju teku¢ina koje se medusobno ne mijeSaju stabilizirane
povrsinski aktivnim tvarima, s kapljicama unutarnje faze nanometarskih veli¢ina (50-700 nm)
(38). Nanoemulzije mogu biti tipa ulje u vodi (U/V), voda u ulju (V/U) ili mjeSovitog U/V/U
ili V/U/V tipa. U oftalmic¢koj primjeni Koristi se U/V tip nanoemulzija zbog moguénosti
mijeSanja sa suznim filmom nakon primjene, a veli¢ina kapljica unutarnje uljne faze najcesce
iznosi 200-300 nm (38-40). Unutarnja struktura nanoemulzija U/V tipa shematski je prikazana
slikom 3. Nanoemulzije za oftalmic¢ku primjenu sluze kao tehnoloska platforma za uklapanjem
lipofilnih, slabo topljivih djelatnih tvari, Sto omoguéuje njihovu jednostavnu primjenu u obliku
konvencionalnih kapi za oko. Takoder, biorazgradljivost, mala veli¢ina kapljica, mala
viskoznost, moguénost sterilizacije nakon priprave, moguénost uklapanja djelatnih tvari u
unutra$njosti ili na samom rubu kapljica uljne faze te poboljSana bioraspolozivost djelatnih tvari
u o¢noj vodici ¢ini hanoemulzije izuzetno prikladnim terapijskim nanosustavom za oftalmicku
primjenu (17, 38). Mali udio povrsinski aktivnih tvari omogucuje dobru oftalmicku
podnosljivost nanoemulzija, a kako se djelatna tvar nalazi otopljena unutar uljnih kapljica, rizik
taloZenja djelatne tvari nakon primjene sveden je na najmanju mogucu mjeru. Mala veli¢ina
kapljica osigurava veliku ukupnu povrSinu za oslobadanje djelatne tvari koja time postaje
dostupna za apsorpciju (41). Ciklosporin A u obliku kapi za oko prvi je odobreni lijek za
lijecenje bolesti suhog oka te je zbog svoje djelotvornosti, sigurnosti 1 moguénosti dugotrajne
primjene lijek izbora za lijecenje umjerenih do teskih oblika bolesti (21). Unato¢ tome, slaba
topljivost u vodi (< 10 pug mL™? pri fizioloskoj temperaturi) onemoguéuje njegovo uklapanje u
konvencionalne kapi za oko u obliku vodene otopine (42). Pokusaji poboljsanja topljivosti
ciklosporina A koriStenjem povrsinski aktivnih tvari u velikim koncentracijama, pripravom
uljnih otopina te masti za oko najcesce su zavrSavali prekidom terapije zbog lose podnosljivosti,
lokalne iritacije i/ili toksi¢nosti (21). Restasis® je prvi lijek odobren za lijeenje bolesti suhog
oka. Sadrzi 0,05 % ciklosporina A uklopljenog u nanoemulziju s ricinusovim uljem. Nakon
kapi za oko Restasis®, na trzistu se pojavljuju i druge kapi za oko s ciklosporinom A u obliku

nanoemulzije (Lacrinmune®, Bausch & Lomb; Ikervis®, Santen) (41).
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Nepolarni rep

Slika 3. Shematski prikaz unutarnje strukture nanoemulzije U/V tipa (uz dozvolu Elsevier-a preuzeto i

prilagodeno iz reference (40)).

1.3.1. Sudbina nanoemulzija nakon topikalne oftalmicke primjene

lako se isprva ¢ini da su nanoemulzije jednostavni pripravci kod kojih je djelatna tvar otopljena
unutar kapljica uljne faze, stabiliziranih povrSinski aktivnim tvarima, nanoemulzije Su zapravo
vrlo sloZeni sustavi. Molekule povrSinski aktivnih tvari mogu se nalaziti na povrSini uljnih
kapljica ili tvoriti micele u vanjskoj vodenoj fazi. Uljne kapljice mogu biti prisutne u razli¢itim
veli¢inama, a otopljena djelatna tvar, osim unutar uljnih kapljica, moze se nalaziti i u vodenoj
fazi, micelama te na granici izmedu uljne i vodene faze. Raspodjela djelatne tvari unutar same
nanoemulzije moze u konaénici utjecati na brzinu i opseg apsorpcije te raspodjelu djelatne tvari
u tkiva oka. U nanoemulziji Restasis® za stabilizaciju su koristene dvije pomoéne tvari:
povrsinski aktivna tvar polisorbat 80 i karbomer kopolimer tipa A koji je osjetljiv na prisutnost
soli (43). Prema dosadasnjem shvaéanju, nakon primjene nanoemulzije Restasis® na povrsinu
oka formulacija se razrjeduje suzama, a njezin su raspad i interakcija sa suznim filmom
prikazani slikom 4. Zbog sadrzaja soli u suznom filmu karbomer kopolimer tipa A gubi svojstvo
povecanja Viskoznosti te napusta povrSinu uljnih kapljica i micele, ¢ime zapocinje raspad
nanoemulzije, a daljnje razrjedivanje suzama dodatno ga potiCe i ubrzava. Raspadom
nanoemulzije djelatna se tvar oslobada u suznom filmu, ¢ime postaje dostupna za apsorpciju i
uc¢inak. Oslobodena se uljna faza stapa s lipidnim slojem suznog filma, pri ¢emu neoslobodena
frakcija djelatne tvari prisutna u uljnoj fazi sluzi kao depo. Oslobodene molekule povrSinski
aktivnih tvari ulaze u interakciju s lipidnim slojem suznog filma i mucinima, ¢ime se poboljSava

mocenje povrsine oka (43, 44). Predlozenom mehanizmu raspada nanoemulzije nakon primjene
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ide u prilog istrazivanje provedeno na 10 dobrovoljaca s dijagnozom bolesti suhog oka i 5
zdravih dobrovoljaca, koje je pokazalo da je ¢ak 4 sata nakon topikalne oftalmicke primjene
jedne kapi nanoemulzije s ricinusovim uljem (bez uklopljene djelatne tvari) moguce detektirati
ricinusovo ulje u suzama ispitanika. Takoder, kod oboljelih ispitanika primije¢eno je znacajno
poboljsanje simptoma (45). Iz mehanizma raspada nanoemulzija nakon topikalne oftalmicke
primjene moguce je zakljuciti da su to funkcionalni nanosustavi koji, osim za dostavu djelatne
tvari, sluZe i1 za nadoknadu vodene, mucinske 1 lipidne komponente suznog filma povecavajuci
mu pritom volumen i stabilnost te da se stoga mogu uspjesno koristiti za uklanjanje simptoma

bolesti suhog oka, ¢ak i kada ne sadrze djelatnu tvar (17, 18, 44).

Vodena faza povecava
volumen vodenomukoznog

? sloja

o’"‘&" e 7Y O\Q\ lo. /O t
s

Uljna faza sprjecava
isparavanje vode

A » © \
Na K
Mg” 0/ é)
Oslobadanje ,* \)
djelatne tvari *¢ PAT poboljsavaju

svojstva mocenja

\Q R LB \)\\f%{?\“ \/\

Slika 4. Raspad i interakcija nanoemulzije sa suznim filmom nakon primjene; PAT — povrsinski aktivne tvari

(uz dozvolu Elsevier-a preuzeto i prilagodeno iz reference (44)).

Na interakciju nanoemulzija s povr§inom oka zna¢ajan utjecaj ima naboj na povrsini kapljica.
S obzirom na naboj, nanoemulzije mogu biti anionske ili kationske. Vrstu naboja najéesce
odreduje izbor povrsinski aktivnih tvari pa su tako nanoemulzije pripravljene koristenjem
negativno nabijenih povrSinski aktivnih tvari anionske, dok su nanoemulzije pripravljene
koriStenjem pozitivno nabijenih povrSinski aktivnih tvari kationske (38). Nanoemulzije
pripravljene koristenjem isklju¢ivo neionskih povrSinski aktivnih tvari nisu neutralne, veé

posjeduju blago negativan naboj na povrsini kapljica koji najvjerojatnije potjece od slobodnih
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masnih kiselina iz uljne faze i njihove orijentacije prema povrsini kapljica ili od hidroksidnih
iona iz vanjske vodene faze adsorbiranih na povrSini kapljica (46, 47). Epitelne stanice na
povrsini oka prekrivene su transmembranskim mucinima koji su pri fizioloSkom pH negativno
nabijeni zbog ostataka sijalinske i sulfonske kiseline u strukturi (48). Smatra se da je
elektrostatska interakcija pozitivno nabijenih uljnih kapljica i negativno nabijenih mucina
temelj mukoadhezivnog djelovanja i produljenog zadrzavanja kationskih nanoemulzija na
povrsini oka (17, 44). Danas se sve komercijalno dostupne kationske nanoemulzije za
oftalmi¢ku primjenu (za lije¢enje bolesti suhog oka) temelje na Novasorb® tehnologiji, kod koje
se kao nositelj pozitivnog naboja koristi kvarterni amonijev spoj cetalkonijev klorid (CAK) —
vrlo lipofilna komponenta benzalkonijevog klorida (BAK). Kako je CAK izrazito lipofilna
molekula (log P =9,5) povrsinski aktivnih svojstava, u formulaciji je gotovo u potpunosti vezan
za povrsinu uljnih kapljica ¢ine¢i ih pozitivno nabijenima, stoga je koncentracija slobodnih
molekula CAK-a u vanjskoj vodenoj fazi nanoemulzije izrazito mala (17). Samim time
onemogucena je interakcija CAK-a sa staniénom membranom i posljedi¢no toksi¢no djelovanje
na epitel roznice i spojnice oka. Antimikrobni u¢inak CAK-a takoder je onemoguéen, stoga su
formulacije temeljene na Novasorb® tehnologiji nekonzervirane i pakirane u jednodozne
spremnike (17, 49). Ikervis® (Santen) su kapi za oko u obliku nanoemulzije s ciklosporinom A
pripravljene Novasorb® tehnologijom. Za razliku od anionske nanoemulzije Restasis® koja
sadrzi 0,05 % ciklosporina A i primjenjuje se dvaput dnevno, Ikervis® sadrzi dvostruko veéi
udio ciklosporina A (0,1 %) i primjenjuje se samo jedanput dnevno, $to potvrduje
pretpostavljeni mehanizam mukoadhezivnog djelovanja kationskih nanoemulzija. Intrinzi¢nu
funkcionalnost i djelotvornost kationskih nanoemulzija potvrduje plasiranje kapi za oko u
obliku nanoemulzije Cationorm® (Santen) bez uklopljene djelatne tvari na globalno trziste, koje
su takoder pripravljene Novasorb® tehnologijom. Cationorm® kapi za oko dostupne su kao
medicinski proizvod za uklanjanje simptoma blagog do umjerenog oblika bolesti suhog oka
nakon §to su u klini¢kim ispitivanjima pokazale veci uspjeh u otklanjanju simptoma i klinickih
znakova bolesti u odnosu na komercijalno dostupne kapi za oko (umjetne suze) Refresh Tears®

(Allergan) i Emustil® (SIFI), uz jednaku sigurnost primjene (17).
1.3.2. Pomoc¢ne tvari u pripravi nanoemulzija za oftalmi¢ku primjenu

Prije same priprave nanoemulzija potrebno je posvetiti posebnu paznju odabiru vrste i udjela
pomo¢nih tvari, odnosno formulacijskim parametrima. Pomoc¢ne tvari ne smiju iritirati oko
nakon primjene, ali istovremeno moraju osigurati otapanje djelatne tvari i stabilnost formulacije

te omoguciti pripravu nanoemulzije Zeljenih svojstava.
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1.3.2.1. Uljna faza

Udio uljne faze ne bi trebao biti ve¢i od 5 % (m/m) kako bi se viskoznost formulacije odrzala
unutar raspona prikladnog za kapi za oko (2-3 mPas) (38). Topljivost djelatne tvari u uljnoj fazi
klju¢na je za odabir vrste i udjela uljne faze. Kako udio uljne faze ne bi preSao zadano
ograniCenje, topljivost djelatne tvari u odabranoj uljnoj fazi mora biti dovoljna, s obzirom na
ciljni udio djelatne tvari u formulaciji. Koristenjem visokoprocis¢enih ulja prikladnih za
oftalmicku primjenu moguce je posti¢i izuzetnu podnosljivost nanoemulzija (44). Kao uljna
faza u komercijalno dostupnim kapima za oko Koristi se ricinusovo ulje, tekuéi parafin,
trigliceridi srednje duljine lanaca, sojino ulje i fosfolipidi (17, 18, 38). Od ostalih se ulja s
potencijalom za oftalmicku primjenu u literaturi spominju i sezamovo ulje, ulje kukuruza,

maslinovo ulje i kokosovo ulje (15, 38, 50).
1.3.2.2. Povrsinski aktivne tvari

Neionske povrsinski aktivne tvari, poput polisorbata, poloksamera, kremofora, tiloksapola i D-
a-tokoferilpolietilenglikol 1000 sukcinata (vitamina E-TPGS), prikladne su za oftalmic¢ku
primjenu zbog malog iritacijskog potencijala (17, 38). Njihov kona¢ni udio kompromis je
izmedu stabilnosti i toksi¢nosti formulacije. Lecitin je takoder povrsinski aktivna tvar prikladna
za oftalmicku primjenu. Lecitin je zapravo smjesa fosfolipida, a kao sirovina u farmaceutskoj
industriji najéescée se koristi lecitin izoliran iz sjemena soje ili iz zumanjka jajeta (51). Lecitin
sadrzi i fosfolipide koji su fizioloski prisutni u suznom filmu (fosfatidilkolin, lizofosfatidilkolin
i fosfatidiletanolamin), stoga je prikladnost lecitina kao sastavne komponente nanoemulzija za

oftalmicku primjenu time jo$ veca (5).
1.3.2.3. Nositelji pozitivhog naboja

U pripravi Kkationskih nanoemulzija za oftalmicku primjenu potrebno je koristiti nositelje
pozitivnog naboja, poput kationskih povrSinski aktivnih tvari, kationskih lipida ili polimera (17,
38). lako je danas CAK jedini nositelj pozitivnog naboja koji se nalazi u sastavu komercijalno
dostupnih nanoemulzija za oftalmicku primjenu, u literaturi se, takoder, spominju i drugi
nositelji pozitivnhog naboja, poput stearilamina, oleilamina, N-1-(2,3-dioleoiloksi)propil)-
N,N,N trimetilamonijevog klorida (DOTAP) i kitozana (17, 38). Stearilamin, oleilamin i
DOTAP su kationski lipidi, medu kojima je stearilamin najceS¢e koriSten u pripravi kationskih
nanoemulzija (52-56). Stearilamin je primarni alkilamin ¢ija je amino skupina pozitivno

nabijena u Sirokom pH rasponu (pKa 10,6). Zbog netopljivosti u vodi, kod priprave

20



nanoemulzija stearilamin je neposredno prije mijeSanja faza potrebno otopiti u uljnoj fazi.
Zahvaljujuéi povrsinski aktivnim svojstvima stearilamin se smjesta na povrsinu uljnih kapljica
¢ineci ih pozitivno nabijenima (57). Ispitivanjem na animalnom modelu oka kuni¢a dokazana
je biokompatibilnost i sigurnost primjene kationskih nanoemulzija sa stearilaminom koje su
kuni¢ima primjenjivane ¢ak 8 puta dnevno tijekom 5 dana (55). Oleilamin je takoder primarni
alkilamin strukturno slican stearilaminu, no zbog prisutnosti nezasi¢ene veze u alifatskom lancu
manje je stabilan od stearilamina (17). DOTAP je kationski lipid koji u svojoj strukturi sadrzi
kvarternu amonijevu skupinu zbog koje posjeduje pozitivan naboj. DOTAP je biorazgradljiv i
dobro se podnosi nakon primjene. Nedostatak DOTAP-a je kemijska nestabilnost zbog ¢ega ga
je potrebno Cuvati pri -20 °C, §to ogranicava njegovu primjenu u industriji (17). Prirodni
polimer kitozan u istraZivanjima se Cesto koristi u pripravi nanosustava za oftalmic¢ku primjenu
(58). Kitozan je polisaharid dobiven deacetilacijom hitina, a sastoji se od monosaharida
glukozamina i N-acetilglukozamina. Topljiv je u kiselom mediju jer pri nizim vrijednostima
pH dolazi do protonacije amino skupina glukozamina, ¢ija je pKa vrijednost 6,2-7 (59).
Zahvaljujuéi pozitivnom naboju kitozan posjeduje mukoadhezivna svojstva, iako vodikove
veze i hidrofobne interakcije takoder sudjeluju u procesu mukoadhezije. Osim
biokompatibilnosti i biorazgradljivosti, kitozan djeluje i kao promotor apsorpcije otvaranjem
¢vrstih spojeva izmedu stanica, a njegova antimikrobna svojstva od velike su vaznosti za
topikalnu oftalmi¢ku primjenu, pogotovo kada je rije¢ o bolesti suhog oka kod koje su
sekundarne bakterijske infekcije ucestali problem (58). Takoder, kitozan moze povecati
stabilnost nanoemulzije jer, osim S§to sprjeCava koalescenciju kapljica mehanizmom
elektrostatskog odbijanja, na povrSini kapljica stvara nepropustan film koji sprjecava rast
kapljica mehanizmom Ostwaldovog zrenja (60). Uklapanje kitozana u nanoemulziju najéesce
se provodi tako da se najprije pripravi anionska nanoemulzija (primarna nanoemulzija), a zatim
slijedi dodatak kitozana (u obliku vodene otopine) u gotovu formulaciju. Zahvaljujuci
pozitivnom naboju kitozan se smjesta na povrSini negativno nabijenih uljnih kapljica koje tada

poprimaju pozitivan naboj te nastaje sekundarna kationska nanoemulzija (61).
1.3.2.4. Konzervansi

Kao konzervans u kapima za oko najceS¢e se koristi BAK. BAK je smjesa kvarternih
amonijevih spojeva koji elektrostatski posredovanim interakcijama narusavaju integritet
negativno nabijene membrane mikroorganizama, ¢ime uzrokuju izlazak stani¢nog sadrzaja i
posljedicnu smrt mikroorganizama. Ucinkovitost BAK-a kao konzervansa je neupitna, no

problem je u njegovom neselektivnom djelovanju jer, osim na membrane mikroorganizama, na
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jednak nacin djeluje i na membrane stanica sisavaca pa tako i na membrane epitelnih stanica
roznice i spojnice te vréastih stanica spojnice oka. Stetni uginci BAK-a najvise dolaze do
izrazaja uslijed njegove dugotrajne, kroni¢ne primjene, kao $to je lijeCenje glaukoma za koje se
naj¢eS¢e koriste kapi za oko konzervirane dodatkom BAK-a. Velik broj pacijenata s
glaukomom zali se na simptome bolesti suhog oka, a postoje i brojni dokazi o bolesti suhog oka
koja se javlja kao posljedica lijecenja glaukoma kapima za oko s BAK-om (62, 63). Preporuka
je, stoga, da se za lijeCenje bolesti suhog oka izbjegavaju topikalni oftalmicki pripravci koji
sadrze BAK. Zbog kroni¢ne naravi bolesti preporucuje se izbjegavanje i ostalih konzervansa
jer postoje dokazi da Cak i oni konzervansi koji se nakon primjene raspadaju na prirodne

komponente suza (npr. Purite®) mogu izazvati odredene $tetne u¢inke na povrsini oka (15).
1.3.2.5. Tvari za povecanje viskoznosti

Tvari za povecanje viskoznosti dodaju se u nanoemulziju radi produljenja kontakta s povrSinom
oka, a imaju 1 druge pozitivne ucinke, poput povecanja debljine suznog filma i zastite povrSine
oka, koji vode k ublazavanju simptoma bolesti suhog oka (15). Ispitivanja na kuni¢ima i
misevima ukazuju na to da umjetne suze koje sadrze hijaluronsku kiselinu (64) ili hijaluronsku
kiselinu u kombinaciji s karboksimetilcelulozom (65) mogu povecati gusto¢u vrcastih stanica
spojnice oka. Kapi za oko s ciklosporinom A u obliku nanoemulzije Restasis® (Allergan) sadrze
karbomer kopolimer tipa A koji, osim Sto povecava viskoznost formulacije, dodatno stabilizira
formulaciju i produljuje joj rok valjanosti (43). Lacrinmune® (Bausch & Lomb) kapi za oko s
ciklosporinom A u obliku nanoemulzije odobrene u Argentini kao tvar za povecanje viskoznosti

sadrze hijaluronsku kiselinu (41).
1.3.2.6. Ostale pomo¢ne tvari

Od ostalih pomo¢nih tvari u pripravi nanoemulzija koriste se tvari za izotonizaciju i prilagodbu
pH vrijednosti (NaOH ili HCI), puferi i, naravno, proc¢is¢ena voda koja ¢ini najveci dio
formulacije (17, 38). U pripravi kationskih nanoemulzija potrebno je Koristiti tvari za
izotonizaciju bez naboja, poput glicerola, sorbitola, manitola, propilenglikola ili dekstroze,
kako ne bi prekrile pozitivan naboj uljnih kapljica. Pufere nije nuzno koristiti jer se pH
vrijednost suza nakon primjene nepuferiranih kapi za oko, ¢iji se pH razlikuje od pH suza, vrlo

brzo vraca na fizioloske vrijednosti zahvaljujuéi puferskom kapacitetu suza (17, 66).
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1.3.3. Metode priprave nanoemulzija

Nanoemulzije su termodinamicki nestabilni sustavi te je za njihovo nastajanje potrebno uloziti
energiju. Koji tip nanoemulzije ¢e nastati najvise ovisi o udjelu pojedine faze jer ona faza koja
prevladava najéeSc¢e postaje vanjska faza, $to je u slucaju U/V tipa nanoemulzija vodena faza.
Povrsinski aktivne tvari takoder imaju bitnu ulogu u nastajanju nanoemulzija. Ako je koriStena
povrsinski aktivna tvar ili, u slu¢aju kada se koristi viSe povrSinski aktivnih tvari,
najzastupljenija povrSinski aktivna tvar topljiva u vodi, preferirano nastaje U/V tip
nanoemulzije. U slu¢aju kada se koriste povrsinski aktivne tvari topljive u uljima preferirano
nastaje V/U tip nanoemulzije. Polarni dio povrSinski aktivne tvari obi¢no stvara jacu barijeru
spajanju kapljica i raspadu nanoemulzije od nepolarnog dijela, tako da je kod U/V tipa
nanoemulzije moguce uklopiti ve¢i udio unutarnje faze nego kod V/U tipa (40). Ovisno o
veli¢ini kapljica izgled nanoemulzija moze varirati od mlijecno bijelog do gotovo potpuno
transparentnog. Sto su kapljice unutarnje faze manje, nanoemulzija ¢e biti transparentnija (67,
68). Koli¢ina smicanja primijenjena na sustav izravno je povezana s kona¢nom veli¢inom
kapljica nanoemulzije. Smicanje uzrokuje deformaciju i istezanje uljnih kapljica koje se u
konacnici dijele na manje kapljice, Cime se postize smanjenje veli¢ine kapljica. Osim smicanja,
kljuénu ulogu u nastajanju nanoemulzija imaju i povrSinski aktivne tvari koje smanjenjem
povrsinske napetosti na granici faza smanjuju koli¢inu smicanja potrebnu za smanjenje veliine
kapljica do nanometarskih dimenzija (40). Takoder, povrSinski aktivne tvari nuzne su za
stabilizaciju novonastalih kapljica 1 sprjeavanje njihovog ponovnog spajanja u vece kapljice.
Smanjenjem veli¢ine kapljica povecava se ukupna povrsina, a time i ukupna energija sustava.
Jedan od nacina za smanjenje ukupne energije sustava je ponovno spajanje manjih kapljica u
veée. Na putu jedne kapljice prema drugoj, s ciljem spajanja, kapljice na svojoj povrsini
adsorbiraju molekule povrSinski aktivnih tvari koje se nalaze u vanjskoj fazi, Cime se smanjuje
povrSinska napetost na granici faza i ukupna energija sustava. Adsorpcijom molekula
povrsinski aktivnih tvari na povrSini novonastalih kapljica smanjuje se koncentracija povrsinski
aktivnih tvari u neposrednoj blizini kapljica. Time nastaje koncentracijski gradijent koji povlaci
molekule povrSinski aktivnih tvari prema podru¢ju manje koncentracije. Dotok molekula
povrsinski aktivnih tvari povla¢i za sobom i vodu prema povrSini uljnih kapljica, ¢ime se
sprjecava spajanje novonastalih kapljica. Kako bi kapljice ostale stabilne, molekule povrSinski
aktivnih tvari moraju se u dovoljnoj koli¢ini nalaziti u vanjskoj fazi i biti na raspolaganju za
oblaganje povrsine kapljica. Kada su molekule povrSinski aktivnih tvari prisutne u vanjskoj fazi

u suvisku, brzina spajanja kapljica postaje zanemariva pa na konac¢nu veli¢inu kapljica utjece
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iskljugivo brzina dijeljenja kapljica. Sto su kapljice manje, veéa je njihova ukupna povrsina pa
je potrebno vise povrsinski aktivnih tvari za stabilizaciju novonastale nanoemulzije (40). Kao
pomocne tvari u pripravi nanoemulzija moguce je koristiti i alkohole srednje duljine lanaca koji
olakSavaju emulgiranje ugradnjom na povrSinu uljnih kapljica izmedu molekula povrSinski
aktivnih tvari, ¢ime se povecava fluidnost sloja na granici faza (69). Na konac¢nu veli¢inu
kapljica utjeCe i viskoznost uljne i vodene faze. Koristenjem jako viskoznih ulja smanjenje
veli¢ine kapljica je otezano te u kona¢nici nastaje emulzija s kapljicama ve¢ih dimenzija. U tom
je slucaju povecanjem viskoznosti vanjske faze moguce posti¢i dodatno smanjenje veli¢ine
kapljica (40). Metode priprave nanoemulzija prema izvoru energije dijele se na dvije glavne

skupine: visokoenergetske i niskoenergetske metode (70).
1.3.3.1. Visokoenergetske metode

Za pripravu nanoemulzija visokoenergetskim metodama potrebni su uredaji koji stvaraju
mehanic¢ku energiju u koli¢ini koja je dostatna za smanjenje veli¢ine kapljica do nanometarskih
dimenzija. Ti se uredaji dijele na visokotlatne homogenizatore, mikrofluidizatore i
ultrasonikatore, a razlikuju se u temeljnom principu rada. Prije same obrade formulacije
pomocu navedenih uredaja potrebno je pripraviti grubu emulziju mijeSanjem uljne 1 vodene
faze koriStenjem mijeSalice pri velikim brzinama okretaja. Najveca prednost visokoenergetskih
pred niskoenergetskim metodama je veéa sloboda izbora vrste i udjela pomo¢nih tvari, odnosno
formulacijskih parametara te moguénost mijenjanja i prilagodbe procesnih parametara, poput
primijenjenog tlaka 1 broja propustanja formulacije kroz uredaj (broja ciklusa), kako bi se u
konacnici pripravila nanoemulzija Zeljenih fizicko-kemijskih svojstava. Nedostatak
visokoenergetskih metoda je stvaranje otpadne energije u obliku topline, no taj se problem vrlo

jednostavno rjeSava uvodenjem hladenja tijekom rada uredaja (40, 51).
1.3.3.1.1. Visokotla¢na homogenizacija

Visokotla¢ni homogenizatori su uredaji koji rade na principu koloidnog mlina. U tim se
uredajima gruba emulzija propusta kroz uzak otvor (< 10 um) izmedu nepomicnog statora i
rotora koji se okrece velikom brzinom, pri ¢emu se stvara veliki gradijent tlaka izmedu mjesta
ulaza i izlaza (nano)emulzije. Kona¢nu veli¢inu kapljica nanoemulzije odreduje Sirina otvora,
od koje kapljice mogu biti manje ili jednake veli¢ine. Za optimalno smanjenje veli¢ine kapljica
formulaciju je najces¢e potrebno propustiti kroz uredaj nekoliko puta. Visokotlac¢na
homogenizacija prikladna je i za uvecanje procesa priprave nanoemulzija na industrijsko

mjerilo (40, 68). Princip rada visokotlaénog homogenizatora prikazan je slikom 5.
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Slika 5. Princip rada visokotlaénog homogenizatora (uz dozvolu Elsevier-a preuzeto i prilagodeno iz reference

(40)).

1.3.3.1.2. Mikrofluidizacija

Mikrofluidizatori su uredaji koji rade na sliénom principu kao visokotlaéni homogenizatori.
Kod ovih se uredaja 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. Kao i visokotla¢ni homogenizatori, mikrofluidizatori
takoder zahtijevaju viSestruko propustanje formulacije kroz uredaj za postizanje optimalnih
rezultata te je takoder moguce uvecanje procesa priprave nanoemulzija na industrijsko mjerilo

(40). Princip rada mikrofluidizatora prikazan je slikom 6.
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Slika 6. Princip rada mikrofluidizatora (uz dozvolu Elsevier-a preuzeto i prilagodeno iz reference (40)).

1.3.3.1.3. Ultrasonikacija

Ultrasonikatori su uredaji koji pomocu ultrazvuéne sonde smanjuju veli¢inu kapljica disperzne
faze grube emulzije do nanometarskih dimenzija. Prednost tih uredaja je manja potro$nja
energije, a nedostatak je moguénost kontaminacije formulacije pri uranjanju sonde. lako su se
ultrasonikatori donedavno koristili samo u pripravi nanoemulzija u laboratorijskom mjerilu,
danas su komercijalno dostupni i uredaji kod kojih se uzorak propusta kroz posebnu kolonu
koja proizvodi ultrazvuéne valove te je moguce i uvecanje proizvodnje na industrijsko mjerilo
(40, 70).

1.3.3.2. Niskoenergetske metode

Koristenjem niskoenergetskih metoda u pripravi nanoemulzija nije potreban vanjski izvor
energije jer se iskoristava kemijska energija pohranjena unutar samog sustava. Potrebna je samo
jednostavna laboratorijska oprema, poput ¢ase i magnetske mijesalice. Kako se za pripravu

nanoemulzija troSe znatno manje koli¢ine energije, ove su metode ekoloski prihvatljivije od
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visokoenergetskih metoda te, osim toga, omogucéuju nastajanje nanoemulzija manjih prosjecnih
veli¢ina kapljica. Najvece ograni¢enje ovih metoda je znacajno suzen izbor tvari za pripravu
nanoemulzija (ulja 1 povrSinski aktivnih tvari). Takoder, nema puno istrazivanja koja se bave
uvecanjem procesa proizvodnje na industrijsko mjerilo. Kod uvecanja proizvodnje
nanoemulzija niskoenergetskim metodama na industrijsko mjerilo potrebno je zadrzati
geometrijsku sli¢nost koriStenog pribora (€aSe i magnetskog mjesaca) te istu brzinu mijesanja i
dodavanja pojedinih komponenata kako bi se omogucio odgovarajuéi fazni prijelaz, stoga su za
uspjeSno uvecanje proizvodnje na industrijsko mjerilo potrebna opsezna i1 dugotrajna
istrazivanja. Najcesce koriStene niskoenergetske metode su metoda spontanog emulgiranja i

metoda inverzije faza uslijed promjene temperature ili sastava (slika 7) (40, 70, 71).

it

V/U emulzija

uslijed promjene
temperature

Metoda inverzije faza

Y : U/V nanoemulzija

V/U emulzija
Metoda inverzije faza
uslijed promjene sastava

emulgiranja

Metoda spontanog

Slika 7. Shematski prikaz priprave nanoemulzija niskoenergetskim metodama (uz dozvolu Elsevier-a preuzeto i

prilagodeno iz reference (61)).

27



1.3.3.2.1. Metoda spontanog emulgiranja

Metoda spontanog emulgiranja provodi se vrlo jednostavno: nanoemulzija nastaje mijeSanjem
uljne i vodene faze pri sobnoj temperaturi. Bit je u tome da se u uljnu fazu dodaje organsko
otapalo u kojem su topljive sve komponente uljne faze, a koje se mijeSa s vodom, odnosno
vodenom fazom nanoemulzije. Uslijed mijeSanja uljne i vodene faze organsko otapalo brzo
prelazi iz uljne faze u vodenu. Tim brzim prijelazom organskog otapala nastaju turbulencije na
granici faza, Sto omogucuje formiranje vrlo sitnih kapljica. Povecanjem udjela organskog
otapala moguce je posti¢i ve¢e smanjenje veli¢ine kapljica disperzne faze. Organsko otapalo
potrebno je na kraju ukloniti otparavanjem. Nedostaci ove metode su moguénost zaostajanja
manjih koli¢ina organskog otapala, §to moze biti vrlo neprikladno za oftalmicku primjenu, te

moguénost uklapanja vrlo malog udjela uljne faze (51, 70, 72).
1.3.3.2.2. Metode inverzije faza

Metode inverzije faza, u koje ubrajamo metodu inverzije faza uslijed promjene temperature
(engl. phase inversion temperature, PIT) i metodu inverzije faza uslijed promjene sastava (engl.
phase inversion composition, PIC), koriste energiju nastalu pri faznom prijelazu za stvaranje

kapljica nanometarskih veli¢ina (70).
1.3.3.2.2.1. Metoda inverzije faza uslijed promjene temperature

PIT metoda temelji se na promjeni topljivosti povrSinski aktivnih tvari s promjenom
temperature, stoga je kod ove metode izbor povrSinski aktivnih tvari ograni¢en samo na
visestruko etoksilirane neionske povrsinski aktivne tvari (primjerice Solutol® HS 15,
Cremophor® RH 40, Tween® 80, Brij™ 30, Brij™ 03, Brij™ 020), ¢&ija se topljivost mijenja
u ovisnosti o temperaturi (73-76). Takve su povrsinski aktivne tvari pri nizim temperaturama
topljive u vodi zbog hidratacije viSestruko etoksiliranih lanaca. PoviSenjem temperature dolazi
do dehidratacije, stoga se njihova topljivost u vodi postupno smanjuje. Pri odredenoj prijelaznoj
temperaturi topljivost povrSinski aktivnih tvari u vodenoj fazi jednaka je topljivosti u uljnoj
fazi, zbog Cega je povrsinska napetost na granici faza izuzetno mala pa emulzija U/V tipa prelazi
u bikontinuiranu emulziju. Daljnjim povecanjem temperature povrSinski aktivna tvar postaje
sve topljivija u uljnoj fazi te dolazi do inverzije faza i nastanka emulzije V/U tipa. Nastajanje
nanoemulzije U/V tipa potice se naglim hladenjem sustava, pri ¢emu se uslijed brzog prijelaza
povrsinski aktivnih tvari iz uljne faze u vodenu stvaraju kapljice nanometarskih veli¢ina. Za

uspjesnost priprave nanoemulzija PIT metodom sustav je potrebno zagrijati na temperaturu koja
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je veca ili jednaka prijelaznoj temperaturi, dok postupak hladenja mora biti izuzetno brz kako
bi nastale kapljice bile male i ujednacenih veli¢ina. Zbog neizbjeznosti izlaganja sustava
poviSenim temperaturama, metoda nije prikladna za pripravu nanoemulzija s termoosjetljivim

djelatnim tvarima (70, 72).
1.3.3.2.2.2. Metoda inverzije faza uslijed promjene sastava

Kod PIC metode, fazni prijelaz koji omogucuje nastajanje nanoemulzije dogada se uslijed
promjene sastava, odnosno dodatka vodene faze u smjesu ulja i povrSinski aktivnih tvari koje
su u tom ulju otopljene. U pocetku nastaje mikroemulzija V/U tipa te je povrSinska napetost na
granici faza izuzetno mala. Daljnjim dodatkom vodene faze nastupa inverzija faza i nastaje
nanoemulzija U/V tipa. Kako se PIC metoda provodi pri sobnoj temperaturi, prikladna je za
uklapanje termoosjetljivih djelatnih tvari u nanoemulziju te je, u odnosu na PIT metodu,

prikladnija za uvecanje proizvodnje na industrijsko mjerilo (70).
1.3.4. Sterilizacija nanoemulzija

Prema definiciji Europske farmakopeje, kapi za oko su sterilne vodene ili uljne otopine,
emulzije ili suspenzije jedne ili vise djelatnih tvari namijenjene za primjenu na oko (77). Mnogo
je zabiljezenih slucajeva infekcije oka nakon primjene mikrobioloski kontaminiranih kapi za
oko. Najces¢e su kontaminacije bakterijama roda Staphylococcus, no moguce su i
kontaminacije bakterijom Pseudomonas aeruginosa, koja moze izazvati ozbiljne infekcije
roznice te dovesti do potpunog gubitka vida unutar 24-48 sati (78). Kad god je primjenjivo,
provodi se sterilizacija gotovog proizvoda u spremniku u kojem se ¢uva sve do pocetka
upotrebe. Za tekuce pripravke na vodenoj osnovi Europska farmakopeja kao metodu izbora
navodi sterilizaciju zasi¢enom vodenom parom pod tlakom (autoklaviranje). Za uspjesnost
sterilizacije pripravak se izlaZe temperaturi od najmanje 121 °C tijekom najmanje 15 minuta
(79). Preduvjet za provodenje navedene metode je odgovarajuca stabilnost formulacije i
spremnika pod primijenjenim uvjetima sterilizacije (78). U slu¢aju kada sterilizacija zasi¢enom
vodenom parom pod tlakom nije moguca, provodi se sterilizacija filtracijom. U tu se svrhu
koriste filteri Cija je veliCina pora 0,22 um ili manja kako bi omogu¢ili odstranjivanje bakterija
iz formulacije. Filtracija se provodi u asepti¢kim uvjetima, pri ¢emu se sterilizirani pripravak
puni u sterilne spremnike koji se zatim zatvaraju. Tijekom proizvodnje pripravka koji je u
konacnici potrebno sterilizirati filtracijom potrebno je poduzeti posebne mjere opreza kako bi
se kontaminacija pripravka mikroorganizmima svela na najmanju mogu¢u mjeru, a posebice

zato $to viruse nije moguce odstraniti filtracijom (78, 79). U slucaju kada sterilizacija
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filtracijom takoder nije moguca provodi se aseptic¢ka priprava, kod koje je potrebno sterilizirati
sve djelatne 1 pomoc¢ne tvari koje ulaze u sastav formulacije, kao i sav pribor i spremnike koji
se tijekom priprave koriste, Sto znacajno komplicira sam postupak i povecava troskove
proizvodnje (79). Kao prikladne metode sterilizacije nanoemulzija u literaturi se spominju

sterilizacija zasi¢enom vodenom parom pod tlakom (17, 47) i sterilizacija filtracijom (80).
1.3.5. Stabilnost nanoemulzija
1.3.5.1. Nanoemulzije, makroemulzije i mikroemulzije

Poput klasicnih makroemulzija nanoemulzije su termodinamicki nestabilni sustavi jer ne
nastaju spontano te je za njihovo nastajanje potrebno uloziti energiju. Ipak, prednost
nanoemulzija pred makroemulzijama, ¢ija je veli¢ina kapljica 1-100 pm, je njihova kineti¢ka
stabilnost koja je posljedica utroSka velike koli¢ine energije i generiranja vrlo sitnih kapljica
unutarnje faze. Time su znacajno usporeni klasi¢éni mehanizmi destabilizacije makroemulzija
(flokulacija, vrhnjenje/sedimentacija i koalescencija), stoga nastala nanoemulzija moze ostati
stabilna mjesecima pa ¢ak i godinama (39, 68). U literaturi se nanoemulzije ¢esto pogresno
nazivaju mikroemulzijama i obrnuto. Glavni sastojci mikroemulzija su, kao i kod nanoemulzija,
ulje, voda i povrSinski aktivne tvari. Ipak, zbog znatno vecih koncentracija povrsinski aktivnih
tvari, mikroemulzije nastaju spontano, odnosno bez utroSka energije. Iznad kriti¢ne
micelizacijske koncentracije povrSinski aktivne tvari spontano se organiziraju u micele unutar
¢ije se hidrofobne unutrasnjosti uklapaju male koli¢ine ulja te nastaju tzv. izbubrene micele
veli¢cine 10-100 nm, Sto pridonosi transparentnom izgledu mikroemulzija. Povecanjem
koncentracije povrSinski aktivnih tvari unutarnja struktura mikroemulzija moZe poprimati
razli¢ite oblike (izduzene (engl. worm — like), bikontinuirane, strukture tekuc¢ih kristala ili
heksagonalne). U pripravi mikroemulzija redoslijed dodavanja sastojaka nema nikakav utjecaj
na konacan izgled i svojstva pripravka, dok sastav i temperatura imaju. Zbog toga su
mikroemulzije izuzetno osjetljive na razrjedivanje vodom jer se promjenom sastava pomice i
ravnoteza sustava, Sto uzrokuje promjene u unutarnjoj strukturi te, u konacnici, raspad
mikroemulzije. To svojstvo iznimno je vazno kod priprave mikroemulzija za, primjerice,
parenteralnu ili oftalmicku primjenu jer se mikroemulzija pri primjeni razrjeduje plazmom,
odnosno suznim filmom, a mijenja se i temperatura, $to znacajno utjece na stabilnost sustava.
Za razliku od mikroemulzija, nanoemulzije nisu termodinamicki stabilne jer sadrZe manje
povrsinski aktivnih tvari. Redoslijed dodavanja sastavnica u pripravi nanoemulzija je bitan, a

zahvaljuju¢i kineti¢koj stabilnosti moguce ih je razrjedivati vodom bez utjecaja na njihovu
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unutarnju strukturu. Zbog svega navedenog nanoemulzije posjeduju manji iritacijski potencijal

u odnosu na mikroemulzije (39, 68).
1.3.5.2. Mehanizmi destabilizacije nanoemulzija

Nakon odredenog vremena nanoemulzija ¢e se raspasti, Sto je posljedica istovremenog
djelovanja nekoliko mehanizama destabilizacije: Ostwaldovog zrenja, flokulacije, vrhnjenja ili
sedimentacije i koalescencije. Navedeni mehanizmi shematski su prikazani slikom 8.
Najznacajniji mehanizam destabilizacije nanoemulzija je Ostwaldovo zrenje. Ostwaldovo
zrenje je difuzijski proces koji nastaje zbog razlike u kemijskom potencijalu kapljica unutarnje
faze razlicitih veli¢ina. Kemijski potencijal kapljica unutarnje faze je veci $to su kapljice manje,
Sto uzrokuje prijenos mase od manjih kapljica prema veéim difuzijom molekula unutarnje faze
kroz vanjsku i posljedi¢ni rast vecih kapljica na ustrb manjih (40, 68). Ostwaldovo zrenje
mogucée je ubrzati izlaganjem nanoemulzija poviSenim temperaturama jer se pri VviSoj
temperaturi najcesce povecavaju topljivost i brzina difuzije unutarnje faze u vanjskoj. Imajuéi
to na umu, Ostwaldovo zrenje moguce je sprijeciti, odnosno usporiti cuvanjem nanoemulzija
pri nizim temperaturama, odabirom unutarnje faze ¢ija je topljivost u vanjskoj fazi izrazito mala
te pripravom nanoemulzija s uskom raspodjelom veli¢ina kapljica. Od velikog je znacaja i
odabir koncentracije povrSinski aktivnih tvari jer se smatra da su pri ve¢im koncentracijama
povrsinski aktivnih tvari u vanjskoj fazi nanoemulzije prisutne micele koje povecavaju
topljivost unutarnje faze u vanjskoj, ¢ime se proces Ostwaldovog zrenja ubrzava (68). Ostali
mehanizmi destabilizacije nanoemulzija postaju znacajni tek nakon porasta veli¢ine kapljica
unutarnje faze mehanizmom Ostwaldovog zrenja. Flokulacija je proces kod kojeg se kapljice
unutarnje faze udruzuju u vece nakupine zbog djelovanja privla¢nih sila te se zajedno gibaju
kao jedan entitet. Flokulacija moZze biti reverzibilna, ali i ireverzibilna u slu¢aju kada su odbojne
sile izmedu kapljica izrazito slabe. Za vrijeme ireverzibilne flokulacije kapljice ostvaruju bliski
kontakt, da bi se u konacnici spojile u veée kapljice mehanizmom koalescencije. Ipak,
nanoemulzije su, za razliku od makroemulzija, prilicno otporne na flokulaciju i posljedicnu
koalescenciju zbog jaceg sterickog odbijanja izmedu kapljica koje je posljedica vece debljine
sloja povrsinski aktivnih tvari oko kapljica (oko 10 nm) u odnosu na veli¢inu kapljica (68, 81).
Vrhnjenje je proces u kojem se kapljice unutarnje faze nakupljaju na povrsini nanoemulzije
zbog razlike u gusto¢i izmedu unutarnje i vanjske faze. U slucaju kada je gusto¢a unutarnje faze
veca od gustoce vanjske faze, umjesto vrhnjenja moguca je sedimentacija kapljica. Vrhnjenje
je reverzibilan proces kod kojeg je tek blagim potresanjem nanoemulziju mogucée vratiti u

prvobitno stanje. Ipak, pojava vrhnjenja kod nanoemulzija je nepoZeljna jer se time smanjuje
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udaljenost izmedu kapljica, Sto povecava vjerojatnost koalescencije i, u konacnici, raspada
nanoemulzije. Kod nanoemulzija kapljice su toliko male da Brownovo gibanje nadjacava
gravitaciju, stoga vrhnjenje postaje znacajno tek kada kapljice dovoljno narastu nekim od
ostalih mehanizama destabilizacije (68, 82). Kod koalescencije se porast veli¢ine kapljica
dogada zbog spajanja dvaju manjih kapljica u jednu vecéu, kao posljedice sudara kapljica.
Koalescencija je ireverzibilan proces te u konaénici dovodi do razdvajanja faza i raspada
nanoemulzije. Spomenuti se mehanizmi destabilizacije unutar nanoemulzije u manjoj ili vecoj
mjeri dogadaju istovremeno te utjecu jedan na drugi. Raspad nanoemulzije moguce je sprijeciti,
odnosno odgoditi koriStenjem povrSinski aktivnih tvari koje oko kapljica stvaraju dovoljno
debeo sloj zbog kojeg se kapljice medusobno steri¢ki odbijaju, ili pak koriStenjem nabijenih
(pozitivno ili negativno) povrSinski aktivnih tvari, ¢ime kapljice na svojoj povrSini poprimaju
dovoljno negativan ili pozitivan naboj te se zbog istovrsnog naboja medusobno elektrostatski
odbijaju (40, 68, 83).
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Slika 8. Shematski prikaz mehanizama destabilizacije nanoemulzija (preuzeto iz reference (68)).
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1.3.6. Fizi¢ko-kemijska karakterizacija nanoemulzija

Osim odabira djelatne tvari u odgovaraju¢em udjelu te odabira vrste i udjela pomo¢nih tvari, za
uc¢inkovitost nanoemulzija u lijecenju bolesti suhog oka klju¢nu ulogu imaju i fizicko-kemijska
svojstva formulacije. Fizicko-kemijska svojstva nanoemulzije mogu znacajno utjecati na
stabilnost formulacije, brzinu oslobadanja djelatne tvari te njezinu posljedi¢nu apsorpciju i
raspodjelu u tkiva oka, kao i na ugodnost primjene. S obzirom na to, FDA je propisala posebne
smjernice za utvrdivanje bioekvivalencije generi¢kih lijekova za kapi za oko Restasis®, iz kojih
je ocito da je Restasis® prepoznat kao vrlo kompleksan sustav, stoga bioekvivalenciju nije
moguée dokazati samo na temelju iste vrste i udjela djelatne i pomo¢nih tvari. Jedna od stavki
za dokazivanje bioekvivalencije je detaljna fiziCko-kemijska karakterizacija koja ukljucuje
odredivanje raspodjele veli¢ina kapljica, zeta-potencijala, pH, viskoznosti, osmolarnosti,

povrsinske napetosti te raspodjele djelatne tvari unutar same formulacije (43, 84).
1.3.6.1. Raspodjela veli¢ina kapljica

Raspodjela veli¢ina kapljica temeljno je fizicko-kemijsko svojstvo nanoemulzija koje ih
razlikuje od klasi¢nih makroemulzija, a moze imati znacajan utjecaj na njihov klini¢ki u¢inak.
Pretpostavlja se da se smanjenjem veli¢ine kapljica nanoemulzije povecava brzina oslobadanja
djelatne tvari u suznom filmu zbog vece ukupne povrSine na granici faza, Sto posljedi¢no
povecava brzinu apsorpcije djelatne tvari u tkiva oka (17, 84, 85). Osim toga, manje kapljice
pridonose transparentnijem izgledu nanoemulzije, ¢ime se smanjuje zamucéenje vida nakon
primjene (40). Kapljice unutarnje faze nanoemulzije nikada nisu u potpunosti jednake, ve¢ su
prisutne u razli¢itim veli¢inama, stoga se veli¢ina kapljica izrazava kao prosje¢na veli¢ina
kapljica. Prosjecna veli¢ina kapljica nanoemulzija najcesée se mjeri tehnikom dinamickog
rasprsivanja svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS), ¢iji je drugi naziv fotonska
korelacijska spektroskopija (engl. photon correlation spectroscopy, PCS). DLS tehnika temelji
se na Brownovom gibanju kapljica: male kapljice gibaju se brze od velikih kapljica. Uzorak
nanoemulzije obasjava se laserom, pri ¢emu se svjetlost rasprSuje na kapljicama unutarnje faze
nanoemulzije. Kod kapljica koje se gibaju brze vece su fluktuacije intenziteta rasprSene
svjetlosti. Uredaj mjeri fluktuacije intenziteta rasprSene svjetlosti te na temelju toga, pomocu
Stokes-Einsteinove jednadzbe, racuna velic¢inu kapljica (69, 86). Uz veli¢inu kapljica navodi se
i indeks polidisperznosti (engl. polydispersity index, PDI) kao mjera rasapa veli¢ina kapljica
nanoemulzije oko prosjecne vrijednosti (86). PDI kre¢e se od 0, za potpuno ujednacene,

monodisperzne nanoemulzije, do 1, za polidisperzne nanoemulzije ¢ije su kapljice unutarnje
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faze prisutne u vrlo razli¢itim veli¢inama. S obzirom na to da nije moguce posti¢i potpunu
ujednacenost veli¢ina kapljica, nanoemulzije se smatraju monodisperznima kada je njihov PDI
manji od 0,2 (40). Kao dodatne tehnike za karakterizaciju nanoemulzija, koje omogucuju
vizualizaciju te utvrdivanje veli¢ine i morfologije kapljica, najéesce se koriste tehnike pretrazne
elektronske mikroskopije, poput transmisijske elektronske mikroskopije (engl. transmission
electron microscopy, TEM) i skenirajuce elektronske mikroskopije (engl. scanning electron
microscopy, SEM) te mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM) (87,
88).

1.3.6.2. Zeta-potencijal

Naboj na povrsini kapljica znacajno utjeCe na interakciju nanoemulzije s povrSinom oka te
posljedi¢no na vrijeme zadrzavanja formulacije na mjestu primjene (84). Naboj na povrsini
kapljica nanoemulzije odreduje se mjerenjem zeta-potencijala (40). Zeta-potencijal je
potencijal smjesten na plohi smicanja izmedu elektri¢nog dvosloja kapljice, koja se kre¢e pod
utjecajem elektricnog polja, 1 okolnog medija. Zeta-potencijal se ne mjeri izravno, ve¢ se ratuna
iz elektroforetske pokretljivosti kapljica pomo¢u Henry-jeve jednadzbe. Elektroforetsko
rasprSivanje svjetlosti (engl. electrophoretic light scattering, ELS) naj¢esce je koriStena tehnika
za odredivanje zeta-potencijala. Kapljice koje se pod utjecajem elektri¢nog polja kre¢u prema
elektrodi suprotnog naboja obasjavaju se laserom te dolazi do rasprivanja svjetlosti.
Elektroforetska pokretljivost kapljica odreduje se na temelju razlike u frekvenciji izmedu
rasprsene svjetlosti i originalne laserske zrake. Ta je razlika u frekvenciji proporcionalna brzini
kapljica, a naziva se Dopplerovim pomakom (89). Osim za vrijeme zadrzavanja formulacije na
mjestu primjene, zeta-potencijal vazan je i za stabilnost nanoemulzija (84). Za dugoro¢nu
stabilnost nanoemulzija stabiliziranih dodatkom povrSinski aktivnih tvari male molekulske
mase, koje ne pruzaju dovoljnu stericku stabilizaciju, potrebna apsolutna vrijednost zeta-
potencijala je 30 mV ili veca kako bi se postigla dovoljna elektrostatska stabilizacija sustava. S
druge strane, kod nanoemulzija stabiliziranih povrSinski aktivnim tvarima vece molekulske
mase, koje sustavu pruzaju dovoljnu stericku stabilizaciju, apsolutna vrijednost zeta-potencijala
moze biti i manja jer se dugoro¢na stabilnost postize kombinacijom dvaju mehanizama (61,

89).
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1.3.6.3. pH

Kako bi se iritacijski potencijal nanoemulzije sveo na najmanju moguéu mjeru pozeljno je
prilagoditi pH formulacije na pH vrijednost suznog filma (84). Prosjecna pH vrijednost suznog
filma je izmedu 6,8 i 8,2, s pojedina¢nim vrijednostima izmedu 5,2 i 8,6 (5). Ipak, postizanje
idealne pH vrijednosti formulacije rijetko kada je moguce jer, osim na ugodnost primjene, pH
vrijednost moze utjecati i na stabilnost i topljivost djelatnih i pomoc¢nih tvari (78).
Opceprihvacena je ¢injenica da se oftalmicke formulacije nizeg pH dobro podnose te da njihova
primjena nece nuzno izazvati osjecaj nelagode i peckanja ako se pH suznog filma moze brzo
vratiti na svoju fiziolosku vrijednost. To je moguce posti¢i koriStenjem pufera u najmanjoj

mogucoj koncentraciji ili pak potpunim izostavljanjem pufera iz formulacije (17, 78).
1.3.6.4. Viskoznost

Povecanjem viskoznosti produljuje se vrijeme zadrZzavanja formulacije na povrSini oka
smanjenjem brzine eliminacije s mjesta primjene, $to moze pozitivno utjecati na apsorpciju i
bioraspolozivost djelatne tvari. S druge strane, povecana viskoznost formulacije moze smanjiti
brzinu oslobadanja i difuzije djelatne tvari te usporiti njezinu apsorpciju (84). Ako se dodaju u
prevelikoj koncentraciji, tvari za povecanje viskoznosti mogu uzrokovati zamucenje vida te
zaostajati na vjedama nakon primjene. Takoder, povecana viskoznost moZe predstavljati

problem kod formulacija koje se steriliziraju filtracijom (78).
1.3.6.5. Osmolarnost

Poput pH vrijednosti, osmolarnost takoder utjeCe na ugodnost primjene formulacije na oko.
Fiziologke su vrijednosti osmolarnosti suznog filma izmedu 270 i 315 mOsm kg™ (5). Ipak, oko
dobro podnosi pripravke puno Sireg raspona osmolarnosti te se smatra da vodene otopine koje
sadrze 0,5-1,8 % NaCl, §to odgovara osmolarnosti 171-616 mOsm kg™, neée izazvati neugodan
osjecaj nakon primjene (78). Klini¢ka studija na 5 zdravih ispitanika kojima su primjenjivane
kapi za oko rastu¢e osmolarnosti pokazala je da grani¢na vrijednost osmolarnosti kapi za oko,
nakon koje ispitanici poéinju osjecati nelagodu, iznosi 454 mOsm kg™ (90). Smatra se da kod
bolesti suhog oka primjena hipotoni¢nih kapi za oko moZe imati povoljan u¢inak smanjujuci
hiperosmolarnost suznog filma, no potrebna su dodatna istrazivanja kojima bi se ispitao u¢inak

takvih kapi za oko na znakove i simptome bolesti (15).

35



1.3.6.6. Povrsinska napetost

Povrsinska napetost bitno je svojstvo koje utjeCe na Sirenje i zadrzavanje formulacije na
povrsini oka te na ugodnost primjene (91). Povrsinska napetost normalnog suznog filma iznosi
40,9-46,3 mN m™, dok su kod bolesti suhog oka izmjerene veée vrijednosti (47,4-51,8 mN m™?) koje
se povezuju sa smanjenom stabilno$¢u suznog filma (5). Formulacija manje povrSinske
napetosti mogla bi, stoga, povecati stabilnost suznog filma kod osoba oboljelih od suhog oka.
Ipak, unato¢ poboljsanju svojstava Sirenja po povrsini oka, smanjenje povrsinske napetosti
formulacije moZe ubrzati njezino uklanjanje putem suznonosnog kanala (85), a poznato je i da
primjena kapi za oko ¢ija je povriinska napetost manja od 35 mN m™ mozZe izazvati osjeéaj
boli i nelagode (91, 92). Uzimajuéi u obzir sve navedeno, formulacija ¢ija je povrSinska
napetost manja od povrsinske napetosti suznog filma, ali jo$ uvijek veéa od 35 mN m, mogla

bi imati povoljan ucinak na stabilizaciju suznog filma kod bolesti suhog oka.
1.3.6.7. U¢inkovitost uklapanja djelatne tvari

Raspodjela djelatne tvari unutar nanoemulzije ovisi o fizicko-kemijskim svojstvima djelatne i
pomo¢nih tvari, ali i o nacinu priprave nanoemulzije, odnosno o procesnim parametrima. lako
utjecaj raspodjele djelatne tvari unutar nanoemulzije na djelotvornost i sigurnost primjene nije
u potpunosti razjasnjen, raspodjelu djelatne tvari potrebno je ispitati jer moze utjecati na
oslobadanje, apsorpciju i raspodjelu djelatne tvari u razli¢ita tkiva oka. Ispitivanje na humanim
epitelnim stanicama roznice pokazalo je da se udio djelatne tvari (ciklosporina A) koja ulazi u
epitelne stanice roZnice povecava sa smanjenjem frakcije djelatne tvari sadrZzane u vodenoj fazi
nanoemulzije (43). Jednostavan nain za odredivanje raspodjele djelatne tvari unutar
nanoemulzije je odredivanje ucinkovitosti uklapanja. Ucinkovitosti uklapanja odnosi se na
postotak djelatne tvari koja je uklopljena unutar uljnih kapljica nanoemulzije, u odnosu na
ukupni sadrzaj djelatne tvari u formulaciji, a moze se odrediti izravno (odredivanjem sadrzaja
uklopljene djelatne tvari u unutarnjoj fazi nanoemulzije) ili neizravno (odredivanjem sadrzaja
neuklopljene djelatne tvari u vanjskoj fazi nanoemulzije). Prije samog odredivanja sadrzaja
djelatne tvari potrebno je odvojiti uljnu od vodene faze nanoemulzije, Sto je moguce posti¢i
centrifugiranjem pri velikim brzinama okretaja ili centrifugiranjem kroz hidrofilnu membranu

na kojoj zaostaju uljne kapljice nanoemulzije (43, 93, 94).
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1.3.7. Ispitivanje stabilnosti nanoemulzija

Stabilnost nanoemulzija moguce je ispitati pohranom u realnom vremenu tijekom 3-6 mjeseci
pri 4 ili 25 °C, tijekom koje se povremeno ispituju izgled i fizicko-kemijska svojstva
formulacija, a postoje i posebni testovi kojima se ispituje otpornost nanoemulzija na
temperaturne promjene koje, primjerice, mogu nastati tijekom prijenosa ili ¢uvanja. Ti se
testovi provode tako da se nanoemulzija podvrgne ciklusima zagrijavanja i hladenja te
ciklusima zamrzavanja i odmrzavanja, nakon ¢ega se ponovno ispituju njezin izgled i fizicko-
kemijska svojstva. Testom kineti¢ke stabilnosti utvrduje se otpornost nanoemulzija na
vrhnjenje ili sedimentaciju te koalescenciju i razdvajanje faza. Test se provodi tako da se
nanoemulzija podvrgne centrifugiranju pri velikim brzinama okretaja, nakon ¢ega se, kao i kod

prethodnih testova, ispituju njezin izgled i fizicko-kemijska svojstva (40, 61).
1.3.8. Biofarmaceutska karakterizacija nanoemulzija

Biofarmaceutska karakterizacija omogucéuje predvidanje ponasanja i klinickog ucinka
nanoemulzija simulacijom odredenih uvjeta na mjestu primjene. Kod nanoemulzija za lije¢enje
bolesti suhog oka cilj je pripraviti biokompatibilnu formulaciju produljenog zadrzavanja na
povrsini oka, tijekom kojeg se djelatna tvar oslobada u suznom filmu kontroliranom brzinom,

a zatim apsorbira u epitelne stanice roZnice 1 spojnice oka gdje ispoljava svoj klinicki u¢inak.
1.3.8.1. Ispitivanje sigurnosti oftalmicke primjene nanoemulzija

Ve¢ je u ranim fazama razvoja formulacije potrebno ispitati njezinu sigurnost primjene na oko.
Povrsinski aktivne tvari neophodne za pripravu i stabilnost nanoemulzija ve¢ se dugo koriste u
kapima za oko. Ipak, poznato je da se mogu nespecificno vezati za stanicnu membranu
uzrokujuéi njezinu fluidizaciju, Sto je povezano s povecanjem permeabilnosti stanicne
membrane, ali i s 0 koncentraciji ovisnim toksi¢nim u¢inkom povrSinski aktivnih tvari (95),
stoga je nuzno utvrditi siguran raspon koncentracija koriStenih povrSinski aktivnih tvari.
Takoder, kod priprave kationskih nanoemulzija potrebno je utvrditi netoksi¢nost, odnosno
siguran raspon koncentracija odabranog nositelja pozitivnog naboja. Draize test je standardni
test za utvrdivanje akutne ocne toksicnosti tvari ili pripravaka koji je prihvacen od strane
regulatornih tijela, a provodi se na animalnom modelu oka kunic¢a. Razvijen je 1940-ih godina
od strane FDA kao odgovor na nove zakone donesene zbog trajnih oStecenja oka korisnika
odredenih kozmetickih proizvoda. Ipak, unato¢ dugoj povijesti primjene, Draize test Cesto

nailazi na kritike zbog svoje subjektivne naravi, nedostatne ponovljivosti, dugotrajnosti,
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koriStenja prevelikih doza te anatomskih i fizioloSkih razlika izmedu ljudskog oka i oka kunica.
Takoder, iz etickih razloga i borbe za prava zivotinja danas se poti¢e razvoj i1 koriStenje
alternativnih modela koji ne ukljucuju ispitivanje na zivotinjama (96). Znanstveni napredak na
podrucju tehnologije kultura stanica omogucio je razvoj in vitro modela koji se, uz ex vivo
modele koji koriste izolirani organ Zivotinjskog porijekla, mogu koristiti u ispitivanju sigurnosti
oftalmicke primjene (96, 97). Iako jo$ uvijek ne postoji jedinstvena zamjena za Draize test,
koriStenjem in vitro modela s moguc¢noscu ispitivanja velikog broja uzoraka u jedinici vremena
za primarni probir te ex vivo modela vece prediktivne sposobnosti za sekundarni probir
formulacija moguce je znacajno smanjiti broj zivotinja koristenih u pretklini¢kim ispitivanjima

(98).
1.3.8.1.1. In vitro modeli

Staniéni in vitro modeli koristan su alat za predvidanje toksi¢nosti, odnosno iritacijskog
potencijala formulacija za oftalmi¢ku primjenu. Njihova prednost pred in vivo i ex Vivo
modelima je jednostavnost, brzina uzgoja i provedbe ispitivanja te relativno niski troskovi, a
koriStenjem stani¢nih linija humanog porijekla izbjegavaju se problemi s tumacenjem
dobivenih rezultata zbog varijabilnosti izmedu vrsta. Takoder, ponovljivost dobivenih rezultata
veca je u odnosu na ponovljivost rezultata dobivenih ispitivanjima in vivo i ex vivo (96, 99).
Osim toga, stani¢ni in vitro modeli omogucuju primjenu razli¢itih koncentracija ispitivane
formulacije, kao i razli¢itih vremena izlaganja te omogucuju utvrdivanje mehanizma toksi¢nog
djelovanja na stani¢noj ili molekularnoj razini (96). HCE-T imortalizirana stani¢na linija
humanog epitela roZznice danas je najokarakteriziranija stani¢na linija epitela roZnice, a
dobivena je izolacijom epitelnih stanica roznice ¢etrdesetdevetogodisnje Zene koja je umrla od
karcinoma maksilarnog sinusa. Izolirane primarne stanice zatim su imortalizirane pomocu
rekombinantnog SV40 adenovirusnog vektora (98-100). HCE-T model epitela roznice uzgaja
se na posebnim plo¢ama za uzgoj stanica kod kojih propusna membrana odvaja donorski 1
receptorski odjeljak. Stanice se nasaduju u donorski odjeljak na propusnu membranu te se
uzgajaju uronjene u stani¢nom hranidbenom mediju tijekom nekoliko dana, odnosno do
postizanja konfluentnog monosloja stanica 1 stvaranja ¢vrstih spojeva izmedu stanica. Sljedeci
korak je izlaganje stanica zraku uklanjanjem medija iz donorskog odjeljka, pri ¢emu propusna
membrana omogucuje prehranu stanica medijem iz receptorskog odjeljka, ¢ime se bolje
oponasa metabolicka aktivnost stanica in vivo. Izlaganje stanica zraku klju¢no je za
diferencijaciju i stvaranje viSeslojnog epitela, karakteristika sli¢nih epitelu humane roznice (98,

99, 101). Takav trodimenzionalni (3D) model vjerodostojnije odrazava stvarnu strukturu epitela
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roznice in Vivo u odnosu na dvodimenzionalne (2D) modele stani¢nih monoslojeva koji se jo$
uvijek Cesto koriste u ispitivanjima, unato¢ tome $to rezultati dobiveni na 2D modelima mogu

navesti na donoSenje pogresnih zakljucaka o toksi¢nosti ispitivane formulacije.

Kod in vitro modela stupanj preZivljenja stanica nakon izlaganja ispitivanoj formulaciji
izrazava se kao vijabilnost stanica. Postoje razli€iti testovi za ispitivanje vijabilnosti stanica, a
mogucée ih je podijeliti na testove iskljucenja bojom, kolorimetrijske, fluorimetrijske i
luminometrijske testove. Testovi isklju¢enja bojom temelje se na ulasku boje u mrtve stanice,
Sto je omogucéeno narusenim integritetom stani¢ne membrane. NajceS¢e koriStena boja je
tripansko modrilo. Kolorimetrijski testovi temelje se na dodatku reagensa koji se pomocu
odredenog biokemijskog pokazatelja metaboli¢ke aktivnosti stanica prevodi u obojeni produkt,
¢iju je koncentraciju moguce izmjeriti spektrofotometrijski. Jedan od najées¢e koristenih
kolorimetrijskih testova je MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolijoromid) test
kojim se odreduje aktivnost mitohondrijskih sukcinat dehidrogenaza prisutnih u metabolicki
aktivnim, odnosno zivim stanicama. Test odredivanja koncentracije laktat dehidrogenaze
(LDH) i test unosa neutralno crvene boje (engl. neutral red uptake, NRU) takoder su ¢esto
koriSteni kolorimetrijski testovi. LDH testom kvantitativno se odreduje citoplazmatski enzim
LDH prisutan u stanicnom hranidbenom mediju kao indikator oSte¢enja i povecanja propusnosti
stanicne membrane, odnosno stani¢ne smrti. NRU test temelji se na ulasku i1 zadrzavanju boje
u lizosomima zivih stanica, $to je posljedica protonacije boje u kiselom sadrzaju lizosoma.
Fluorimetrijski testovi, poput kolorimetrijskih, ispituju aktivnost odredenog enzima kao
pokazatelja vijabilnosti stanica dodatkom reagensa koji se pomocu tog enzima prevodi u
fluorescentni produkt. Test redukcije resazurina ili alamarBlue® test temelji se na redukciji
plavog nefluorescentnog reagensa resazurina do ruzicastog fluorescentnog rezofurina pomocu
mitohondrijskih i drugih stani¢nih enzima. Luminometrijski testovi vrlo su osjetljivi, a temelje
se na mjerenju luminescencije nakon dodatka odredenog reagensa. Kod testa odredivanja
koncentracije adenozin trifosfata (ATP), koji se sintetizira samo u zivim stanicama, enzim
luciferaza u prisutnosti iona magnezija katalizira reakciju izmedu ATP-a i luciferina, pri cemu

nastaje luminescentni produkt oksiluciferin (96, 102).
1.3.8.1.2. Ex vivo modeli

Kao ex vivo model za ispitivanje sigurnosti oftalmic¢ke primjene formulacija najcesce se koristi
izolirano oko ili roznica zZivotinjskog porijekla (govedo, svinja, kuni¢ ili pile). O¢ne jabucice

moguce je nabaviti u klaonicama mesopreradivacke industrije gdje ih se svrstava pod otpad.
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Kod testa s izoliranim pile¢im okom (engl. isolated chicken eye, ICE) izolirane pilece o¢i izlazu
se ispitivanom uzorku tijekom 10 sekundi, a zatim se toksi¢ni u¢inak odreduje ispitivanjem
promjena u zamucenju i debljini roZnice, ispitivanjem permeabilnosti fluoresceina kroz roznicu
te utvrdivanjem makroskopskih promjena na roznici. Kod testa zamucenja 1 permeabilnosti
govede roznice (engl. bovine corneal opacity permeability, BCOP) koriste se izolirane roznice
govedeg porijekla. Roznica se postavlja u ¢eliju izmedu donorskog i receptorskog odjeljka koji
imaju otvore za primjenu ispitivanog uzorka te je tako moguce ispitati toksic¢ni u¢inak na epitel
1 endotel roznice. Toksicnost ispitivanog uzorka odreduje se s obzirom na stupanj zamucenja
roznice i permeabilnost fluoresceina kroz roznicu (96, 97). Test zamucenja i permeabilnosti
svinjske roznice (engl. porcine corneal opacity permeability, PCOP) provodi se kao i BCOP
test, a njegova je prednost koriStenje roznica svinje koje su anatomski sli¢nije ljudskim

roznicama (96).
1.3.8.1.3. Ostali organotipski modeli

Osim ex vivo modela, za ispitivanje sigurnosti oftalmicke primjene mogu se koristiti i
organotipski modeli koji ne ukljucuju ispitivanje na o€ima ili odredenim dijelovima oka. Test
na kokos$jem jajetu (engl. hen's egg test on chorioallantoic membrane, HET-CAM) provodi se
na korioalantoinskoj membrani oplodenog kokosjeg jajeta, ¢ija su prokrvljenost i upalni procesi
sli¢ni onima na spojnici oka kuni¢a. Nakon primjene ispitivanog uzorka na korioalantoinsku
membranu izloZenu zraku i uklanjanja uzorka ispiranjem ispituju se promjene u izgledu i
morfologiji membrane. Promjene na krvnim Zilama membrane, poput krvarenja,
vazokonstrikcije ili vazodilatacije, ukazuju na potencijalno iritiraju¢i ucinak ispitivanog uzorka
na spojnicu oka, dok koagulacija ukazuje na potencijalno ostecenje roznice (96). Test iritacije
sluznice puza golaca (engl. slug mucosal irritation, SMI) razvijen je za predvidanje iritacijskog
potencijala formulacija ili njihovih sastojaka na sluznicu. U ispitivanjima se koriste kopneni
puzevi golaci vrste Arion lusitanicus, koje zbog ograni¢enog osjeta boli ne S§titi zakon o
provodenju ispitivanja na zivotinjama. Kod ovog testa puz gola¢ stavlja se na povrSinu koja
sadrzi ispitivani uzorak. Ako uzorak djeluje iritirajuce, puz gola¢ izlu¢uje mukus te mu se
smanjuje masa, a kada je istovremeno prisutno i o$tecenje tkiva dolazi do otpustanja odredenih
proteina i1 enzima sa sluznice puza golaca, Sto omogucuje svrstavanje ispitivanih uzoraka u

skupine prema iritacijskom potencijalu (96).
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1.3.8.2. Ispitivanje in vitro oslobadanja djelatnih tvari iz nanoemulzija

Nanoemulzije su slozeni sustavi kod kojih se djelatna tvar istovremeno moze nalaziti u
razli¢itim odjeljcima ili fazama. Oslobadanje djelatne tvari u suznom filmu i uspostava
ravnoteze u sustavu nakon primjene na oko stoga su takoder vrlo sloZeni procesi, Sto predstavlja
veliki izazov u razvoju prikladnih metoda za ispitivanje in vitro oslobadanja djelatnih tvari iz
nanoemulzija (43). Glavnim mehanizmom oslobadanja djelatne tvari iz nanoemulzije smatra se
difuzija iz uljnih kapljica u vodenu fazu, preko sloja povrsinski aktivnih tvari na granici faza.
Smatra se da su veliki koeficijent razdjeljenja slabo topljivih djelatnih tvari izmedu uljne 1
vodene faze te svojstva sloja povrSinski aktivnih tvari na granici faza odgovorni za odgodeno
ili produljeno oslobadanje djelatnih tvari iz nanoemulzija. Takoder se smatra da je difuzija
djelatne tvari kroz sloj povrSinski aktivnih tvari na granici faza ogranicavajuéi ¢cimbenik brzine
difuzije (103). Iako jo$ uvijek nisu razvijene farmakopejske metode za ispitivanje in vitro
oslobadanja djelatnih tvari iz topikalnih oftalmickih pripravaka, pa tako ni za ispitivanje in vitro
oslobadanja djelatnih tvari iz nanoemulzija za oftalmicku primjenu, u istraZivanjima se najcesce
koriste metode membranske difuzije. Metode membranske difuzije trenutno se smatraju
najprikladnijima za ispitivanje in vitro oslobadanja djelatnih tvari iz razli¢itih nanosustava,
poput liposoma, nanocestica, nanokristala i nanoemulzija, pri ¢emu je metoda s dijalizacijskom
vre¢icom najceSce koriStena. Kod metode s dijalizacijskom vre¢icom odredena koli¢ina
nanoemulzije stavlja se unutar dijalizacijske vrecice te se zatim uranja u medij za oslobadanje.
Kod takve metode kljucan je odabir dijalizacijske vre¢ice odgovarajuce veli¢ine pora kako bi
se omogucila difuzija djelatne tvari te istovremeno sprijecila difuzija uljnih kapljica u okolni
medij. Oslobadanje djelatne tvari iz nanoemulzije u okolni medij posljedica je dvaju procesa:
difuzije djelatne tvari iz uljnih kapljica u vanjsku fazu nanoemulzije unutar dijalizacijske
vrecice i difuzije djelatne tvari kroz pore dijalizacijske vrecice u okolni medij. Zbog fizic¢ke
odvojenosti nanoemulzije 1 medija za oslobadanje, uzorkovanje, nadoknadivanje medija i
analiza prikupljenih uzoraka izuzetno su jednostavni. Odabir sastava, pH vrijednosti, volumena,
temperature i brzine mijeSanja medija za oslobadanje temelji se na osiguravanju biorelevantnih
uvjeta za oslobadanje, ali 1 na odrzavanju uvjeta osigurane topljivosti djelatne tvari tijekom

ispitivanja (104).
1.3.8.3. Ispitivanje permeabilnosti djelatnih tvari iz nanoemulzija

Nakon topikalne oftalmicke primjene lijeka dva su najznacajnija puta apsorpcije djelatne tvari

u prednju o¢nu sobicu: put preko roznice i put preko bulbarne spojnice. Roznica je glavni put
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apsorpcije malih lipofilnih molekula, Sto je zapravo velina djelatnih tvari za oftalmicku
primjenu. Nakon prelaska rozni¢ne barijere djelatna se tvar nalazi u ocnoj vodici, odakle se
raspodjeljuje u okolna tkiva oka (99). Za ispitivanje permeabilnosti, odnosno transkornealne
penetracije djelatnih tvari iz formulacija za oftalmi¢ku primjenu koriste se in vitro stani¢ni
modeli, poput HCE-T modela humanog epitela roZnice, ili ex vivo modeli kod kojih se koristi
svjeze izolirana roznica zivotinjskog porijekla. Navedeni modeli smjeStaju se izmedu
donorskog 1 receptorskog odjeljka sustava (Celije) za ispitivanje permeabilnosti. Ispitivana
formulacija dodaje se u donorski odjeljak te se tijekom viSesatnog perioda odreduje
koncentracija djelatne tvari u receptorskom odjeljku, na temelju koje se racuna prividni
koeficijent permeabilnosti (engl. apparent permeability coefficient, Papp) (98, 101). Za uspjesno
predvidanje transkornealne penetracije in vivo provodenje ispitivanja u biorelevantnim
uvjetima od kriticne je vaznosti. Biorelevantni uvjeti podrazumijevaju simuliranje sastava suza
u donorskom odjeljku, simuliranje sastava o¢ne vodice u receptorskom odjeljku te simuliranje
dinamike navedenih tekuéina. Ipak, vecina modela za ispitivanje transkornealne penetracije
djelatnih tvari jo§ uvijek ne uzima u obzir dinamiku suza te se ispitivanja uglavnom provode u
stati¢nim uvjetima, §to dovodi u pitanje zna¢ajnost dobivenih rezultata. Procjenjuje se da nakon
primjene konvencionalnih kapi za oko, zbog suzenja, treptanja 1 nazolakrimalne drenaZe,
djelatna tvar ostaje u kontaktu s povr§inom oka najvise 5 minuta, dok se spomenutim metodama
permeabilnost ispituje tijekom nekoliko sati (98). S druge strane, karakteristike same
formulacije mogu znacajno utjecati na vrijeme zadrZavanja u suznom filmu, odnosno na
povrsini oka. Zbog specifi¢nosti strukture 1 sastava nanoemulzije se mogu zadrzati u suznom
filmu i do 4 sata nakon primjene (45), sto je u slucaju kationskih nanoemulzija vjerojatno jos i
dulje. Ispitivanje mukoadhezivnosti formulacije moze biti korisno za predvidanje vremena
zadrzavanja formulacije na povrsSini oka. Kod nanoemulzija za lijecenje bolesti suhog oka od
kljuéne je vaznosti zadrzavanje i integracija sastavnica nanoemulzije sa suznim filmom te
apsorpcija djelatne tvari u epitelne stanice roznice i spojnice oka zahvacene upalom, dok je
transkornealna permeacija djelatne tvari u o¢nu vodicu od manjeg znacaja (32). Apsorpciji
djelatne tvari prethodi oslobadanje iz uljnih kapljica nanoemulzije u okolni suzni film (32, 98),
stoga je u sluc¢aju nanoemulzija za lijecenje bolesti suhog oka procjenom brzine oslobadanja
uklopljene djelatne tvari i vremena zadrzavanja formulacije na mjestu primjene moguce bolje
predvidjeti klinicku u€inkovitosti nego ispitivanjem transkornealne penetracije djelatne tvari iz

formulacije koriStenjem staticnih modela.
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1.3.8.4. Ispitivanje mukoadhezivnosti nanoemulzija

Mukoadhezija je definirana kao sposobnost vezanja (nano)sustava za sluznicu (mukozu) (105).
Sam fenomen mukoadhezije podijeljen je u dvije faze. U prvoj fazi uspostavlja se kontakt
izmedu mukoadhezivne formulacije i sluznice, §to ovisi o svojstvima Sirenja formulacije i
medupovrsinskim silama. Kod nanoemulzija za oftalmicku primjenu povrSinska napetost ima
glavnu ulogu u Sirenju formulacije po povrSini oka. Druga faza mukoadhezije je faza
integracije, kod koje dolazi do stvaranja fizickih petlji i sekundarnih kemijskih veza izmedu
mukoadhezivnog materijala 1 mucina. Tijekom faze integracije dolazi do jacanja
mukoadhezivne medupovrsine, koju je moguce zamisliti kao sloj mucina koji se ispreplice s
mukoadhezivnim materijalom (106). Kod razvoja mukoadhezivnih nanoemulzija za lijeCenje
bolesti suhog oka jedan od kljuénih koraka je vrednovanje mukoadhezivnosti pripravljene
formulacije, Sto je moguce provesti razli¢itim metodama. Najbolje predvidanje klinickog
u¢inka mukoadhezivne formulacije omogucuju in Vivo ispitivanja na Zivotinjama, kojima se
najceS¢e odreduje vrijeme zadrzavanja mukoadhezivne formulacije na sluznici, te klinicka
ispitivanja. Ipak, ove metode nisu toliko Cesto koristene zbog visokih troskova, dugotrajnosti
ispitivanja te etickih razloga (107, 108). Koristenjem pouzdanih in vitro/ex vivo metoda moguce
je napraviti probir mukoadhezivnih formulacija te odabrati samo najbolje kandidate, ¢iju je

mukoadhezivnost potrebno dodatno potvrditi ispitivanjima in vivo te klini¢kim ispitivanjima.
1.3.8.4.1. Ispitivanje vla¢ne ¢vrstoce

Ispitivanje vlacne ¢vrstoce (engl. tensile strength) najcesce je koristena in vitro/ex vivo metoda
za ispitivanje mukoadhezivnosti, a provodi se pomocu teksturnog analizatora. Na podlogu
uredaja nanose se supstrat (sluznica zivotinjskog porijekla, gel mucina, komprimirani mucinski
disk ili filter papir namocen u otopinu mucina) i ispitivani uzorak te se zatim komprimiraju
odredenom silom pomoc¢u sonde odredenog promjera. Nakon toga, sonda se podize odredenom
brzinom te se mjeri sila koja je potrebna za odvajanje uzorka od supstrata (107, 108).
Ispitivanjem vlacne ¢vrstoce najcesce se ispituje mukoadhezivnost razli¢itih polimera (suhih ili
hidratiziranih u obliku gela) te suhih polimernih filmova, mikrocestica ili tableta. Ipak, metoda
nije prikladna za ispitivanje mukoadhezivnosti tekuc¢ih uzoraka (107). Kako su nanoemulzije
za oftalmiCku primjenu teku¢i sustavi male viskoznosti, potreban je odabir alternativnih metoda

za ispitivanje mukoadhezivnosti.
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1.3.8.4.2. Metoda s proto¢nom ¢elijom

Kod metode s proto¢nom c¢elijom ispituje se sposobnost mukoadhezivnog sustava da ostane
vezan za sluznicu primjenom kontinuiranog protoka tekucine (npr. fosfatnog pufera), cime se
sustav ispire sa sluznice. U ispitivanjima se koristi svjeze izolirana sluznica zivotinjskog
porijekla pri¢vrs¢ena za proto¢nu Celiju, a za procjenu mukoadhezivnosti odreduje se udio
ispitivanog sustava koji je zaostao na sluznici nakon ispitivanja ili vrijeme koje je potrebno za

potpuno ispiranje sustava sa sluznice (107).
1.3.8.4.3. Mikroskopija atomskih sila

Mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM) je tip pretrazne mikroskopije
vrlo velike rezolucije, pomocu koje je moguce snimiti trodimenzionalni prikaz povrSine te
izmjeriti interakcije mukoadhezivnog materijala i mucina na molekularnoj razini. AFM je

osjetljiva tehnika koja ne zahtijeva sloZenu pripremu uzorka prije mjerenja (105, 107).
1.3.8.4.4. Reoloske metode

Ispreplitanje lanaca mukoadhezivnog polimera i lanaca mucina uzrok je promjene reoloskih
svojstava sustava, Sto oznacava nastanak mukoadhezivne interakcije, a temelj je reoloskih
metoda za ispitivanje mukoadhezije. Kod ovih se metoda umjesto sluznice Zivotinjskog
porijekla koristi svjeze izolirani mukus ili otopina/disperzija komercijalno dostupnih mucina,
koje je prije mjerenja potrebno pomijesati s ispitivanim polimerom (106). U svrhu mjerenja
mogu se Koristiti rotacijski ili oscilacijski testovi. Rotacijskim testovima mjeri se viskoznost u
ovisnosti 0 brzini smicanja, a oscilacijskim testovima ovisnost modula pohrane i modula
gubitka o primijenjenoj frekvenciji. Jednostavna reoloska metoda razvijena 1990. godine
temelji se na sinergistickom porastu viskoznosti sustava nakon mijeSanja disperzije mucina s
otopinom ispitivanog polimera (109). Porast viskoznosti uzrokovan interakcijom polimera i
mucina izraZzen je kao komponenta viskoznosti zbog bioadhezije, a sluzi kao izravna procjena
sile bioadhezije. Metoda se pokazala prikladnom i za ispitivanje mukoadhezivnosti kationskih
mikroemulzija s kitozanom i deksametazonom za oftalmicku primjenu (110). Kod
viskoelasticnih sustava modul pohrane (G') predstavlja unutarnju energiju sustava koja se
obnavlja nakon prestanka djelovanja sile na sustav (elasticna komponenta sustava), a modul
gubitka (G") predstavlja unutarnju energiju sustava koja se gubi djelovanjem sile na sustav
(viskozna komponenta sustava). Oscilacijskim testovima za ispitivanje mukoadhezivnosti

polimera mjeri se G' i1 G" u ovisnosti o frekvenciji u linearnom viskoelasticnom podrucju, unutar
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kojeg ne dolazi do narusavanja strukture sustava. Porast G' i G" nakon mijeSanja polimera s
otopinom/disperzijom mucina ili mukusom upucuje na nastanak mukoadhezivnih veza. Porast
G' sluzi kao kvantitativna mjera snage mukoadhezivnih interakcija. Tangens gubitka (tand),
koji oznacava omjer G" 1 G', takoder moze sluziti kao mjera mukoadhezije. Kada je tand manji
od 1 znac¢i da prevladava elasticna komponenta sustava, dok za tand vec¢i od 1 znaci da
prevladava viskozna komponenta sustava. Smanjenje tand nakon mijeSanja ispitivanog
polimera s otopinom/disperzijom mucina ili mukosom oznacava porast elasticne komponente
sustava, §to je posljedica mukoadhezivnih interakcija nastalih izmedu lanaca polimera i mucina

(106, 107).
1.3.8.4.5. Ispitivanje mukoadhezivnosti mjerenjem zeta-potencijala i veli¢ine kapljica

Metoda ispitivanja mukoadhezivnosti mjerenjem zeta-potencijala i veli¢ine Cestica (kapljica)
temelji se na pretpostavci da se mukoadhezivni polimeri ili nanosustavi adsorbiraju na povrsinu
sluznice, pri ¢emu opseg adsorpcije sluzi kao mjera mukoadhezije. Za ispitivanje
mukoadhezivnosti polimera koristi se metoda kod koje se otopina ispitivanog polimera mijesa
s disperzijom Cestica mucina. Promjena zeta-potencijala Cestica mucina nakon mijeSanja s
otopinom polimera ukazuje na promjenu povrSinskih svojstava mucinskih Cestica, Sto je
posljedica adsorpcije polimernih lanaca (107). Metoda prikladna za ispitivanje mukoadhezije
nanosustava temelji se na promjeni zeta-potencijala i veli¢ine Cestica (kapljica) ispitivanog
nanosustava nakon inkubacije s mukusom Zivotinjskog porijekla. Za mukoadhezivne se
nanosustave ocekuje pomak zeta-potencijala prema negativnijim vrijednostima te porast
veli¢ine Cestica (kapljica) zbog adsorpcije negativno nabijenih mucina na povrSinu nanosustava
(111).

1.3.8.4.6. Ispitivanje mukoadhezivnosti na stani¢nim kulturama

Stani¢ne kulture takoder se mogu koristiti u svrhu ispitivanja mukoadhezivosti formulacija te
predstavljaju alternativu ispitivanjima ex vivo, kod kojih se koristi svjeze izolirana sluznica
zivotinjskog porijekla (108). Metoda na HCE-T stani¢noj liniji humanog epitela roznice
razvijena je za ispitivanje mukoadhezivnosti lecitinsko/kitozanskih nanocestica s melatoninom
za oftalmi¢ku primjenu, a temelji se na smanjenju koncentracije melatonina u suspenziji
nanocestica iznad sloja stanica tijekom vremena zbog adhezije nanocestica na povrsinu stanica

(112).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Bolest suhog oka jedna je od najcesc¢ih bolesti koja zahvaca povrsinu oka, a popracena je
povecanom osmolarnosc¢u suznog filma i upalom. Ucestalost ove bolesti u svijetu prosjecno
iznosi 5-50 %, a sve ¢esce pogada i mlade osobe. Bolest suhog oka ozbiljno narusava kvalitetu
zivota oboljelih, a kao posljedica nelijeCenja moze se javiti i sljepo¢a. Unato¢ tome, postoji
mali broj odobrenih lijekova koji se uglavnom koriste za lijeenje tezih oblika bolesti, medu
kojima su najceSc¢e koriStene kapi za oko s ciklosporinom A. Ipak, njihov odgodeni nastup
djelovanja moze smanjiti adherenciju pacijenata. Kako bi se nadiSao ovaj problem, topikalni
glukokortikoidi propisuju se uz kapi za oko s ciklosporinom A u kratkotrajnom rezimu
doziranja, $to, nazalost, predstavlja rizik za razvoj ozbiljnih nuspojava karakteristicnih za
glukokortikoide (poviSeni oc¢ni tlak, katarakta i oportunisticke infekcije). Topikalni NSAR
mogli bi se kratkotrajno primjenjivati kao sigurnija zamjena za glukokortikoide. Kapi za oko s
mucinskim sekretogogom rebamipidom u obliku suspenzije (2 %, Mucosta®) odobrene su u
Japanu za lijeCenje bolesti suhog oka, no unato¢ dokazanoj ucinkovitosti rezim doziranja
navedenog lijeka, koji se primjenjuje ¢ak 4 puta dnevno, negativno utje¢e na adherenciju
pacijenata.
Cilj ovog doktorskog rada je razvoj funkcionalne kationske nanoemulzije za lije¢enje bolesti
suhog oka, specificno dizajnirane s obzirom na fizicko-kemijska svojstva koja odreduju
stabilnost formulacije 1 oslobadanje uklopljenih djelatnih tvari te biokompatibilnost i
mukoadhezivnost formulacije. Kationska nanoemulzija, zbog svojih intrinzi¢nih svojstava,
moze osigurati uklanjanje simptoma bolesti suhog oka uz smanjenu ucestalost doziranja, a
uklopljenoj djelatnoj tvari moze produljiti vrijeme zadrzavanja na povrsini oka.
Fizicko-kemijska svojstva nanoemulzije klju¢na su za njezin klini¢ki uc¢inak, stoga su specifi¢ni
ciljevi rada optimizacija formulacijskih i procesnih parametara kako bi se pripravile kationske
nanoemulzije:
I.  male veli¢ine kapljica, malog PDI i pozitivnog zeta-potencijala
ii.  pH, viskoznosti, osmolarnosti i povrSinske napetosti prikladnih za oftalmicku
primjenu
iii.  dobre uc¢inkovitosti uklapanja odabranih djelatnih tvari
iv.  odgovarajuce stabilnosti tijekom pohrane te nakon sterilizacije autoklaviranjem i/ili
filtracijom
V.  kontroliranog oslobadanja uklopljene djelatne tvari, prilagodenog vremenskom
okviru kontakta s mjestom primjene
vi.  mukoadhezivnih svojstava

vii.  istaknute biokompatibilnosti.
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Tijekom izrade doktorskog rada velika je paznja posvecena odabiru vrste i udjela pomoénih
tvari kako bi se pripravile stabilne formulacije zeljenih fizicko-kemijskih i biofarmaceutskih

svojstava, uz istodobno zadrzavanje netoksi¢nosti te ugodnosti i jednostavnosti primjene.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. MATERIJALI

U pripravi nanoemulzija koriStena su sljedec¢a ulja: nerafinirano ricinusovo ulje (Kemig,
Zagreb, Hrvatska), Miglyol® 812 (Kemig), visokopro¢iséeno sezamovo ulje (Croda
International Plc, Snaith, Ujedinjeno Kraljevstvo) i rafinirano sojino ulje (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Njemacka). Od povrsinski aktivnih tvari koristeni su: Kolliphor® EL (BASF,
Ludwigshafen, Njemacka), Pluronic® F68 (Sigma-Aldrich), Tween® 60 (Kemig), Tween® 80
(Kemig) i lecitin (Lipoid S 45, Lipoid, Ludwigshafen, Njemacka). Kao nositelji pozitivnog
naboja koriSteni su stearilamin (Sigma-Aldrich), kitozan male molekulske mase (50-190 kDa,
stupanj deacetilacije 75-85 %, viskoznost vodene otopine (1 %) u octenoj kiselini (1 %) 20-300 mPas,
Sigma-Aldrich) te kitozan srednje molekulske mase (190-310 kDa, stupanj deacetilacije 75-85 %,
viskoznost vodene otopine (1 %) u octenoj kiselini (1 %) 200-800 mPas, Sigma-Aldrich). Ibuprofen
(Hubei Biocause Pharmaceutical Co., Ltd., Jingmen, Kina) je donirala PLIVA Hrvatska d.o.o.
(Zagreb, Hrvatska), a rebamipid je kupljen od tvrtke Carbosynth Ltd. (Compton, Ujedinjeno
Kraljevstvo). Kao sredstvo za izotonizaciju nanoemulzija koristen je glicerol (T.T.T., Sveta
Nedelja, Hrvatska). Mucin tipa II izoliran iz Zeluca svinje i fluorescein (natrijeva sol) kupljeni
su od Sigme-Aldrich, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid (MTT) i 4-(2-
hidroksietil)-1-piperazin-1-etansulfonska kiselina (HEPES) od AppliChema (Darmstadt,
Njemacka), izopropanol od Kemiga, a Na2HPO4 x 2H.O od Fluke Chemie AG (Buchs,
Svicarska). Sve ostale tvari nabavljene su od Kemiga ili Sigme-Aldrich. Simulirana suzna
tekucina (engl. simulated tear fluid, STF) pH vrijednosti 7,4 pripravljena je otapanjem KCI (1,4
mg mL?), NaCl (6,8 mg mL), NaHCO;3 (2,2 mg mL™?) i CaCl> x 2H20 (0,08 mg mL?) u
procisc¢enoj vodi (SG, Giinzburg, Njemacka). Hankova uravnotezena otopina soli (engl. Hank's
balanced salt solution, HBSS) pH vrijednosti 7,4 ili 6,0 pripravljena je kao vodena otopina KCI
(0,4 mg mL1), NaHCO3 (0,35 mg mL™?), NaCl (8,0 mg mL™), D-glukoza monohidrata
(1,1 mg mL™), KH2PO4 (0,06 mg mL™), NazHPO4 x 2H20 (0,06 mg mL™?), CaCl, x 2H,0
(0,185 mg mL™?), MgCl, x 6H20 (0,1 mg mL?), MgSO4 x 7H,0 (0,1 mg mL™) i HEPES-a
(7,15 mg mL1). Krebs-Ringerov pufer (engl. Krebs-Ringer buffer, KRB) pH vrijednosti 7,4
pripravljen je otapanjem KCI (0,4 mg mL™), NaCl (6,8 mg mL™), NaHCOs (2,1 mg mL™),
MgSO4 x 7H20 (0,4 mg mL1), D-glukoza monohidrata (1,1 mg mL™?), CaCl. x 2H,0
(0,52 mg mL1), NaH2PO4 x 2H,0 (0,158 mg mL™?) i HEPES-a (3,575 mg mL™) u pro¢iséenoj

vodi.
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3.2. METODE
3.2.1. Priprava nanoemulzija
3.2.1.1. Primarni probir ulja i povrSinski aktivnih tvari

S ciljem primarnog probira ulja i povrSinski aktivnih tvari nanoemulzije su pripravljene tako da
je ulje (ricinusovo, Miglyol® 812, sezamovo ili sojino; 5 %, m/m) dodano u vodenu otopinu
povrsinski aktivne tvari (Kolliphor® EL, Pluronic® F68, Tween®60 ili Tween®80; 0,5-5 %, m/m),
uz magnetsko mijeSanje pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je slijedila homogenizacija na
visokoturaznoj mijesalici (Ultra-Turrax®, IKA-Werke GmbH & Company, Staufen, Njemacka)
pri brzini okretaja 6000 rpm tijekom 5 minuta. Dobivena je gruba emulzija potom obradena na

mikrofluidizatoru (model M-110EH-30, Microfluidics®, SAD) pri 1000 bara i 10 ciklusa.
3.2.1.2. Priprava primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom

Uklapanje stearilamina u nanoemulzije provedeno je tako da je stearilamin (0,01-0,3 %, m/m)
najprije otopljen u Miglyol®-u 812 (5 %, m/m) uz zagrijavanje na 70 °C. U tako pripravljenu
uljnu fazu dodana je vodena otopina Kolliphor®-a EL (2,5 %, m/m) i glicerola (2,5 %, m/m)
zagrijana na jednaku temperaturu (vodena faza), uz magnetsko mijesanje. Ostatak priprave

proveden je na prethodno opisan nacin (odjeljak 3.2.1.1.).
3.2.1.3. Priprava sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom
3.2.1.3.1. Probir udjela lecitina i Kolliphor®-a EL

Prvi korak u pripravi sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom bio je odabir negativno
nabijene povrsinski aktivne tvari koja bi omogucila pripravu primarnih anionskih nanoemulzija.
Sekundarna kationska nanoemulzija nastaje dodatkom otopine kitozana u primarnu anionsku
nanoemulziju zbog elektrostatskih interakcija i oblaganja povrSine kapljica pozitivno nabijenim
molekulama kitozana. Kao negativno nabijena povrsinski aktivna tvar odabran je lecitin te je
ispitana njegova topljivost u ricinusovom ulju, Miglyol®-u 812, sezamovom i sojinom ulju.
Kako je lecitin pri sobnoj temperaturi bilo moguée otopiti jedino u Miglyol®-u 812, Miglyol®
812 izabran je za daljnja ispitivanja. U svrhu probira udjela lecitina, lecitin (0,1-1,0 %, m/m) je
otopljen u Miglyol®-u 812 (5 %, m/m) uz magnetsko mijesanje pri sobnoj temperaturi. Tako
pripravljena uljna faza dodana je u proc¢is¢enu vodu (vodena faza) uz magnetsko mijesanje, a
ostatak je priprave proveden kao $to je prethodno opisano (odjeljak 3.2.1.1.). Kao sekundarna

neionska povriinski aktivna tvar koristen je Kolliphor® EL. Za probir udjela Kolliphor®-a EL
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nanoemulzije su pripravljene na isti nacin, pri ¢emu je vodenu fazu tvorila vodena otopina
Kolliphor®-a EL (0,25-2,5 %, m/m), a uljnu fazu otopina lecitina (0,1 %, m/m) u Miglyol®-u
812 (5 %, m/m).

3.2.1.3.2. Optimizacija procesnih parametara

Optimizacija procesnih parametara (tlaka i broja ciklusa) provedena je na gruboj emulziji
optimiziranog sastava (Miglyol® 812 5 % (m/m), lecitin 0,1 % (m/m), Kolliphor® EL 0,5 % (m/m)
i prociS¢ena voda do 100 % (m/m)). Primijenjeni tlak iznosio je 400-1300 bara, a broj ciklusa
1-15. Gruba emulzija istog sastava obradena je i na visokotlacnom homogenizatoru (Panda Plus

2000®, GEA Niro Soavi, Parma, Italija) pri 1000 bara i 5 ciklusa.

3.2.1.3.3. Probir tipa i udjela kitozana te metode za pripravu sekundarnih kationskih

nanoemulzija s kitozanom

U pripravi sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom koriStene su dvije razliCite
metode. Kitozan (1 %, m/m) male ili srednje molekulske mase otopljen je u proc¢iséenoj vodi S
0,5 % (m/m) octene kiseline mijesanjem na magnetskoj mijeSalici pri sobnoj temperaturi, a
zatim je tako pripravljena otopina filtrirana. U prvoj je metodi otopina kitozana (1 %, m/m)
izravno dodana u prethodno pripravljenu nanoemulziju (mikrofluidizator; 1000 bara, 5 ciklusa)
optimiziranog sastava (Miglyol® 812 5 % (m/m), lecitin 0,1 % (m/m), Kolliphor® EL 0,5 % (m/m)
i pro¢i§¢ena voda do 100 % (m/m)). Konaéni udio kitozana u nanoemulzijama iznosio je
0,05-0,5 % (m/m). Udio Miglyol®-a 812 u svim je formulacijama prilagoden na 2,5 % (m/m)
dodatkom prociséene vode, ako je bilo potrebno. U drugoj metodi koriSten je samo kitozan male
molekulske mase. Sekundarne kationske nanoemulzije s kitozanom pripravljene su tako da je
otopina kitozana (1 %, m/m) dodana u vodenu fazu (otopinu Kolliphor®-a EL u pro¢iéenoj
vodi) na samom pocetku priprave, prije primjeSavanja uljne faze i obrade na visokoturaznoj
mijesalici (6000 rpm, 5 minuta) te mikrofluidizatoru (1000 bara, 5 ciklusa). Konaé¢ni udio
kitozana iznosio je 0,05 i 0,3 % (m/m), dok je udio Miglyol®-a 812 ponovno prilagoden na

2,5 % (m/m) dodatkom procisc¢ene vode.
3.2.2. Ispitivanje topljivosti ibuprofena

Topljivost ibuprofena ispitana je u Miglyolu® 812 i otopini lecitina u Miglyolu®812 (1:50, m/m)
pri sobnoj temperaturi, tako da je ibuprofen, u koli¢ini koja prelazi njegovu topljivost, dodan
na 5 g ulja odnosno otopine lecitina u ulju. Suspenzija je ostavljena na magnetskoj mijesalici

tijekom 48 sati kako bi se uspostavila ravnoteza, a potom je centrifugirana 30 minuta pri 1520 x g.
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Supernatant je filtriran kroz Spartan™ filter (Whatman, Ujedinjeno Kraljevstvo) od
regenerirane celuloze, veli¢ine pora 0,2 pm te je razrijeden metanolom. Sadrzaj ibuprofena
odreden je pomocu tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti (engl. ultra-

performance liquid chromatography, UPLC), kao $to je opisano u odjeljku 3.2.9.
3.2.3. Uklapanje ibuprofena u sekundarne kationske nanoemulzije s kitozanom

Ibuprofen (0,2 %, m/m) je uklopljen u sekundarne kationske nanoemulzije s kitozanom male
molekulske mase (0,05 i 0,3 %, m/m) pripravljene drugom metodom, tako da je prije mijeSanja
faza otopljen u uljnoj fazi (otopini lecitina u Miglyol®-u 812), uz magnetsko mijesanje pri
sobnoj temperaturi. Glicerol (2,5 %, m/m) je dodan u vodenu fazu kao sredstvo za izotonizaciju.

Kontrolna formulacija pripravljena je na isti nacin, ali bez dodatka kitozana u vodenu fazu.
3.2.4. Ispitivanje topljivosti rebamipida

Topljivost rebamipida ispitana je u ricinusovom ulju, Miglyolu® 812, sezamovom i sojinom
ulju pri sobnoj temperaturi, dodatkom rebamipida, u koli¢ini koja prelazi njegovu topljivost, na
5 g ulja. Suspenzije su ostavljene na magnetskoj mijesalici tijekom 48 sati kako bi se uspostavila
ravnoteza, a potom su centrifugirane. Suspenzija rebamipida u Miglyolu® 812 centrifugirana je
30 minuta pri 1520 x g, a zatim je filtrirana (Spartan™ filter, regenerirana celuloza, 0,2 pum).
Nakon $§to su suspenzije rebamipida u ricinusovom, sojinom 1 sezamovom ulju centrifugirane
30 minuta pri 1520 x g, supernatanti su bili zamuceni, a nije ih bilo moguce filtrirati zbog
prevelike viskoznosti ulja. Iz tog su razloga navedene suspenzije centrifugirane 30 minuta pri
5700 x g, nakon Cega su dobiveni bistri supernatanti. Supernatanti su zatim razrijedeni
metanolom (ricinusovo ulje i Miglyol® 812) odnosno izopropanolom (sezamovo i sojino ulje),

a sadrzaj rebamipida odreden je UPLC metodom opisanom u odjeljku 3.2.10.
3.2.5. Fizi¢ko-kemijska karakterizacija nanoemulzija
3.2.5.1. Mjerenje veli¢ine kapljica, raspodjele veli¢ina kapljica i zeta-potencijala

Velic¢ina kapljica i indeks polidisperznosti (PDI) nanoemulzija izmjereni su dinamickim
rasprSivanjem svjetlosti, a zeta-potencijal elektroforetskim rasprSivanjem svjetlosti pomocu
uredaja Zetasizer Nano Series ili Zetasizer Ultra (Malvern Instruments, Malvern, Ujedinjeno
Kraljevstvo) pri 25 °C. Kut detekcije kod mjerenja veli¢ine kapljica i PDI iznosio je 175
odnosno 90°. Kako bi se izbjegao ucinak viSestrukog rasprSivanja svjetlosti na rezultate

mjerenja veli¢ine kapljica i PDI, ispitana su razli¢ita razrjedenja nanoemulzija (100-2000 x, V/V)
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u filtriranoj (0,45 pm) procis¢enoj vodi. Kod prekoncentriranog uzorka svjetlost rasprsena s
jedne kapljice na putu do detektora nailazi na druge kapljice s kojih se takoder rasprsuje te joj
se smanjuje intenzitet. U tom je slucaju izmjerena veli¢ina kapljica manja od stvarne veli¢ine.
S druge strane, kod prevelikog razrjedenja uzorka intenzitet rasprSene svjetlosti nije dovoljan
za analizu (89). Razlike u izmjerenoj veli¢ini kapljica i PDI pri razli¢itim razrjedenjima bile su
zanemarive, $to ukazuje na stabilnost pripravljenih nanoemulzija nakon razrjedenja vodom,
stoga su u kona¢nici nanoemulzije prije mjerenja razrijedene 100-500 x (V/V). Prije mjerenja
zeta-potencijala nanoemulzije su razrijedene filtriranom (0,45 pm) 10 mM vodenom otopinom
NaCl 100 x (V/V). Za mjerenje zeta-potencijala koristene su jednokratne kivete DTS1070

(Malvern Instruments).
3.2.5.2. Mjerenje pH, osmolarnosti, viskoznosti i povrsinske napetosti

pH vrijednost nanoemulzija izmjerena je pri 25 °C pomoc¢u uredaja Seven Multi pH/conducto-
meter (Mettler Toledo, Columbus, OH, SAD). Osmolarnost nanoemulzija izmjerena je na
uredaju Advanced® 3D3 Single-Sample Osmometer (Advanced Instruments, Norwood, MA,
SAD) metodom snizenja temperature ledista. Viskoznost nanoemulzija (i ¢istih ulja koristenih
u pripravi nanoemulzija) odredena je pri 25 °C rotacijskim testom pri kontroliranoj brzini
smicanja koristenjem MCR 102 reometra (Anton Paar, Graz, Austrija), uz mjerno tijelo stozac-
ploca (engl. cone-plate) CP 50-1 promjera 50 mm i nagiba 1°, pri ¢emu je razmak izmedu
gornjeg i donjeg mjernog tijela iznosio 0,102 mm. Primijenjena brzina smicanja bila je
1-100 s*. Povrsinska napetost nanoemulzija izmjerena je pri 25 °C na tenziometru Kriis K-
100C (Hamburg, Njemacka) Do Noiiy metodom s prstenom. Cirkuliraju¢a vodena kupelj

spojena je na tenziometar radi odrzavanja konstantne temperature tijekom mjerenja.
3.2.5.3. Morfoloska karakterizacija nanoemulzija

Sekundarne kationske nanoemulzije s kitozanom (i kontrolna nanoemulzija bez kitozana)
dodatno su okarakterizirane metodom mikroskopije atomskih sila (AFM) kako bi se utvrdila
njihova morfologija i potvrdili rezultati dobiveni metodom dinamickog rasprsivanja svjetlosti.
Za AFM analizu koriSten je uredaj AutoProbe CP-Research SPM (TM Microscopes-Bruker,
Karlsruhe, Njemacka), uz pretraznik povrsine duljine 90 pm. Prije analize nanoemulzije su
razrijedene ultracistom vodom 500 x (V/V), a zatim je 10 L razrijedenog uzorka stavljeno na
kruzni mika supstrat (Highest Grade V1 AFM Mica Discs, Ted Pella Inc., Redding, CA, SAD)
i osuseno u vakuumu. Zbog prirode uzorka primijenjen je beskontaktni na¢in rada. Sva mjerenja
provedena su u zraku koristenjem beskontaktne sonde (Bruker Phosphorous doped silicon
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Tap300, model MPP-11123-10) oblozene prevlakom od aluminija i simetriénim nastavkom.
Pogonska frekvencija konzole iznosila je oko 300 kHz. Snimljene slike analizirane su pomocu

programa Image Analysis 2.2.0 (NT-MDT, Moskva, Rusija).
3.2.5.4. Ispitivanje uinkovitosti uklapanja ibuprofena

Ucinkovitost uklapanja (engl. entrapment efficiency, EE) ibuprofena unutar uljnih kapljica
nanoemulzije odredena je separacijskom metodom ultrafiltracije. 2 mL nanoemulzije stavljeno
je u gornji odjeljak kivete za centrifugiranje s uklopljenim filterom (Centricon®, NMWL 10 kDa,
Merck Millipore, Burlington, MA, SAD). Centrifugiranje je provedeno pri 5000 x g tijekom 1
sata, nakon ¢ega je UPLC metodom (odjeljak 3.2.9.) analiziran sadrzaj ibuprofena u vodenoj
fazi nanoemulzije, koja je prosla kroz filter u donji odjeljak kivete. EE (%) izracunata je prema

jednadzbi:

EE% = 2100
Wi
gdje Wt oznacava ukupni sadrzaj ibuprofena u nanoemulziji, a Ws sadrzaj ibuprofena u filtratu

(vodenoj fazi nanoemulzije).
3.2.6. Ispitivanje stabilnosti nanoemulzija

Stabilnost primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom ispitana je nakon 30 i 150 dana

pohrane pri 4 °C mjerenjem veli¢ine kapljica, PDI, zeta-potencijala i pH.

Stabilnost sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom ispitana je nakon 30 dana pohrane
pri 4125 °C mjerenjem veli¢ine kapljica, PDI, zeta-potencijala i pH te posebnim stres testovima
(ciklusi zagrijavanja 1 hladenja, centrifugiranje, ciklusi zamrzavanja i odmrzavanja), kao Sto je
prethodno opisano u literaturi (113). 6 ciklusa zagrijavanja (45 °C) i hladenja (4 °C) provedeno
je pohranom nanoemulzija pri navedenim temperaturama najmanje 48 sati. Centrifugiranje
nanoemulzija provedeno je pri 9000 x g tijekom 30 minuta. 3 ciklusa zamrzavanja (-20 °C) i
odmrzavanja (25 °C) provedena su pohranom nanoemulzija pri navedenim temperaturama
najmanje 48 sati. Za svaki od navedenih stres testova koriStene su svjeze pripravljene
nanoemulzije, a njihova je stabilnost odredena mjerenjem veli¢ine kapljica, PDI i zeta-

potencijala te vizualnim pregledom nakon svakog ciklusa, odnosno centrifugiranja.
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3.2.7. Sterilizacija nanoemulzija

U svrhu sterilizacije nanoemulzije su asepticki filtrirane kroz filtere od polietersulfona (veli¢ine
pora 0,2 pum) ili sterilizirane zasi¢enom vodenom parom pod tlakom (autoklavirane) 20 minuta
pri 121 °C. Nakon oba sterilizacijska postupka nanoemulzije su pregledane vizualno te im je

izmjerena veli¢ina kapljica, PDI i zeta-potencijal.
3.2.8. Ispitivanje in vitro oslobadanja ibuprofena

In vitro oslobadanje ibuprofena iz sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom ispitano
je pri 34 °C koristenjem farmakopejske aparature s rotiraju¢om lopaticom (708-DS Dissolution
Apparatus, Agilent Technologies, Santa Clara, SA, SAD). 1 mL nanoemulzije stavljen je u
dijalizacijsku vrecicu od celuloze (Spectra/Porl 4 Dialysis Tubing, MWCO 12-14 KkDa,
Medicell International Ltd, London, Ujedinjeno Kraljevstvo) koja je pri¢vrs¢ena za lopaticu, a
zatim uronjena u 900 mL fosfatnog pufera pH 7,4. Brzina okretaja lopatice iznosila je 50 rpm.
Uzorci (2 mL) su uzimani tijekom 6 sati u odredenim vremenskim intervalima, a nakon svakog
uzorkovanja u posudu za oslobadanje dodano je po 2 mL svjezeg fosfatnog pufera pH 7,4 kako
bi volumen medija za oslobadanje ostao nepromijenjen tijekom eksperimenta. Na kraju
eksperimenta uzorkovan je i sadrzaj iz dijalizacijske vre¢ice. Nanoemulzija bez kitozana s
uklopljenim ibuprofenom (0,2 %, m/m), otopina ibuprofena (0,2 %, m/m) u Miglyol®-u 812 i
komercijalno dostupna oralna suspenzija ibuprofena (Neofen®, Belupo, Koprivnica, Hrvatska)
razrijedena proc¢is¢enom vodom do 0,2 % (m/m) ibuprofena koristene su kao kontrola. Sadrzaj
ibuprofena u uzorcima odreden je UPLC metodom (odjeljak 3.2.9.). Oslobadanje ibuprofena in

vitro iz pojedine formulacije ispitano je najmanje u triplikatu.
3.2.9. Odredivanje sadrzaja ibuprofena

Odredivanje sadrzaja ibuprofena provedeno je na UPLC uredaju Agilent Infinity 1290 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD) opremljenom kolonom Acquity UPLC® BEH Shield
RP18 (Waters, Milford, MA, SAD) dimenzija 1,7 um, 2,1 mm x 50 mm, primjenom izokratne
metode. Kod ispitivanja topljivosti ibuprofena u Miglyol®-u 812 i otopini lecitina u Miglyol®-
u 812 mobilna faza sastojala se od fosfatnog pufera (NaH2POs 1,2 mg mL™, pH 2,5) i
acetonitrila (ACN, Merck Millipore) u omjeru 60:40 (V/V). Temperatura kolone iznosila je
50 °C, brzina protoka mobilne faze kroz kolonu 0,4 mL min, volumen injektiranja 4 pL, a
valna duljina detekcije 225 nm. U svrhu ispitivanja u¢inkovitosti uklapanja ibuprofena uzorci

(filtrati) su analizirani bez prethodnog razrjedivanja. Mobilna faza sastojala se od fosfatnog
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puferai ACN-a (65:35, V/V), temperatura kolone iznosila je 50 °C, brzina protoka mobilne faze
kroz kolonu 0,8 mL min’, volumen injektiranja 4 pL, a valna duljina detekcije 225 nm. Kod
ispitivanja sadrzaja ibuprofena u uzorcima uzorkovanim za vrijeme oslobadanja ibuprofena in
vitro koriStene su dvije razli¢ite metode, ovisno o tome jesu li analizirani uzorci iz receptorskog
ili donorskog odjeljka (dijalizacijske vrecice). Uzorci iz receptorskog odjeljka analizirani su
bez prethodnog razrjedivanja. Mobilna se faza sastojala od fosfatnog pufera i ACN-a (65:35, V/V),
temperatura kolone iznosila je 50 °C, brzina protoka mobilne faze kroz kolonu 0,8 mL min?,
volumen injektiranja 20 pL, a valna duljina detekcije 225 nm. Uzorci uzeti iz donorskog
odjeljka razrijedeni su metanolom te su analizirani metodom koriStenom za ispitivanje
topljivosti ibuprofena u Miglyol®-u 812 i otopini lecitina u Miglyol®-u 812. Svi su uzorci i
standardne otopine prije analize filtrirani kroz Spartan™ filtere od regenerirane celuloze,
veli¢ine pora 0,2 um. Kod analize pojedine sekvence standardne otopine pripravljene u
duplikatu injektirane su naizmjenic¢no, tako da je provedeno najmanje 5 injektiranja standardnih
otopina u svakoj sekvenci. Prikladnost metoda ispitana je i dokazana prema sljedec¢im
kriterijima: relativna standardna devijacija (RSD) odgovora detektora nije bila veca od 2,0 %,
a faktor razvlacenja pikova (engl. tailing factor) nije bio ve¢i od 1,5. Validacija metoda
provedena je ispitivanjem linearnosti, to¢nosti i ponovljivosti. Navedene metode pokazale su
se linearnima (R? > 0,99), to¢nima (analiti¢ki prinos (engl. recovery) 98-102 %) i ponovljivima
(RSD povrsine pika < 2,0 %).

3.2.10. Odredivanje sadrzaja rebamipida

Odredivanje sadrzaja rebamipida provedeno je na UPLC uredaju Acquity UPLC® H-Class
(Waters), opremljenom kolonom Acquity UPLC BEH® Shield RP18 (Waters) dimenzija
1,7 ym, 2,1 mm x 100 mm, primjenom izokratne metode. Mobilna faza sastojala se od
fosfatnog pufera (NaH2PO4 1,2 mg mL?, pH 2,5) i acetonitrila (ACN, Merck Millipore) u
omjeru 60:40 (V/V). Temperatura kolone iznosila je 55 °C, brzina protoka mobilne faze kroz
kolonu 0,4 mL min't, volumen injektiranja 2 pL, a valna duljina detekcije 229 nm. Svi su uzorci
| standardne otopine prije analize filtrirani kroz Spartan™ filtere od regenerirane celuloze, veli¢ine
pora 0,2 um. Prikladnost metode ispitana je i dokazana prema sljede¢im kriterijima: relativna
standardna devijacija (RSD) odgovora detektora nije bila veéa od 2,0 %, a faktor razvlacenja
pikova (engl. tailing factor) nije bio veéi od 1,5. Validacija metode provedena je ispitivanjem
linearnosti, to&nosti i ponovljivosti, pri ¢emu se metoda pokazala linearnom (R?>0,99), toénom

(analiti¢ki prinos (engl. recovery) 98-102 %) i ponovljivom (RSD povrsine pika < 2,0 %).
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3.2.11. Ispitivanje mukoadhezivnih svojstava nanoemulzija
3.2.11.1. Ispitivanje mukoadhezivnih svojstava nanoemulzija reoloSkom metodom

Mukoadhezivna svojstva primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom i sekundarnih
kationskih nanoemulzija s kitozanom ispitana su prethodno opisanom reoloskom metodom
(109), uz odredene promjene u metodi kako bi primijenjeni uvjeti bolje simulirali
biofarmaceutska zbivanja na povrSini oka. Ispitivanja su provedena rotacijskim testom pri
kontroliranoj brzini smicanja koriStenjem reometra MCR 102, uz mjerno tijelo stozac-ploca
(engl. cone-plate) CP 50-1 promjera 50 mm i nagiba 1°, pri ¢emu je razmak izmedu gornjeg i
donjeg mjernog tijela iznosio 0,102 mm. Disperzija mucina (20 %, m/m) u STF-u pripravljena
je mijeSanjem na magnetskoj mijesalici tijekom noéi pri sobnoj temperaturi. Nanoemulzije
su pomijesane s disperzijom mucina (20 %, m/m) u omjeru 1:1 (m/m) te su mijeSane na
magnetskoj mijesalici (750 rpm) tijekom 15 minuta pri sobnoj temperaturi, a potom su
ostavljene u mirovanju tijekom 1 sata, neposredno prije mjerenja. Na isti na¢in pripravljena je
10 %-tna (m/m) disperzija mucina (dodatkom proc¢is¢ene vode u disperziju mucina (20 %, m/m)
u omjeru 1:1 (m/m)) i disperzija nanoemulzija u STF-u (dodatkom STF-a u nanoemulziju u
omjeru 1:1 (m/m)). Krivulje viskoznosti tako pripravljenih uzoraka dobivene su pri brzini
smicanja 1-100 s pri 34 °C. Za izra¢un komponente viskoznosti zbog bioadhezije (1) uzete

su vrijednosti viskoznosti izmjerene pri 100 s te je np izradunata prema jednadzbi:

Np = Mn+m — Nn — Nm

gdje #n+m 0znacava viskoznost nanoemulzije pomije$ane s disperzijom mucina, #m VisSkoznost
disperzije mucina (10 %, m/m), a nn viskoznost nanoemulzije pomijesane sa STF-om. Sva

mjerenja provedena su u triplikatu.

3.2.11.2. Ispitivanje mukoadhezivnih svojstava nanoemulzija mjerenjem veliine kapljica

| zeta-potencijala

Mukoadhezivna svojstva primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom ispitana su
prethodno opisanom metodom, kod koje su interakcije nanosustava i mukusa Zivotinjskog
porijekla promatrane mjerenjem veli¢ine kapljica i zeta-potencijala nanosustava nakon
mijesanja i inkubacije s razrijedenim mukusom (114). Uvjeti navedene metode prilagodeni su
kako bi bolje simulirali biofarmaceutska zbivanja na povrsini oka. Ukratko, disperzija mucina
(1 %, m/m) u STF-u pripravljena je mijesanjem na magnetskoj mijesalici preko no¢i pri sobnoj

temperaturi. Nanoemulzije su pomijesane s disperzijom mucina (1 %, m/m) u omjeru 40:7 (V/V)
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i ostavljene na magnetskoj mijesalici (300 rpm) tijekom 20 minuta pri sobnoj temperaturi.
Uzorci su uzeti u 5. i1 20. minuti te im je izmjerena veli¢ina kapljica, PDI i zeta-potencijal na
prethodno opisan nacin (odjeljak 3.2.5.1.), uz razrjedenje prije mjerenja veli¢ine kapljica

100 x (VIV).
3.2.12. Ispitivanje biokompatibilnosti nanoemulzija
3.2.12.1. Ispitivanje biokompatibilnosti nanoemulzija in vitro

U in vitro ispitivanju biokompatibilnosti nanoemulzija koristena je HCE-T stani¢na linija
imortaliziranih epitelnih stanica roZnice humanog porijekla (RIKEN Cell Bank, Tsukuba,
Japan). Ispitivanja su provedena na monosloju (2D HCE-T model) i na visesloju stanica (3D
HCE-T model).

3.2.12.1.1. Uvjeti uzgoja stanica

Za uzgoj stanica koriSten je hranidbeni medij DMEM/F-12 (Sigma-Aldrich) obogacen
dodatkom fetalnog govedeg seruma (5 %, V/V, Biosera, Boussens, Francuska), inzulina (5 ug mL?,
Sigma-Aldrich), dimetilsulfoksida (0,5 %, V/V, AppliChem), epidermalnog faktora rasta (10 ng ml,
Sigma-Aldrich) i otopine penicilina, streptomicina i amfotericina B (1 %, V/V, kataloski broj
17-745E, Lonza, Basel, Svicarska). Stanice su uzgajane u vlaznoj atmosferi s 5 % CO2 pri 37 °C.
Hranidbeni medij mijenjan je svaki drugi dan, a stanice su odjeljivane od podloge pomocu
tripsina (0,25 %, V/V, Lonza) i presadivane kada bi postigle 80-90 % konfluentnosti.

3.2.12.1.2. Ispitivanje biokompatibilnosti nanoemulzija na 2D HCE-T modelu

Za uzgoj 2D HCE-T modela suspenzija stanica u oboga¢enom hranidbenom mediju nasadena
je na plodu s 96 jazica (10* stanica po jazici). Nakon postizanja konfluentnosti medij je
uklonjen, a stanice su isprane HBSS puferom pH 7,4 (priblizno 100 pL po jazici). Nakon
uklanjanja pufera u jazice je dodano po 100 pnL nanoemulzija razrijedenih u HBSS puferu pH 7,4
10 x (VIV), kao $to je prethodno opisano (115). Stanice su zatim inkubirane 30 minuta pri 37 °C,
nakon cega je slijedilo uklanjanje nanoemulzija iz jazica i ponovno ispiranje stanica HBSS
puferom pH 7,4. Nakon uklanjanja pufera stanice su vra¢ene u medij (100 pL po jazZici) 1
ostavljene u inkubatoru (vlazna atmosfera, 5 % COz, 37 °C) do sljedeceg dana, kada je proveden
MTT test radi utvrdivanja vijabilnosti stanica. Po 20 pL otopine MTT-a (2,5 mg mL™) u
fosfatno puferiranoj otopini soli pH 7,4 (engl. phosphate buffered saline, PBS, Lonza) dodano

je u svaku jazicu te su stanice inkubirane tijekom 3 sata pri 37 °C. Otopina je nakon toga
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uklonjena, a nastali kristali formazana otopljeni su dodatkom izopropanola (100 pL po jazici).
Apsorbancija otopine formazana u izopropanolu izmjerena je pri 570 nm pomocu Citaca
mikrotitarskih plo¢ica (1420 Multilabel counter VICTOR?, Perkin Elmer, Waltham, MA,
SAD). Stanice inkubirane u HBSS puferu pH 7,4 koriStene su kao negativna kontrola. Sva

ispitivanja provedena su u pentaplikatu.
3.2.12.1.3. Ispitivanje biokompatibilnosti nanoemulzija na 3D HCE-T modelu

Uzgoj 3D HCE-T modela proveden je na prethodno opisan nacin (101). Za uzgoj modela
koristene su Transwell® plo¢e s 12 jaZica, s polikarbonatnom membranom veli¢ine pora
0,4 pum, promjera 12 mm i povrsine 1,12 cm? (Corning B.V. Life Sciences, Amsterdam,
Nizozemska). Prije nasadivanja stanica membrane ploce obloZene su kolagenom tipa I iz repa
Stakora (225 pg po jazici, Sigma-Aldrich) i humanim fibronektinom (4 pg po jazici, Sigma-
Aldrich). Suspenzija stanica u obogac¢enom hranidbenom mediju nasadena je na oblozenu
membranu plo¢e (10° stanica po jazici), pri ¢emu je volumen donorskog i receptorskog odjeljka
iznosio 0,5 i 1,5 mL. Stanice su tako uzgajane tijekom 4-7 dana (medij je mijenjan svaki drugi
dan), odnosno do naglog porasta u transepitelnom elektri¢nom otporu (engl. transepithelial
electrical resistance, TEER), koji je praen pomoc¢u uredaja Millicell ERS-2 Voltohmmeter i
STXO01 elektrode (Merck Millipore). Nakon naglog porasta TEER vrijednosti stanice su
izloZzene zraku, tako da je uklonjen medij iz donorskog odjeljka, a volumen medija u
receptorskom odjeljku poveéan je na 2 mL umetanjem metalne ploée izmedu Transwell®
umetaka s konfluentnim monoslojem stanica i plo¢e. Nakon izlaganja zraku stanice su uzgajane
jo$ 3 dana, pri ¢emu je medij u receptorskom odjeljku mijenjan svaki dan. Izlaganjem stanica
zraku potice se diferencijacija stanica i stvaranje viSeslojnog epitela, $to simulira epitel roznice
in vivo (99, 100). Prije samog ispitivanja biokompatibilnosti nanoemulzija uklonjen je medij iz
receptorskog odjeljka, a stanice su isprane HBSS puferom. U ispitivanju biokompatibilnosti
primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom pH pufera iznosio je 7,4, dok je u
ispitivanju biokompatibilnosti sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom pH pufera
iznosio 6,0 radi zadrzavanja protoniranog oblika kitozana. Nakon uklanjanja pufera Transwell®
umeci s viseslojem stanica prebaceni su na novu plocu s 12 jazica (Corning B.V. Life Sciences)
te su inkubirani u HBSS puferu tijekom 30 minuta pri 37 °C, pri ¢emu je volumen donorskog i
receptorskog odjeljka iznosio 0,5 i 1,5 mL. Nakon inkubacije uklonjen je pufer iz donorskih
odjeljaka te je na njegovo mjesto dodano po 0,5 mL nanoemulzija razrijedenih 10 x (V/V) u
HBSS puferu (115). Stanice su zatim inkubirane tijekom 30 minuta pri 37 °C, a zatim su

nanoemulzije uklonjene iz donorskih odjeljaka. Stanice su nakon toga isprane HBSS puferom,
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a nakon uklanjanja pufera iz donorskog i receptorskog odjeljka Transwell® umeci s vigeslojem
stanica prebaceni su na novu plo¢u s 12 jazica, s metalnom plo¢om i 2 mL medija u
receptorskom odjeljku te su izloZzene zraku stanice ostavljene u inkubatoru (vlazna atmosfera,
5 % COz2, 37 °C) do sljedeceg dana, kada je proveden MTT test radi utvrdivanja vijabilnosti.
MTT test proveden je prema prethodno opisanom protokolu (116). Ukratko, uklonjen je medij
iz donorskog i receptorskog odjeljka te je u oba odjeljka dodano po 0,7 mL otopine MTT -a
(0,5 mg mL™?) u obogaé¢enom hranidbenom mediju. Stanice su zatim inkubirane tijekom 3 sata
pri 37 °C, a potom je otopina MTT-a uklonjena iz oba odjeljka. Nastali kristali formazana
otopljeni su dodatkom izopropanola (po 0,7 mL) u oba odjeljka. Po 0,1 mL otopine formazana
u izopropanolu pipetiran je na plocu s 96 jazica, a zatim je izmjerena apsorbancija pri 570 nm
pomo¢u ¢ita¢a mikrotitarskih plo¢ica (1420 Multilabel counter VICTOR?3). Stanice inkubirane
u HBSS puferu (pH 7.4 ili 6,0) koriStene su kao negativna kontrola, a kao dodatna kontrola kod
ispitivanja biokompatibilnosti sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom koristena
je suspenzija ibuprofena (0,2 mg mL) u HBSS puferu pH 6,0. Sva su ispitivanja provedena

u triplikatu.
3.2.12.2. Ispitivanje biokompatibilnosti nanoemulzija ex vivo

Ispitivanje biokompatibilnosti nanoemulzija ex vivo provedeno je na izoliranim roznicama
svinje. Svjeze o¢ne jabucice svinje (velike bijele svinje muskog i zenskog spola, 6-7 mjeseci
stare, tezine 90-115 kg) dobivene su iz lokalne klaonice. O¢ne jabucice su isprane fiziolosSkom
otopinom (B. Braun, Melsungen, Njemacka) te su za vrijeme prijenosa do laboratorija ¢uvane
u ohladenom KRB puferu, u spremniku s ledom. Oéne jabuéice su zatim uronjene u Betadine®
otopinu (1 %, Alkaloid, Skoplje, Sjeverna Makedonija) te su tako ostavljene tijekom 3-5 minuta
radi mikrobioloske dekontaminacije, a potom su isprane u PBS-u pH 7.4 koji je sadrzavao
1 % (V/V) otopine penicilina, streptomicina i amfotericina B (kataloski broj 17-745E, Lonza).
Ekscizija roznica napravljena je u zastitnom mikrobioloskom kabinetu (Thermo-Scientific,
Waltham, MA, SAD), u roku od najvise 2 sata nakon smrti zivotinje. lzolirane roznice s dijelom
bjelooc¢nice postavljene su na ¢epove sterilnih plasti¢nih kiveta od 15 mL (Falcon™, Corning
B.V. Life Sciences) napunjene PBS-om, tako da je epitelna strana roznica bila okrenuta prema
dolje. Na endotelnu stranu roznica dodan je po 1 mL hranidbenog medija DMEM/F-12 bez
dodataka (Gibco®, Life Technologies™, Carlsbad, CA, SAD) s 4 % (m/V) agara (Muller Hinton
IT Agar, BBL™, Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, SAD), koji je prethodno
autoklaviran (20 minuta/121 °C) i, prema potrebi, zagrijan do tekuce konzistencije koristenjem

mikrovalne pe¢nice. Nakon ohladenja medij s dodatkom agara poprimio je konzistenciju gela,
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Sto je omogucilo zadrzavanje prirodno zakrivljenog oblika roznica. RoZnice su zatim prebacene
na plocu sa 6 jazica (Corning B.V. Life Sciences), tako da je epitelna strana roznica bila
okrenuta prema gore. U svaku je jaZicu dodano po 3,5 mL DMEM/F-12 hranidbenog medija
obogacenog dodatkom fetalnog govedeg seruma (10 %, V/V) i otopine penicilina, streptomicina
i amfotericina B (10 %, V/V), tako da su roznice bile izlozene zraku. Roznice su zatim ostavljene
u inkubatoru (vlazna atmosfera, 5 % COz, 37 °C) tijekom no¢i, a sljedeceg je dana provedeno
ispitivanje biokompatibilnosti. Nakon uklanjanja medija na svaku je roznicu postavljen
silikonski prsten izraden po mjeri. 0,2 mL nerazrijedene nanoemulzije dodano je unutar prstena,
a zatim je uslijedila inkubacija roznica tijekom 5 i 15 minuta pri 37 °C. Nakon navedenih
vremena inkubacije nanoemulzije i prsteni su uklonjeni, a roznice su isprane PBS-om.
Osteéenja roznica ispitana su vizualno, bojenjem otopinom fluoresceina u PBS-u (2 mg mL%),
uz kobaltno plavu lampu (Conéptica, Barcelona, Spanjolska) radi povecanja intenziteta
fluorescencije. Silikonski prsteni ponovno su stavljeni na roznice te je unutar prstena dodano
po 0,2 mL otopine fluoresceina. Nakon 20 sekundi otopina je uklonjena te su roznice isprane
PBS-om. Fotografije roZnica snimljene su u mraku, kroz zuti filter kobaltno plave lampe. Kao
negativna kontrola koriSten je PBS, a kao pozitivna kontrola koriSteni su aceton (Sigma-
Aldrich), 0,1 M vodena otopina NaOH i otopina benzalkonijevog klorida (BAK) u PBS-u
(0,025 %, m/V). Kao dodatna kontrola koristena je suspenzija ibuprofena u PBS-u (2 mg mL"
1). Sva ispitivanja provedena su u triplikatu.

3.2.13. Statisti¢ka analiza

Statisticka analiza provedena je na rezultatima ispitivanja mukoadhezije 1 biokompatibilnosti
in vitro sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom pomoc¢u One-way ANOVA testa te
Turkey odnosno Dunnett post hoc testa visestrukog usporedivanja. Postavljena je granica
statisticke znacajnosti P < 0,05, a analiza je provedena koriStenjem programa GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., San Diego, SAD). Krivulje oslobadanja ibuprofena in vitro
medusobno su usporedene pomocu faktora slicnosti (engl. similarity factor, f), kao §to je

prethodno opisano (117). f, izraCunat je prema jednadzbi:

100 ]
Ee

n

fz = 50x loglo [
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gdje je n jednak broju vremenskih to¢aka, Rt udjelu oslobodenog ibuprofena u vremenu t za
referentni (kontrolni) uzorak, a Tt udjelu oslobodenog ibuprofena u vremenu t za ispitivani

uzorak. Krivulje oslobadanja smatrane su slicnima u sluc¢aju f> > 50.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
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Tehnologija nanoemulzija ima rastuci utjecaj na dostavu djelatnih tvari (40, 61), §to se posebno
isti¢e u oftalmickoj primjeni (17, 44). Ipak, izrazena osjetljivost povrSine oka uvelike suzava
izbor pomoc¢nih tvari koje se u pripravi nanoemulzija mogu koristiti (118). Pazljivim odabirom
pomoc¢nih tvari, njihove kombinacije i kona¢nog udjela, uz primjenu odgovarajuéih procesnih
parametara, moguce je pripraviti nanoemulziju takvih fizicko-kemijskih svojstava koja
omogucuju produljeno zadrzavanje formulacije na povrSini oka, kontroliranu dostavu
uklopljene djelatne tvari i stabilizaciju suznog filma, uz istodobnu stabilnost formulacije i

ugodnost primjene.

4.1. RAZVOJ PRIMARNIH KATIONSKIH NANOEMULZIJA SASTEARILAMINOM
4.1.1. Primarni probir ulja i neionskih povrsinski aktivnih tvari

Prvi korak u pripravi primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom bio je probir ulja i
povrsinski aktivnih tvari, s ciljem priprave monodisperzne formulacije male veli¢ine kapljica.
U pripravi nanoemulzija koriStena su 4 razli¢ita ulja prikladna za oftalmicku primjenu:
ricinusovo ulje, Miglyol® 812 (trigliceridi srednje duljine lanaca), sezamovo i sojino ulje te 4
razli¢ite neionske povrsinski aktivne tvari: Kolliphor® EL, Pluronic® F68, Tween® 60 i Tween® 80.
Udio ulja iznosio je 5 % (m/m), a povrsinski aktivne tvari koriStene su u rasponu udjela
0,5-5 % (m/m). Neionske povrsinski aktivne tvari najceS¢e su koriStena skupina povrSinski
aktivnih tvari u pripravcima za oftalmicku primjenu zbog manje toksicnosti i iritacijskog
potencijala u odnosu na anionske 1 kationske povrsinski aktivne tvari. Takoder, pH vodenih
otopina neionskih povrSinski aktivnih tvari nalazi se unutar fizioloSkog raspona pH suznog
filma (118). Povrsinski aktivne tvari koriStene u pripravi nanoemulzija spadaju u viSestruko
etoksilirane neionske povrsinski aktivne tvari, a razlikuju se po strukturi, molekulskoj masi,
kritiénoj micelizacijskoj koncentraciji te omjeru hidrofilnih i1 lipofilnih skupina (engl.
hydrophile-lipophile balance), odnosno HLB vrijednosti (118). Tween® 60 (polioksietilen-20-
sorbitanmonostearat) i Tween® 80 (polioksietilen-20-sorbitanmonooleat) su parcijalni esteri
masnih kiselina i polioksietilensorbitana (polisorbati) te su strukturno veoma sli¢ni. Kolliphor®
EL (polioksietilen-35-ricinoleat) je ester polioksietilena i ricinoleinske kiseline, a Pluronic®
F68 je triblok kopolimer polioksietilena 1 polioksipropilena. Molekulska masa koristenih
povrsinski aktivnih tvari dovoljno je velika za stericku stabilizaciju pripravljenih nanoemulzija
(61). Od koristenih povrsinski aktivnih tvari Tween® 60 i Tween® 80 najmanjih su

molekulskih masa (1312 i 1310 g mol™), stoga bi pripravljenim nanoemulzijama mogli osigurati
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najslabiju steri¢ku stabilizaciju. Molekulska masa Kolliphor®-a EL iznosi 2560 g mol?, a
Pluronic®-a F68 ¢ak 7680-9510 g mol™ (118, 119). Ipak, molekulska masa utjede i na kinetiku
adsorpcije povrSinski aktivnih tvari na povrSinu novonastalih uljnih kapljica tijekom priprave
nanoemulzija te se adsorpcija dogada brze kod povrsinski aktivnih tvari manje molekulske
mase, Sto dovodi do nastajanja kapljica manje veli¢ine (40). Kriticna micelizacijska
koncentracija utjece na stvaranje micela koje mogu biti prisutne u vanjskoj fazi nanoemulzije,
Sto utjeCe na raspodjelu djelatne tvari u formulaciji (43), ali i na stabilnost same formulacije jer
micele prisutne u vanjskoj fazi mogu ubrzati rast kapljica mehanizmom Ostwaldovog zrenja
(68). Medu koristenim povrsinski aktivnim tvarima Tween® 80 i Tween® 60 imaju najmanju
kriti¢nu micelizacijsku koncentraciju (0,0014 i 0,0028 %, m/m), dok najveéu ima Pluronic® F68
(0,1 %, m/m) (118, 120), sto znaéi da ¢ée kod nanoemulzija pripravljenih s Pluronic®-om F68
micele u vanjskoj fazi biti prisutne tek pri ve¢im koncentracijama navedene povrsinski aktivne
tvari. HLB vrijednost govori 0 masenom udjelu hidrofilnog, viSestruko etoksiliranog dijela u
strukturi molekule povrSinski aktivne tvari te Sto je taj udio veci, povrSinski aktivna tvar je
topljivija u vodi (118). Smatra se da su za pripravu nanoemulzija U/V tipa najprikladnije
neionske povrsinski aktivne tvari HLB vrijednosti izmedu 8 i 16 (61), poput Tween®-a 60 (HLB
14,9), Tween®-a 80 (HLB 15) i Kolliphor®-a EL (HLB 12-14). Za razliku od njih, Pluronic® F68
ima znacajno veéu HLB vrijednost (HLB 29), §to ga ¢ini izrazito hidrofilnim (118, 119). Ipak,
uspjesna priprava nanoemulzija koriitenjem Pluronic®-a F68 kao povrsinski aktivne tvari
takoder je opisana u literaturi (47, 121, 122). 64 razli¢ite formulacije (u duplikatu) pripravljene
su koristenjem mikrofluidizatora primjenom jednakih procesnih parametara (1000 bara, 10
ciklusa) kako bi se ispitao utjecaj formulacijskih parametara (vrste ulja te vrste i udjela
neionskih povrsinski aktivnih tvari) na veli¢inu kapljica, PDI i zeta-potencijal nanoemulzija, a
rezultati su prikazani u tablici 3. Iz dobivenih rezultata moguce je zakljuciti da je vrsta
koriStenog ulja imala znacajan utjecaj na veli¢inu kapljica nanoemulzija, $to je vjerojatno
posljedica razli¢ite viskoznosti odabranih ulja. Poznato je da je u pripravi nanoemulzija
visokoenergetskim metodama smanjenje veli¢ine kapljica otezano kada se kao uljna faza
koriste jako viskozna ulja (40). Kapljice se tada opiru dijeljenju te se, umjesto toga, primjenom
sile rotiraju oko vlastite osi pa tako nastaju nanoemulzije s kapljicama vecih dimenzija.
Rotacijskim testom pri kontroliranoj brzini smicanja izmjerena je viskoznost ulja koristenih u
pripravi nanoemulzija. KoriStena ulja ponasaju se kao Newtonovi sustavi te njihova viskoznost
ne ovisi 0 primijenjenoj sili, odnosno brzini smicanja. Viskoznost ricinusovog ulja iznosi
704,37 + 14,85 mPas, Miglyol®-a 812 22,91 + 0,05 mPas, sezamovog ulja 55,89 + 0,13 mPas,

a sojinog ulja 54,91 + 0,21 mPas. Sukladno tome, najvece kapljice izmjerene su kod
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nanoemulzija pripravljenih s najviskoznijim ricinusovim uljem, dok su nanoemulzije
pripravljene s Miglyol®-om 812, uljem najmanje viskoznosti, imale najmanje kapljice. Sama
vrsta koriStene povrSinski aktivne tvari nije pokazala znacajan utjecaj na veliCinu kapljica
nanoemulzija, no povecanje udjela pojedine povrSinski aktivne tvari o¢ekivano je uzrokovalo
znacajno smanjenje veli¢ine kapljica. Koristenjem vecih udjela povrSinski aktivne tvari
molekule povrsinski aktivne tvari, tijekom priprave nanoemulzije upotrebom mikrofluidizatora,
prisutne su u vodenoj fazi u suvisku te su dostupne za prekrivanje povrSine i stabilizaciju
novonastalih uljnih kapljica. Taj se proces dogada brze Sto je koncentracija povrSinski aktivne
tvari u vodenoj fazi veca (123, 124). Takoder, poznato je da povrSinski aktivne tvari smanjuju
povrsinsku napetost na granici faza te tako olaksavaju smanjenje veli¢ine kapljica nanoemulzije
(125). S obzirom na to da su u pripravi nanoemulzija koriStene samo neionske povrsinski
aktivne tvari, izmjereni zeta-potencijal svih nanoemulzija bio je blago negativan (tablica 3), §to
je moguce objasniti adsorpcijom hidroksidnih iona iz vodene faze na povrsinu uljnih kapljica
(46) ili orijentacijom slobodnih masnih kiselina iz uljne faze prema povrsini uljnih kapljica
(47). Sljedeci korak bio je uklapanje stearilamina u formulaciju. Za taj je korak odabrana
nanoemulzija s 5 % (m/m) Miglyol®-a 812 i 2,5 % (m/m) Kolliphor®-a EL jer je kod te

formulacije postignuta najmanja veli¢ina kapljica, uz PDI manji od 0,2.
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Tablica 3. Velicina kapljica, indeks polidisperznosti (PDI) i zeta-potencijal nanoemulzija
pripravljenih koriStenjem razli¢itih ulja, razli¢itih neionskih povrsinski aktivnih tvari (PAT) te

razli¢itih udjela neionskih PAT.

Ulje PAT PAT Veli¢ina PDI Zeta-potencijal
(%, kapljica (mV)
m/m) (nm)

Ricinusovo Kolliphor® 0,5 374,8+1,6 0,205+0,051 -11,2+0,5
ulje EL

1 281,0+2,8 0,270+0,038 -8,610,7

2,5 231,1+3,3 0,448+0,119 -7,2+0,4

5 212,527 0,419+0,006 -6,7+0,5

Pluronic® 0,5 407,6+3,6 0,315+0,054 -12,2+0,9
F68

1 340,9+2,2 0,268+0,058 -9,940,9

2,5 258,3+2,5 0,212+0,034 -6,0+0,7

5 223,539 0,268+0,021 -5,0+0,4

Tween® 60 0,5 458,0+2,8 0,100+0,071 -7,510,7

1 380,9+4,2 0,235+0,075 -5,940,1

2,5 275,5£3,0 0,238+0,026 -5,5+0,1

5 227,6+4,2 0,323+0,048 -5,04£0,3

Tween® 80 0,5 448,7+11,4 0,250+0,247 -8,6+0,4

1 367,7+3,0 0,274+0,069 -3,1+0,5

2,5 282,0+£3,7 0,233+0,018 -2,5+0,6

5 238,5+1,7 0,351+0,069 -2,240,2

Miglyol® 812 Kolliphor® 0,5 205,3+2,1 0,089+0,007 -7,0£0,7
EL

1 158,742,5 0,093+0,020 -4,5+0,5

2,5 98,5+0,7 0,160+0,007 -4,310,7
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5 65,1+0,7 0,216+0,002 -2,2+0,5

Pluronic® 0,5 2255+1,4 0,135+0,019 -1,3+0,3

o8 1 190,8+1,8 0,134+0,008 -1,3+0,5

2,5 137,9+0,7 0,143+0,012 -1,9+0,6

5 95,9+0,6 0,171+0,023 -1,3+0,3

Tween® 60 0,5 197,3+2,4 0,115+0,031 -14,1+0,6

1 160,6+1,4 0,144+0,010 -12,3+0,6

2,5 114,715 0,289+0,030 -11,0+0,6

5 79,5+0,7 0,348+0,024 -8,2+0,5

Tween® 80 0,5 196,3+1,1 0,131+0,005 -10,7+0,5

1 154,6+1,3 0,184+0,027 -6,0+0,5

2,5 108,5+0,5 0,286+0,020 -2,2+0,6

5 78,2+0,7 0,361+0,046 -1,4+0,8

Sezamovo ulje Kolliphor® 0,5 247,613,9 0,093+0,039 -2,9+0,6
EL

1 198,5+3,0 0,134+0,016 -2,5+0,4

2,5 132,2+1,9 0,271+0,023 -2,3£0,7

5 92,7+0,8 0,371+0,030 -1,9+0,6

Pluronic® 0,5 257,9+4,5 0,140+0,080 -2,2+0,5
F68

1 231,246 0,114+0,031 -1,9+0,5

2,5 182,227 0,188+0,030 -1,0£0,2

5 146,6+4,3 0,245+0,113 -0,9+0,9

Tween® 60 0,5 243,1+6,1 0,016+0,016 -5,4+0,5

1 205,4+2,7 0,108+0,052 -7,3+0,6

2,5 143,643,9 0,222+0,002 -6,1+0,4
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5 86,8+1,8 0,349+0,034 -6,2+0,6

Tween® 80 0,5 233,8+2,7 0,099+0,032 -3,2+0,5

1 193,5+3,2 0,105+0,008 -2,3+0,5

2,5 138,3+2,4 0,199+0,020 -2,9+0,5

5 93,0+2,1 0,340+0,028 -2,7£0,5

Sojino ulje Kolliphor® 0,5 236,2+3,3 0,148+0,090 -7,1+0,2
EL

1 190,8+3,1 0,097+0,036 -5,2+0,7

2,5 118,4+2 4 0,181+0,019 -4,2+0,8

5 87,8+1,3 0,383+0,011 -3,7+0,3

Pluronic® 0,5 253,746,3 0,124+0,006 -4,4+0,3
F68

1 229,1+6,2 0,121+0,033 -3,4+0,5

2,5 179,9+4,4 0,050+0,040 -2,8+0,5

5 145,442 4 0,212+0,045 -3,61,2

Tween® 60 0,5 238,313,8 0,127+0,022 -6,4+0,4

1 195,6+2,8 0,167+0,003 -5,2+0,3

2,5 115,3+1,3 0,336+0,039 -5,5+0,4

5 83,8+0,9 0,429+0,049 -5,5+0,3

Tween® 80 0,5 245,145,9 0,076+0,055 -9,0+0,3

1 205,9+5,1 0,131+0,021 -4,0+0,6

2,5 149,2+3,8 0,231+0,007 -1,6+0,2

5 99,8+2,4 0,314+0,017 -0,9+0,8

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n = 2)



4.1.2. Fizi¢ko-kemijska svojstva pripravljenih primarnih kationskih nanoemulzija sa

stearilaminom

S ciljem postizanja pozitivnog naboja na povrsini kapljica, bitnog za interakciju nanoemulzije
s povrsinom oka, slijedilo je uklapanje kationskog lipida stearilamina u odabranu formulaciju
(Miglyol® 812 5 % (m/m), Kolliphor® EL 2,5 % (m/m) i pro¢iséena voda do 100 % (m/m)).
Zbog slabe topljivosti stearilamina u Miglyol®-u 812 pri sobnoj temperaturi, uljna i vodena faza
su neposredno prije mijeSanja zagrijane na 70 °C, §to je omogucilo potpuno otapanje
stearilamina u Miglyol®-u 812. Pripravljene su ukupno 4 formulacije (u duplikatu) s rastuéim
udjelima stearilamina (0,01-0,3 %, m/m). Za izotonizaciju formulacija koristen je glicerol (2,5 %,
m/m). Glicerol je molekula neutralnog naboja te je prikladan za izotonizaciju kationskih
nanoemulzija jer nema utjecaj na njihov naboj (126). Takoder, glicerol posjeduje kratkotrajan
osmoprotektivni uéinak (127), koji kod bolesti suhog oka mozZe smanjiti oSteCenje epitelnih
stanica povrSine oka uzrokovano hiperosmotskim stresom. Provedena je detaljna fizicko-

kemijska karakterizacija pripravljenih nanoemulzija, a rezultati su prikazani u tablici 4.

Sve pripravljene nanoemulzije mlije¢no su bijelog izgleda 1 tekuce konzistencije. Veli¢ina
kapljica pripravljenih nanoemulzija manja je od 100 nm (81,0-95,6 nm), a PDI manji ili oko
0,2. Primijecéen je blagi porast veli¢ine kapljica i porast PDI s poveé¢anjem udjela stearilamina.
Porast veli¢ine kapljica s 204 nm (PDI 0,22) na 252 nm (PDI 0,26) primijecen je i nakon
uklapanja stearilamina (2 %, m/V) u nanoemulziju s 10 % (m/V) skvalena i 3 % (m/V) lecitina
1z Zumanjka jajeta pripravljenu ultrasonikacijom, a kao moguce objaSnjenje navodi se porast
viskoznosti nanoemulzije uzrokovan dodatkom stearilamina (128). Poznato je da je kod
povecane viskoznosti uljne faze smanjenje veli¢ine kapljica tijekom priprave nanoemulzija
visokoenergetskim metodama otezano (40), stoga je moguce da je i u sluc¢aju primarnih
kationskih nanoemulzija sa stearilaminom pripravljenih u sklopu ovog doktorskog rada blago
povecanje viskoznosti uljne faze nakon dodatka stearilamina uzrokovalo blago povecanje

veli¢ine kapljica 1 PDI.

Obrat vrijednosti zeta-potencijala iz negativnih u pozitivne ocekivano je nastupio dodatkom
stearilamina u formulaciju. Vrijednosti zeta-potencijala pozitivnije su sto je udio stearilamina
u formulaciji ve¢i te iznose 3,1-25,5 mV. Takvi su rezultati u skladu s rezultatima odredivanja
zeta-potencijala nanoemulzija pripravljenih metodom spontanog emulgiranja, koje su sadrzavale
8 % (m/m) triglicerida srednje duljine lanaca, 2 % (m/m) lecitina, 2,25 % (m/m) glicerola i rastuci

udio stearilamina (0,0005-0,5 %, m/m). Poveéanje udjela stearilamina do 0,05 % (m/m)
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uzrokovalo je porast zeta-potencijala s priblizno -25 na priblizno 50 mV, dok daljnje povecanje
udjela stearilamina nije dovelo do dodatnog povecanja vrijednosti zeta-potencijala zbog
zasi¢enja povrsine kapljica molekulama stearilamina (54). Vece izmjerene vrijednosti zeta-
potencijala pri istom ili slicnom sadrZaju stearilamina kao kod nanoemulzija pripravljenih u
sklopu ovog doktorskog rada mogucée je objasniti razli¢itim sastavom nanoemulzija, ali i
koristenjem vodene otopine NaCl manje koncentracije (1 mM) za razrjedivanje nanoemulzija

prije mjerenja (89).

pH vrijednosti pripravljenih nanoemulzija unutar su raspona prikladnog za oftalmic¢ku primjenu
(6,76-8,69). Primije¢en je porast pH s poveéanjem udjela stearilamina, $to je posljedica
protonacije primarnih amino skupina kationskog lipida (pKa 10,6) (54). Izostavljanjem pufera
iz formulacije puferski kapacitet suza omogucuje brzi povrat pH na fizioloske vrijednosti,

nakon primjene pripravka ¢iji se pH razlikuje od pH suza (78).

Reoloska karakterizacija (slika 9) pokazala je da su pripravljene nanoemulzije Newtonovi
sustavi male viskoznosti (1,32-3,31 mPas), Sto omoguéuje njihovu jednostavnu primjenu u
obliku kapi za oko i to¢nost doziranja. UoCen je blagi porast viskoznosti s povecanjem udjela
stearilamina u formulaciji, §to se opet moze pripisati poveéanju viskoznosti uljne faze

dodatkom stearilamina, koja pridonosi ukupnom povecanju viskoznosti nanoemulzije.

Mjerenja povrsinske napetosti radena su pri 25 °C kako bi dobivene vrijednosti bile usporedive
s literaturnim vrijednostima povrSinske napetosti suznog filma, koje su takoder dobivene
mjerenjem pri 25 °C. Izmjerena povrSinska napetost primarnih kationskih nanoemulzija sa
stearilaminom je 31,3-35,0 mN m™ te je uoéeno smanjenje povrsinske napetosti s porastom
udjela stearilamina u formulaciji. To je ofekivano s obzirom na povrSinski aktivna svojstva
stearilamina. Kako primjena kapi za oko ¢ija je povrsinska napetost manja od 35 mN m™ moze
izazvati osjecaj boli i nelagode (92), moguce je da su nanoemulzije s vise od 0,05 % (m/m)
stearilamina manje prikladne za oftalmic¢ku primjenu. Ipak, kako su kod bolesti suhog oka
izmjerene povecane vrijednosti povrSinske napetosti, koje su povezane sa smanjenom
stabilno$¢u suznog filma (5), donosSenje konkretnih zaklju¢aka moguce je tek nakon klini¢kih

ispitivanja provedenih na dobrovoljcima s dijagnozom bolesti suhog oka.
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Tablica 4. Fizicko-kemijska svojstva (veli¢ina kapljica, indeks polidisperznosti (PDI), zeta-

potencijal, pH, viskoznost i povrSinska napetost) nanoemulzija sa stearilaminom (SA).

SA (%, Veli¢ina PDI Zeta- pH Viskoznost Povrsinska
m/m) kapljica potencijal (mPas) napetost
(nm) (mV) (mNm™)
0 81,2+¢0,4  0,110+0,007 -2,0£0,5 6,76+0,12  1,3240,01 34,5+1,2
0,01 81,0+0,4  0,139+0,017 3,1+0,5 6,82+0,14  1,40+0,02 35,0+0,4
0,05 86,0+0,4  0,228+0,005 13,2+1,2 7,03+0,12  1,71+0,07 34,6+0,4
0,1 89,9+0,5 0,236+0,005 20,3+£1,3 7,78+0,19 3,31+0,32 32,7+0,6
0,3 95,6+2,8 0,251+0,012 25,5+£2,15 8,69+0,31 2,80+0,30 31,3+£1,0

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ standardna devijacija (n = 2)
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Slika 9. Krivulje viskoznosti nanoemulzija s razli¢itim udjelima stearilamina (SA).

4.1.3. Stabilnost primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom

Za pripravljene nanoemulzije ocekuje se dobra stabilnost zbog dvojakog mehanizma
stabilizacije: Kolliphor® EL omoguéuje steri¢ku stabilizaciju sustava, dok dodatak stearilamina

u formulaciju pridonosi elektrostatskoj stabilizaciji sustava povecanjem apsolutne vrijednosti
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zeta-potencijala. Ispitivanja stabilnosti provedena su u realnom vremenu tijekom 5 mjeseci (150
dana) pri 4 °C. U svrhu ispitivanja fizicke stabilnosti nanoemulzija mjerena je veli¢ina kapljica,
PDI i zeta-potencijal, dok je radi pra¢enja kemijske stabilnosti nanoemulzija mjeren pH.
Rezultati stabilnosti prikazani su slikom 10. 150 dana nakon priprave izgled nanoemulzija ostao
je nepromijenjen te nije uoc¢eno vrhnjenje niti razdvajanje faza. Uocen je blagi porast veliine
kapljica (za oko 10 nm), koje su se i dalje nalazile u nanometarskom podrucju (93,0-105,0 nm),
uz blago smanjenje PDI, dok kod zeta-potencijala nisu uo¢ene bitne promjene. Dobiveni
rezultati ukazuju na zadovoljavajucu fizi¢ku stabilnost pripravljenih nanoemulzija. Pra¢enjem
kemijske stabilnosti nanoemulzija tijekom pohrane uocen je blagi pad pH vrijednosti (6,07-
8,45), §to je najvjerojatnije posljedica oslobadanja masnih kiselina iz uljne faze (129). Ipak, pH

vrijednosti nanoemulzija ostale su unutar raspona prikladnog za oftalmicku primjenu.
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Slika 10. a) veli¢ina kapljica i indeks polidisperznosti (PDI), b) zeta-potencijal i ¢) pH primarnih kationskih
nanoemulzija sa stearilaminom (SA) izmjereni na dan priprave (dan 0) te nakon 30 i 150 dana pohrane pri
4 °C. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n = 2). Nanoemulzija bez

stearilamina (0 % SA) prikazana je kao kontrolna formulacija.
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4.1.4. Interakcija primarnih kationskih nanoemulzija s mucinom

Mehanizam produljenog zadrzavanja kationskih nanosustava sa stearilaminom na povrsini oka
ukljucuje elektrostatske interakcije, ali i vodikove veze te hidrofobne interakcije s negativno
nabijenim mucinima (130). Mukoadhezivna svojstva pripravljenih nanoemulzija ispitana su
reoloSkom metodom pri kontroliranoj brzini smicanja, nakon mije$anja s disperzijom mucina
(20 %, m/m) u STF-u. Kod ponovljenih mjerenja uoc¢ena su velika odstupanja u dobivenim
rezultatima (koji nisu prikazani). Izracunate #p za sve formulacije iznosile su oko 100 mPas,
Cak 1 za kontrolnu formulaciju bez stearilamina, Sto ukazuje na to da su formulacije
mukoadhezivne te da uklapanje stearilamina ne utjeCe na njihovu interakciju s mucinom.
Dobiveni rezultati nisu u skladu s o¢ekivanjima, $to je moguée objasniti ¢injenicom da je
koristena reoloska metoda prikladnija za ispitivanje mukoadhezivnosti polimera (106, 109) ili
formulacija koje sadrze polimere (110). 1z tog je razloga mukoadhezivnost primarnih
kationskih nanoemulzija sa stearilaminom ispitana i drugom metodom, koja je prethodno
razvijena za ispitivanje interakcije mukusa i nanocestica za oralnu primjenu S
kondroitinsulfatom i kitozanom (114). Kako bi metoda bila prikladnija za ispitivanje
mukoadhezivnosti nanoemulzija za oftalmi¢ku primjenu, u metodi su napravljene odredene
promjene. Nanoemulzije su pomijesane s disperzijom mucina (1 %, m/m) u STF-u, u omjeru
40:7 (VIV) te je interakcija nanoemulzija i mucina pra¢ena mjerenjem velicine kapljica i zeta-
potencijala tijekom 20 minuta (slika 11). Omjer u kojem su nanoemulzije pomijeSane s
disperzijom mucina odabran je na temelju prosjecnog volumena kapi za oko (40 pL) i
prosje¢nog volumena suznog filma (7 uL) (98, 131). Nakon mijesanja ofekuje se adsorpcija
negativno nabijenih lanaca mucina na povrsinu uljnih kapljica nanoemulzija, $to se ocituje kao
porast u veli¢ini kapljica te kao pomak zeta-potencijala prema negativnijim vrijednostima. Veé
5 minuta nakon mijeSanja nanoemulzija s disperzijom mucina uocen je nagli porast veli¢ine
kapljica do gotovo 300 nm, koji je popracen naglim smanjenjem vrijednosti zeta-potencijala.
Suprotno ocekivanjima, kod nanoemulzije s najveéim udjelom stearilamina (0,3 %, m/m) nije
zapazen porast veli¢ine kapljica niti nakon 20 minuta mijeSanja s disperzijom mucina. Ipak,
kod iste je formulacije uocen nagli pad zeta-potencijala ve¢ nakon 5 minuta. Opisane promjene
veli¢ine kapljica i zeta-potencijala dokaz su interakcije nanoemulzija i mucina. Sukladno
oc¢ekivanjima, mijeSanje kontrolne formulacije bez stearilamina s disperzijom mucina nije
uzrokovalo porast veli¢ine kapljica, kao ni pomak zeta-potencijala prema negativnijim

vrijednostima. Temeljem dobivenih rezultata moguce je oc¢ekivati mukoadhezivni ucinak i
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produljeno zadrzavanje pripravljenih nanoemulzija na povrsini oka in vivo, $to je potrebno

potvrditi dodatnim ispitivanjima.
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Slika 11. a) veli¢ina kapljica i b) zeta-potencijal primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom (SA)
izmjereni prije te 5 i 20 minuta nakon mijesanja s disperzijom mucina (1 %, m/m) u omjeru 40:7 (V/V). Vrijednosti
su prikazane kao srednja vrijednost * standardna devijacija (n = 2). Nanoemulzija bez stearilamina (0 % SA)

koriStena je kao kontrolna formulacija.

77



4.1.5. Ispitivanje biokompatibilnosti primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom

Razvoj sigurnih i uéinkovitih formulacija skup je i dugotrajan proces, a rizik od neuspjeha u
pojedinim fazama razvoja je velik. Prije ispitivanja na zivotinjama provode se preliminarna in
vitro ispitivanja koja se jo$ uvijek najéesc¢e provode na stani¢nim monoslojevima, odnosno na
2D stanicnim modelima. [ako su ti modeli relativno jeftini 1 jednostavni za uzgoj te omogucuju
ispitivanje velikog broja uzoraka u jedinici vremena u kontroliranim uvjetima, oni ne simuliraju
stvarno okruZenje i rast stanica in vivo jer im nedostaju medustani¢ne interakcije koje postoje
unutar slozene 3D arhitekture tkiva. Kako bi se povecala relevantnost rezultata preliminarnih
ispitivanja, nuzan je razvoj robusnih 3D stani¢nih modela jednostavnih za uzgoj, kojima je
moguce pouzdano predvidjeti uéinak ispitivane formulacije, ¢ime bi se poboljsala in vitro — in
vivo korelacija i u konacnici smanjio broj zivotinja u pretklinickim ispitivanjima (132).
Biokompatibilnost primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom ispitana je na 2
stani¢na modela uzgojena koriStenjem HCE-T stani¢ne linije humanog epitela roZnice: na 2D
modelu (monosloju stanica) i na 3D modelu (viSesloju stanica). Rezultati ispitivanja prikazani
su slikom 12. Dok nanoemulzija bez stearilamina nije pokazala toksi¢an u¢inak na 2D modelu,
dodatak stearilamina u formulaciju u koli¢ini ve¢oj od 0,01 % (m/m) uzrokovao je zna¢ajan pad
vijabilnosti 2D modela. Toksi¢nost nanoemulzija sa stearilaminom potvrdena je i na drugim 2D
staniénim modelima (Hep G2 hepatocitima (54), HaCaT keratinocitima koze, 3T3 misjim
fibroblastima i J774 makrofagima (133)), a moguée objaSnjenje je naruSavanje funkcije i
integriteta stanicne membrane zbog interakcije pozitivno nabijenih kapljica nanoemulzija s
negativno nabijenim fosfolipidima stanicne membrane te poticanje apoptoze stanica. Medutim,
ispitivanje toksi¢nosti nanoemulzija s 0,3 % (m/m) stearilamina, namijenjenih za oftalmicku ili
parenteralnu primjenu, provedeno na 3 razliCita Zivotinjska modela pokazalo je da
nanoemulzije ne uzrokuju oStec¢enje povrsine oka kuni¢a nakon uzastopne petodnevne primjene
(8 puta dnevno), da primjena nanoemulzija u obliku intravenskog bolusa ne uzrokuje akutnu
toksi¢nost kod miSeva te da primjena nanoemulzija u obliku intravenske infuzije tijekom 2 sata
ne dovodi do akutne neurotoksi¢nosti kod Stakora (55). S obzirom na kontradiktornost rezultata
dobivenih na spomenutim stani¢nim 1 Zivotinjskim modelima, moguce je zakljuciti da koriSteni
2D stani¢ni modeli, pa tako i 2D HCE-T model koristen u sklopu ovog doktorskog rada,
pokazuju pretjeranu osjetljivost 1 toksi¢nost nakon inkubacije s pozitivno nabijenim
nanoemulzijama sa stearilaminom te da stoga nisu prikladni za predvidanje toksi¢nosti
nanoemulzija in vivo. S druge strane, pripravljene nanoemulzije nisu narusile vijabilnost 3D

modela, koja je ¢ak i nakon izlaganja nanoemulzijama s najve¢im udjelom stearilamina iznosila
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oko 90 %. Glavna znacajka koriStenog 3D modela je stratificirani viSeslojni epitel
karakteristi¢an za epitel roznice, uz slabija barijerna svojstva (TEER ~ 90 Qcm?) u odnosu na
ona in vivo (101). Rezultati biokompatibilnosti primarnih kationskih nanoemulzija sa
stearilaminom dobiveni nakon ispitivanja na 3D modelu u skladu su s prethodnim rezultatima
in vivo (55), $to je moguce objasniti ¢injenicom da koriSteni 3D model bolje oponasa epitel
roznice in vivo, kao i koncentracijski gradijent nutrijenata i tvari u samom epitelu. Koristenjem
prikladnih eksperimentalnih alata moguce je izbje¢i donoSenje pogresnih zakljucaka o

toksicnosti formulacija u najranijim fazama razvoja, Sto je preduvjet za nastavak istrazivanja.
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Slika 12. Vijabilnost (%) 3D (n = 2) i 2D (n = 5) HCE-T modela odredena pomoé¢u MTT testa nakon 30 minuta

inkubacije s nanoemulzijama razrijedenim 10 x (V/V) u HBSS puferu pH 7,4. Vrijednosti su prikazane kao srednja

vrijednost + standardna devijacija. Stanice inkubirane s ¢istim HBSS puferom pH 7,4 koristene su kao kontrola
(vijabilnost = 100 %).

Primarne kationske nanoemulzije sa stearilaminom razvijene u sklopu ovog doktorskog rada
pokazuju veliki potencijal za primjenu u lijecenju bolesti suhog oka zbog prikladnih fizi¢ko-
kemijskih svojstava, malog iritacijskog potencijala te potencijala za produljeno zadrZavanje na
povrsini oka nakon primjene. Takve bi se funkcionalne formulacije mogle Kkoristiti za
nadoknadu i stabilizaciju suznog filma te posljedi¢no smanjenje simptoma bolesti suhog oka ili

kao tehnoloska platforma za uklapanje slabo topljivih djelatnih tvari za lije€enje bolesti suhog

oka.

79



4.2. RAZVOJ SEKUNDARNIH KATIONSKIH NANOEMULZIJA S KITOZANOM

Unatoc€ rastu¢oj ucestalosti u populaciji za lijeCenje bolesti suhog oka jos$ uvijek postoji vrlo
ogranicen broj odobrenih lijekova (15, 41). Kod teskih oblika bolesti najcesce se propisuju kapi
za oko s ciklosporinom A, dok se lijeCenje blagih 1 umjerenih oblika ¢esto svodi na primjenu
umjetnih suza. Nastup djelovanja ciklosporina A je odgoden, a s obzirom na to da se simptomi
bolesti naj¢esce vrac¢aju nakon prestanka primjene, potrebno ga je primjenjivati tijekom duljeg
razdoblja (134). Kratkotrajna topikalna primjena glukokortikoida na samom pocetku primjene
ciklosporina A moze ubrzati smanjenje simptoma bolesti te tako povecati ustrajnost pacijenata
nad primjenom propisane terapije. Takoder, topikalni glukokortikoidi mogu se primjenjivati
kao samostalna terapija kod blazih oblika bolesti suhog oka, kod kojih primjena umjetnih suza
nije dovoljna (15). Ipak, ¢ak i kratkotrajna primjena topikalnih glukokortikoida moze
uzrokovati ozbiljne nuspojave, poput poviSenog ocnog tlaka, katarakte i oportunistickih
infekcija (135). Kako bi se izbjegla mogucnost nastanka takvih nuspojava, umjesto
glukokortikoida mogli bi se primjenjivati topikalni NSAR. Klini¢ko ispitivanja na 52
dobrovoljaca s dijagnozom bolesti suhog oka provedeno je kako bi se ispitalo ima li
istovremena primjena komercijalno dostupnih kapi za oko u obliku otopine s 0,4 % ketorolaka
(Acular LS®, Allergan) u¢inak na podnosljivost pocetne primjene komercijalno dostupnih kapi
za oko s ciklosporinom A (Restasis®) te na smanjenje klini¢kih znakova i simptoma bolesti
(136). Rezultati ispitivanja, koje je trajalo 6 tjedana, pokazali su kako istovremena primjena
ketorolaka smanjuje subjektivne simptome bolesti, $to se nakon dvotjedne primjene pokazalo i
statisti¢ki znacajnim. Osim toga, nakon 6 tjedana kombinirane terapije primijeceno je statisticki
znacajno smanjenje oSte¢enja povrsine oka u odnosu na samostalnu primjenu ciklosporina A te

nisu zabiljezene nuspojave povezane s primjenom ketorolaka.

Kapi za oko s mucinskim sekretogogom rebamipidom u obliku suspenzije (2 %, Mucosta®)
odobrene u Japanu pokazale su se u€inkovitima u otklanjanju klini¢kih znakova 1 subjektivnih
simptoma bolesti suhoga oka (15). Medutim, potreba za ucestalom primjenom (4 puta dnevno)

moze negativno utjecati na adherenciju pacijenata te, posljedi¢no, na ishode lijecenja.

Uklapanje lipofilnih NSAR (poput ibuprofena) i rebamipida u funkcionalne, mukoadhezivne
nanoemulzije s potencijalom za nadoknadu i stabilizaciju narusenog suznog filma moglo bi

predstavljati iskorak u lijecenju bolesti suhog oka.

80



4.2.1. Odabir uljne faze i povrSinski aktivnih tvari

Sekundarne nanoemulzije oblozene suprotno nabijenim polielektrolitom (primjerice
polisaharidima, povrSinski aktivnim tvarima ili proteinima) obi¢no se pripravljaju tako da se u
gotovu primarnu nanoemulziju dodaje suprotno nabijeni polielektrolit koji se djelovanjem
elektrostatskih privla¢nih sila smjeSta na samoj povrsini kapljica, §to dovodi do promjene
naboja kapljica nanoemulzije iz negativhog u pozitivni ili obrnuto (61). Sukladno tome, za
pripravu sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom potrebno je pripraviti primarnu
anionsku nanoemulziju negativnog zeta-potencijala. U ovom doktorskom radu lecitin izoliran
iz sjemena soje (Lipoid S 45) izabran je kao anionska povrSinski aktivna tvar za pripravu
primarnih anionskih nanoemulzija. Pojam lecitin odnosi se na smjesu fosfolipida s primjesama
glikolipida i ulja, pri ¢emu je najzastupljeniji fosfolipid fosfatidilkolin. Fosfolipidi izgraduju
stanicne membrane biljaka 1 Zivotinja, stoga se lecitini smatraju jednim od najsigurnijih
povrSinski aktivnih tvari. Kako je ukupan naboj molekule fosfatidilkolina jednak nuli,
negativan naboj na povrSini uljnih kapljica nanoemulzija s lecitinom potjeée od drugih
negativno nabijenih fosfolipida (primjerice fosfatidilserina, fosfatidilinozitola ili fosfatidne
kiseline) ili od slobodnih masnih kiselina (51). Lecitin kori$ten u ovom doktorskom radu od
fosfolipida sadrzi najmanje 45 % (m/m) fosfatidilkolina, 10-18 % (m/m) fosfatidiletanolamina
te najvise 4 % (m/m) lizofosfatidilkolina. Sva 3 navedena fosfolipida sastavni su dio normalnog
suznog filma (5). Stovise, u suznom filmu oboljelih od suhog oka pronadena je znadajno manja
koncentracija fosfatidiletanolamina, koji se smatra klju¢nim za stabilizaciju lipidnog sloja
suznog filma (137). Negativan naboj odabranog lecitina potjece od slobodnih masnih kiselina,
od kojih je najzastupljenija linolna kiselina. Odabir najprikladnijeg ulja ovisio je, osim o
prikladnosti za oftalmicku primjenu, o topljivosti odabranog lecitina. Od 4 razli¢ita ulja
(ricinusovo ulje, Miglyol® 812, sezamovo i sojino ulje) lecitin je pri sobnoj temperaturi bilo
mogucée otopiti samo u Miglyol®-u 812, stoga je Miglyol® 812 izabran kao ulje za pripravu
nanoemulzija. Poznato je da se stabilnost nanoemulzija s lecitinom moze povecati dodatkom
sekundarne, hidrofilnije povrSinski aktivne tvari koja omogucuje dodatno smanjenje veliine
kapljica, ¢ak i u prisustvu djelatne tvari u formulaciji (138). Nanoemulzije s 10 % (m/m)
triglicerida srednje duljine lanaca kao uljne faze i 2 % (m/m) povrSinski aktivnih tvari,
pripravljene visokotlatnom homogenizacijom (200 bara, 1-6 ciklusa), pokazale su manju
veli¢inu kapljica kada je kao povrSinski aktivna tvar koriStena kombinacija (1:1) lecitina iz
sjemena soje (sadrzi > 95 % fosfatidilkolina) i 2-heksanoillizolecitina (248-158 nm, PDI
0,12-0,04) nego kada je koristen samo lecitin (350-268 nm, PDI 0,15-0,06). Fosfolipid 2-
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heksanoillizolecitin hidrofilniji je od fosfatidilkolina te uklapanjem izmedu molekula
fosfatidilkolina povecava fleksibilnost filma na granici faza, Sto olakSava smanjenje veliine
kapljica nanoemulzije. Stovise, nanoemulzija pripravljena koristenjem kombinacije fosfolipida
ostala je stabilna nakon 3 mjeseca pohrane pri 25 °C, ¢ak i nakon uklapanja indometacina. S
druge strane, nanoemulzija pripravljena samo s lecitinom raspala se nakon mjesec dana
pohrane, a nakon uklapanja indometacina razdvajanje faza dogodilo se nakon samo nekoliko

dana.

Kao sekundarna neionska povrSinski aktivna tvar za pripravu sekundarnih kationskih
nanoemulzija s kitozanom izabran je Kolliphor® EL, na temelju prethodnih rezultata (tablica 3)
koji su pokazali zadovoljavajuca fizicko-kemijska svojstva (mala veli¢ina kapljica i PDI)

nanoemulzija pripravljenih kombinacijom Miglyol®-a 812 i Kolliphor®-a EL.

Kod izbora uljne faze u pripravi nanoemulzija za oftalmicku primjenu vrlo je vazna topljivost
odabrane djelatne tvari, s obzirom na to da udio uljne faze ne bi trebao biti veéi od 5 % (38). U
ovom doktorskom radu dvije djelatne tvari razmatrane su za uklapanje u sekundarne kationske
nanoemulzije s kitozanom: lipofilni predstavnik skupine NSAR ibuprofen i mucinski
sekretogog rebamipid. Ibuprofen je slaba kiselina te se zbog slabe topljivosti u vodi i dobre
permeabilnosti svrstava u skupinu Il biofarmaceutskog sustava klasifikacije djelatnih tvari
(engl. biopharmaceutics classification system, BCS) (139). Topljivost ibuprofena ispitana je pri
sobnoj temperaturi u Miglyol®-u 812 te otopini lecitina u Miglyol®-u 812 (1:50, m/m). U oba
je slucaja topljivost ibuprofena bila dovoljno dobra za nastavak istrazivanja, a iznosi
92,7 + 0,2 mg g* odnosno 101,3 + 3,3 mg g. Rebamipid je slaba kiselina te se kao slabo
topljiva i slabo permeabilna djelatna tvar svrstava u skupinu BCS IV (140). Topljivost
rebamipida pri sobnoj temperaturi najprije je ispitana u Miglyol®-u 812. Kako se rebamipid
pokazao potpuno netopljivim u Miglyol®-u 812, njegova je topljivost ispitana u sezamovom,
sojinom te ricinusovom ulju pri sobnoj temperaturi zbog moguénosti kombinacije Miglyol®-a
812, potrebnog za otapanje lecitina, s uljem koje bi omogucilo otapanje rebamipida. Rezultati
UPLC analize pokazali su da je rebamipid potpuno netopljiv u sezamovom i sojinom ulju, dok
njegova topljivost u ricinusovom ulju iznosi svega 99,2 + 0,8 pg g*. Udio rebamipida u
komercijalno dostupnim kapima za oko u obliku suspenzije (Mucosta®) iznosi 2 %. S obzirom
na topljivost, najveéi udio rebamipida uklopljenog u nanoemulziju s 5 % (m/m) ricinusovog
ulja iznosio bi samo oko 0,0005 % (m/m). Iz tog razloga rebamipid vise nije razmatran za

uklapanje u nanoemulzije.

82



4.2.1.1. Probir udjela lecitina

U svrhu odabira optimalnog udjela lecitina pripravljeno je 5 formulacija (u duplikatu) s 5 % (m/m)
Miglyol®-a 812 i rastué¢im udjelima lecitina (0,1-1 %, m/m) koristenjem mikrofluidizatora, uz
jednake procesne parametre (1000 bara, 10 ciklusa). Pripravljene nanoemulzije mlije¢no su
bijelog izgleda i tekuée konzistencije. Povecanjem udjela lecitina u formulaciji doslo je do
znacajnog smanjenja veli¢ine kapljica, koja se s pocetnih 251,6 nm smanjila na 140,1 nm
(tablica 5). U svim pripravljenim nanoemulzijama PDI je manji od 0,2, no nakon povecanja
udjela lecitina na vise od 0,75 % (m/m) primijecen je porast PDI. Kod svih udjela lecitina
izmjereni zeta-potencijal izrazito je negativan (-40,1 — -48,8 mV). Sli¢ne vrijednosti zeta-
potencijala (-54 — -61 mV) izmjerene su kod nanoemulzija pripravljenih visokotlaénom
homogenizacijom, kod kojih je kao uljna faza koristena smjesa ricinusovog ulja i triglicerida
srednje duljine lanaca (1:1) (10-30 %, m/m), a kao povrSinski aktivna tvar lecitin Lipoid S 75
izoliran iz sjemena soje, koji sadrzi oko 70 % (m/m) fosfatidilkolina (141). Osim lecitina,
negativnom zeta-potencijalu spomenutih nanoemulzija vjerojatno su pridonijele i slobodne
masne Kiseline iz ricinusovog ulja. Kako dodatak lecitina u udjelu ve¢em od 0,1 % (m/m) nije
doveo do znacajnijeg povecanja apsolutnih vrijednosti zeta-potencijala, nanoemulzije
pripravljene s najmanjim udjelom lecitina odabrane su za daljnja ispitivanja, koja su ukljucivala

uvodenje Kolliphor®-a EL u formulaciju.

Tablica 5. Veli¢ina kapljica, PDI i zeta-potencijal nanoemulzija pripravljenih s 5 % (m/m)

Miglyol®-a 812, rastu¢im udjelima lecitina i pro¢is¢éenom vodom do 100 % (m/m).

Lecitin (%, m/m) Veli¢ina kapljica (nm) PDI Zeta-potencijal (mV)
0,1 251,6+1,6 0,100+0,016 -40,1+£1,5
0,25 220,142 4 0,089+0,018 -44.9+1,.3
0,5 184,8+1,2 0,116+0,008 -46,9+1,0
0,75 160,1+1,9 0,112+0,010 -48,9+1,2
1,0 140,1+2,5 0,174+0,048 -48,8+1,2

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n = 2)
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4.2.1.2. Probir udjela Kolliphor®-a EL

Neionske povrsinski aktivne tvari ¢esto se u pripravi nanoemulzija koriste u kombinaciji s
lecitinom jer, osim $to povecavaju fluidnost sloja na granici faza, formulaciji pruzaju dodatnu
steri¢ku stabilizaciju (51). Ukupno 5 formulacija (u duplikatu) s rastu¢im udjelima Kolliphor®-a
EL (0,25-2,5 %, m/m) pripravljeno je koriStenjem mikrofluidizatora (1000 bara, 10 ciklusa), a
njihova je veli¢ina kapljica, PDI i zeta-potencijal prikazana u tablici 6. Ocekivano, dodatak
Kolliphor®-a EL u formulaciju uzrokovao je smanjenje veli¢ine kapljica proporcionalno
njegovom udjelu. Sve pripravljene nanoemulzije su monodisperzne, odnosno njihov je PDI
manji od 0,2 (40). Ipak, primijeéen je blagi porast PDI kod udjela Kolliphor®-a EL veéeg od
1 % (m/m). Dodatak Kolliphor®-a EL utjecao je i na zeta-potencijal pripravljenih nanoemulzija.
Povecéavanjem udjela Kolliphor®-a EL apsolutne vrijednosti zeta-potencijala su se smanjivale,
odnosno priblizavale su se nuli. Moguce objasnjenje je smjeStanje neutralnih molekula
Kolliphor®-a EL na povrsini uljnih kapljica i posljedi¢no smanjenje gustoée negativno
nabijenih sastavnica lecitina na granici faza. Odabir primarne anionske nanoemulzije za daljnja
ispitivanja temeljio se, ne samo na maloj veli¢ini kapljica i PDI, nego i na zeta-potencijalu, koji
je morao biti dovoljno negativan kako bi omogucio oblaganje uljnih kapljica pozitivno
nabijenim molekulama kitozana i pripravu sekundarne kationske nanoemulzije. S ciljem
odabira optimalne primarne anionske nanoemulzije formulacije su pomije$ane s otopinom
kitozana male molekulske mase (1 %, m/m) u omjeru 1:1 (m/m), a kako bi se ispitalo oblaganje
povrsine kapljica molekulama kitozana, formulacijama je izmjeren zeta-potencijal. Jedino je zeta-
potencijal formulacija s 0,25 i 0,5 % (m/m) Kolliphor®-a EL nakon dodatka kitozana bio veéi od
30 mV, dok je kod ostalih formulacija najveca izmjerena vrijednost bila tek oko 17 mV. Kako
je kod formulacije s 0,5 % (m/m) Kolliphor®-a EL izmjerena manja veli¢ina kapljica te nesto
manji PDI, ta je formulacija odabrana kao primarna anionska nanoemulzija za daljnja

ispitivanja.
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Tablica 6. Velic¢ina kapljica, PDI i zeta-potencijal nanoemulzija pripravljenih s 5 % (m/m)
Miglyol®-a 812, 0,1 % (m/m) lecitina, rastu¢im udjelima Kolliphor®-a EL i pro¢iséenom vodom
do 100 % (m/m).

Kolliphor® EL (%, m/m) Veli¢ina kapljica (nm) PDI Zeta-potencijal (mV)
0,25 212,3+3,8 0,112+0,017 -20,7+0,7
0,5 181,1+2,9 0,092+0,026 -15,9+0,4
1,0 138,6+1,8 0,108+0,017 -13,0+0,4
2,0 99,1+1,9 0,176+0,019 -6,2+0,6
2,5 83,6+1,2 0,201+0,018 -3,6+0,3

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ standardna devijacija (n = 2)

4.2.2. Optimizacija procesnih parametara

Uz pazljiv odabir vrste i udjela pomoc¢nih tvari, tijekom razvoja formulacije bitno je ispitati i
utjecaj procesnih parametara na njezina fizicko-kemijska svojstva. Kod priprave nanoemulzija
mikrofluidizacijom ili visokotlaénom homogenizacijom moguce je utjecati na primijenjeni tlak
i broj ciklusa. Sistemati¢énim mijenjanjem tlaka i broja ciklusa moguée je posti¢i Zeljenu
veli¢inu kapljica i PDI nanoemulzije uz najmanji moguc¢i utro$ak energije, stoga je nakon
odabira formulacijskih parametara (vrste i udjela ulja i povrSinski aktivnih tvari) slijedila
optimizacija procesnih parametara na odabranoj formulaciji (Miglyol® 812 5 % (m/m), lecitin
0,1 % (m/m), Kolliphor® EL 0,5 % (m/m) i proiséena voda do 100 % (m/m)). Kako je princip
rada mikrofluidizatora vrlo sli¢an principu rada visokotlaénog homogenizatora, ispitana je i
mogucénost priprave navedene formulacije na visokotlaénom homogenizatoru primjenom tlaka
1 broja ciklusa prethodno optimiziranih na mikrofluidizatoru. Moguénost prijenosa procesa
priprave formulacije na drugi tip uredaja pruza veliku fleksibilnost, §to moze biti klju¢no u
slu¢aju nedostupnosti odredenog tipa uredaja, a moze biti od velikog znacaja i u industrijskoj
pripravi nanoemulzija. Optimizacija procesnih parametara mikrofluidizatora provedena je
postupnim povecavanjem tlaka (400-1300 bara) i broja ciklusa (1-15). Za svaku kombinaciju
tlaka i broja ciklusa izmjerena je veli¢ina kapljica, PDI i zeta-potencijal pripravljene
nanoemulzije. Rezultati su graficki prikazani slikom 13. Postupnim poveéanjem tlaka s 400 na

1000 bara doslo je do smanjenja veli¢ine kapljica i PDI, dok je zeta-potencijal ostao gotovo

85



nepromijenjen. Sli¢ni rezultati dobiveni su i kod nanoemulzije pripravljene na mikrofluidizatoru
s 9,8 % (m/m) oktadekana i 0,2 % (m/m) metillinolata kao uljne faze te 4 % (m/m) natrijevog
laurilsulfata kao povrSinske aktivne tvari (123). Postupnim povecanjem tlaka s priblizno 100
na 1400 bara te broja ciklusa s 1 na 5 doslo je do smanjenja veli¢ine kapljica s oko 400 na oko
60 nm, a smanjila se i raspodjela veli¢ina kapljica navedene nanoemulzije. Ipak, u ovom
doktorskom radu nije uoceno daljnje smanjenje veli¢ine kapljica i PDI kada je tlak povecan s
1000 na 1300 bara, stoga je kao optimalni tlak izabran tlak od 1000 bara. Pri odabranom je
tlaku lako uocljivo smanjenje veli¢ine kapljica 1 PDI kada je broj ciklusa povecan s 1 na 3, dok
daljnje povecanje broja ciklusa nije imalo velik utjecaj na navedene parametre. lako se
povecanjem broja ciklusa s 3 na 5 veli¢ina kapljica smanjila za samo 3,6 nm, sve su sljedece
nanoemulzije pripravljene pri 1000 bara i 5 ciklusa kako bi se osigurala optimalna obrada

formulacija, odnosno kako bi se postiglo najve¢e moguée smanjenje veli¢ine kapljica i PDI.
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Slika 13. a) veli¢ina kapljica, b) PDI i ¢) zeta-potencijal nanoemulzija (Miglyol® 812 5 % (m/m), lecitin 0,1 % (m/m),
Kolliphor® EL 0,5 % (m/m), proc¢i§éena voda do 100 % (m/m)) pripravljenih na mikrofluidizatoru primjenom

razli¢itih tlakova (400-1300 bara) i broja ciklusa (1-15) s ciljem optimizacije procesnih parametara. Vrijednosti su
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Slikom 14 graficki je prikazana usporedba veliCine kapljica, PDI 1 zeta-potencijala
nanoemulzija istog sastava pripravljenih na mikrofluidizatoru i visokotlacnom homogenizatoru
pri 1000 bara i 5 ciklusa. Na temelju dobivenih rezultata moguce je zakljuciti da nema bitne
razlike u veli¢ini kapljica, PDI i zeta-potencijalu pripravljenih nanoemulzija, $to znaci da je

pripravu nanoemulzije moguce provesti i na drugom tipu uredaja slicnog principa rada.
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Slika 14. Usporedba a) veli¢ine kapljica, b) PDI i ¢) zeta-potencijala nanoemulzija istog sastava (Miglyol® 812
5 % (m/m), lecitin 0,1 % (m/m), Kolliphor® EL 0,5 % (m/m), pro¢iséena voda do 100 % (m/m)) pripravljenih uz
jednake procesne parametre (1000 bara, 5 ciklusa) na mikrofluidizatoru (MF) i visokotlaénom homogenizatoru

(VTH). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n = 2).
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4.2.3. Priprava sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom

Uobicajeni postupak priprave sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom provodi se
dodatkom otopine kitozana u gotovu primarnu anionsku nanoemulziju (61). Time se uvodi
dodatan korak koji povecava slozenost postupka priprave te mogucénost pogreske i
kontaminacije, Sto smanjuje prikladnost postupka za uvecanje na industrijsko mjerilo.
Sekundarne kationske nanoemulzije s kitozanom, s uklopljenim indometacinom (0,05 %, m/V)
namijenjene za oftalmi¢ku primjenu pripravljene su uobicajenim postupkom (142). U gotovu
primarnu anionsku nanoemulziju s 10 % (m/V) ricinusovog ulja, 8 % (m/V) Tween®-a 80,
4,4 % (m/V) glicerola i 0,1 % (m/V) natrijevog acetata, pripravljenu visokotlatnom
homogenizacijom, dodana je otopina kitozana (1,5 %, m/m) u omjeru 1:1 (V/V). Dobivena je
formulacija veli¢ine kapljica 117,6 nm i zeta-potencijala 27,7 mV. Sekundarne kationske
nanoemulzije s kitozanom s uklopljenim kurkuminom pripravljene su dodatkom 1 %-tne (m/m)
otopine oligokitozana (3 kDa, stupanj deacetilacije 90 %) te kitozana srednje (30 kDa, stupanj
deacetilacije 89 %) ili velike (190-310 kDa, stupanj dacetilacije 85 %) molekulske mase u
omjeru 1:1 (V/V) u gotovu anionsku nanoemulziju (veli¢ina kapljica 113,93 nm, PDI 0,23, zeta-
potencijal -36,23 mV) s 10 % (m/m) triglicerida srednje duljine lanaca, 6 % (m/m) lecitina iz
sjemena soje i 4 % (m/m) Tween®-a 80, pripravljenu ultrasonikacijom (143). Radi smanjenja
veli¢ine kapljica i razbijanja nastalih aglomerata nanoemulzije su nakon dodatka kitozana
ponovno podvrgnute ultrasonikaciji. Kona¢ne formulacije imale su veli¢inu kapljica 97,65,
103,571125,83 nm, PDI 0,2, 0,29 i 0,3 te zeta-potencijal 4,32, 39,94 i 33,4 mV. S druge strane,
sekundarna kationska nanoemulzija s kitozanom male molekulske mase, s uklopljenim
timololmaleatom (0,043 %, m/m) namijenjena za lijeenje glaukoma pripravljena je tako da je
otopina kitozana dodana u vodenu fazu prije mijesanja uljne i vodene faze te obrade formulacije
na visokotlacnom homogenizatoru (144). Nanoemulzija kona¢nog sastava: kitozan 0,5 % (m/m),
izopropilmiristat 5 % (m/m), lecitin Lipoid E 80 1 % (m/m), Tween® 80 1,5 % (m/m), EDTA
0,1 % (m/m), BAK 0,02 % (m/m), glicerol 2,5 % (m/m) i proc¢is¢ena voda do 100 % (m/m) imala
je veli¢inu kapljica 73,5 nm 1 zeta-potencijal 18,25 mV. Na isti nacin pripravljena je i
sekundarna kationska nanoemulzija s 0,5 % (m/m) kitozana (410 kDa, stupanj deacetilacije 92 %),
smjesom ricinusovog ulja i triglicerida srednje duljine lanaca (1:1) koja je tvorila uljnu fazu (u
radu nije naveden udio uljne faze) i 2,5 % (m/m) Pluronic®-a F68, namijenjena za oftalmicku
ili parenteralnu primjenu (47). Veli¢ina kapljica navedene nanoemulzije iznosila je 124,1 nm,
a zeta-potencijal 22,8 mV. S obzirom na dosadasnje rezultate, u sklopu ovog doktorskog rada

ispitan je utjecaj molekulske mase i udjela kitozana te metode priprave na konac¢na svojstva
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nanoemulzija. U gotovu anionsku nanoemulziju najprije su dodane razlicite koli¢ine otopine
kitozana (1 %, m/m) male ili srednje molekulske mase. Dodatkom razli¢itih koli¢ina otopine
kitozana u formulaciju doslo je do razli¢itog smanjenja udjela ulja i povrSinski aktivnih tvari.
Udio ulja i povrsinski aktivnih tvari je, stoga, prilagoden na 2,5 % (m/m) Miglyol®-a 812,
0,05 % (m/m) lecitina i 0,25 % (m/m) Kolliphor®-a EL dodatkom pro¢is¢ene vode (ako je bilo
potrebno) kako bi se u svim formulacijama osigurala jednaka ukupna povrsina uljnih kapljica
raspoloziva za oblaganje kitozanom. Konac¢ni udio kitozana (male i srednje molekulske mase)
iznosio je 0,05-0,5 % (m/m) te su tako pripravljenim nanoemulzijama izmjereni veli¢ina
kapljica, PDI i zeta-potencijal (tablica 7). Obrat zeta-potencijala iz negativnog u pozitivni dokaz
je elektrostatski posredovane interakcije negativno nabijenih kapljica i pozitivno nabijenih
molekula kitozana te smjeStanja molekula kitozana na povrSinu kapljica. Nanoemulzije
pripravljene dodatkom kitozana male molekulske mase manje su veli¢ine kapljica i PDI od
nanoemulzija pripravljenih dodatkom kitozana srednje molekulske mase. Navedena su
zapazanja u skladu s rezultatima dobivenim nakon priprave spomenutih nanoemulzija s
kurkuminom, kod kojih je dodatak kitozana rastu¢e molekulske mase (3 — 190-310 kDa) doveo
do porasta veli¢ine kapljica s 97,65 na 125,83 nm (143). Porast veli¢ine kapljica moguce je
objasniti nastajanjem debljeg sloja kitozana oko kapljica dodatkom kitozana vece molekulske
mase. Molekulska masa kitozana nije pokazala bitan utjecaj na zeta-potencijal pripravljenih
nanoemulzija. lako je kod spomenutih nanoemulzija s kurkuminom zeta-potencijal bio
znacajno manji nakon dodatka oligokitozana (3 kDa) nego nakon dodatka kitozana srednje
(30 kDa) odnosno velike (190-310 kDa) molekulske mase u formulaciju, taj se rezultat pripisuje
boljoj interakciji pozitivno nabijenih skupina oligokitozana s negativno nabijenom povr$inom
uljnih kapljica 1 posljediénom smanjenju broja slobodnih pozitivno nabijenih skupina
oligokitozana na povrsini kapljica. S druge strane, sli¢ne vrijednosti zeta-potencijala (39,94 i
33,4 mV) nanoemulzija s kurkuminom postignute su nakon dodatka jednake koli¢ine kitozana
srednje i velike molekulske mase, gotovo podjednakog stupnja deacetilacije. U drugom
istrazivanju, u kojem je ispitan utjecaj molekulske mase kitozana na zeta-potencijal sekundarnih
kationskih nanoemulzija, nakon dodatka otopine kitozana molekulske mase 120 + 70 odnosno
200 £ 110 kDa (stupanj deacetilacije 75-85 %) u primarnu anionsku nanoemulziju s uljem
kukuruza i natrijevim laurilsulfatom (zeta-potencijal oko -50 mV), pri ¢emu je konac¢ni udio
kitozana u formulacijama iznosio 0,05-1 % (m/m), zeta-potencijal pripravljenih nanoemulzija
iznosio je oko 50 mV, bez obzira na molekulsku masu i udio kitozana (145). Kitozani gotovo
istih molekulskih masa i istog stupnja deacetilacije koriSteni su za pripravu sekundarnih

kationskih nanoemulzija u okviru ovog doktorskog rada, §to mozZe objasniti podudaranje
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dobivenih rezultata. Postizanje vecih vrijednosti zeta-potencijala u spomenutom istrazivanju
(145) vec¢ pri manjim udjelima kitozana vjerojatno je posljedica negativnijeg zeta-potencijala
primarne anionske nanoemulzije s natrijevim laurilsulfatom te brzeg zasi¢enja povrsine kapljica

molekulama kitozana.

Tablica 7. Veli¢ina kapljica, PDI i zeta-potencijal nanoemulzija pripravljenih s 2,5 % (m/m)
Miglyol®-a 812, 0,05 % (m/m) lecitina, 0,25 % (m/m) Kolliphor®-a EL, rastuéim udjelima

kitozana male (MM) i srednje molekulske mase (SMy) i pro¢is¢enom vodom do 100 % (m/m).

MM SM¢
Kitozan Veli¢ina PDI Zeta- Veli¢ina PDI Zeta-
(%, kapljica potencijal kapljica potencijal
m/m) (nm) (mV) (nm) (mV)
0,05 199,6+1,6 0,072+0,002  29,2+0,2 255,9+447  0,240+0,066  31,8+1,3
0,1 199,3+4,5 0,138+0,052  32,7+0,1 282,6+9,6 0,305+0,003  35,3+1,0
0,2 279,0£28,4 0,288+0,001  37,4+0,0 418,7+139,3 0,652+0,039  38,9+1,6
0,3 360,9+14,7 0,489+0,013  40,3+0,9 583,7£36,1* 0,841+0,023 41,4124
0,4 390,1+27,4 0,504+0,014  39,0+0,5 626,8+74,3* 0,853+0,065 42,2+2,2
0,5 325,7£15,0 0,535+0,070  42,7+1,6 749,427, 7% 0,791+0,175  44,0+2,0

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost £ standardna devijacija (n = 2)
*Zbog PDI > 0,7 moguce je da rezultati ne predstavljaju stvarnu srednju vrijednost

Za daljnja ispitivanja izabrane su formulacije s manjim (0,05 %, m/m) i ve¢im (0,3 %, m/m)
udjelom kitozana male molekulske mase te je ispitan utjecaj metode priprave na njihova
konacna svojstva. Formulacije istog sastava pripravljene su dodatkom kitozana u vodenu fazu
na samom pocetku priprave, prije mijeSanja uljne i vodene faze te obrade na visokoturaznoj
mijeSalici 1 mikrofluidizatoru. U tablici 8 prikazana je usporedba veliCina kapljica, PDI 1 zeta-
potencijala sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom pripravljenih dvjema razli¢itim
metodama. Dodatkom kitozana u vodenu fazu na samom pocetku priprave dobivena je manja
veli¢ina kapljica, PDI i zeta-potencijal nanoemulzija nego kada su one pripravljene dodatkom
kitozana u gotovu anionsku nanoemulziju. Mogu¢i razlog je umetanje molekula kitozana

izmedu molekula povrSinski aktivnih tvari na povrSini uljnih kapljica tijekom nastajanja
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nanoemulzije te stvaranje mijeSanog sloja na granici faza ¢iji je ukupni naboj pozitivan (47).
Kako je kitozan polimer prirodnog porijekla, u komercijalno dostupnim kitozanima prisutni su
polimeri razli¢itih molekulskih masa, stoga se za odredeni kitozan ne navodi to¢no odredena
molekulska masa, ve¢ njihov raspon (146). 1z tog je razloga PDI nanoemulzija pripravljenih s
ve¢im udjelima kitozana ocekivano veéi. Zbog manje veli¢ine kapljica i PDI te jo§ uvijek
dovoljno pozitivnog zeta-potencijala, sekundarne kationske nanoemulzije s 0,05 (NC1) i
0,3 (NC2) % (m/m) kitozana male molekulske mase pripravljene dodatkom kitozana u vodenu

fazu na samom pocetku priprave izabrane su za nastavak istrazivanja.

Tablica 8. Veli¢ina kapljica, PDI i zeta-potencijal nanoemulzija (Miglyol® 812 2,5 % (m/m),
lecitin 0,05 % (m/m), Kolliphor® EL 0,25 % (m/m), prociséena voda do 100 % (m/m)) s 0,05 il

0,3 % (m/m) kitozana male molekulske mase pripravljenih dvjema razli¢itim metodama.

Kitozan dodan na kraju priprave Kitozan dodan na pocetku priprave
Kitozan Veli¢ina PDI Zeta- Velicina PDI Zeta-
(%, m/m) kapljica potencijal kapljica potencijal
(mV) (mV)
0,05 199,6+1,6 0,072+0,002  29,2+0,2 179,3+2,3 0,061+0,015  18,7£1,9
0,3 360,9+14,7 0,489+0,013  40,3%0,9 179,3+7,6 0,169+0,011  30,0£1,5

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n = 2)

4.2.4. Morfoloska karakterizacija sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom

Iako je dinamicko rasprSivanje svjetlosti najéeSée koriStena tehnika za analizu raspodjele
veli¢ina kapljica nanoemulzija, ona ne pruza potpuni uvid u unutarnju strukturu nanoemulzija
te katkad ne omogucuje detekciju manje populacije vecih kapljica ili nakupina kapljica.
Takoder, kod analize prosjecne veliCine kapljica dinamickim rasprSivanjem svjetlosti
pretpostavlja se da su kapljice savrSeno sferi¢nog oblika, $to nije uvijek to¢no te moze dovesti
do netocnih rezultata (87). Za preciznu vizualizaciju unutarnje strukture te oblika i veli¢ine
kapljica nanoemulzija uspje$no se koriste mikroskopske tehnike, poput AFM (147, 148).
Morfoloska analiza sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom provedena je AFM
metodom kako bi se potvrdili rezultati dobiveni dinami¢kim rasprSivanjem svjetlosti.

Reprezentativni rezultati morfoloske analize formulacije NC2 prikazani slikom 15 pokazuju
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sferi¢ne kapljice, ¢ija se veli¢ina podudara s rezultatima dobivenim dinamickim rasprsivanjem

svjetlosti.
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Slika 15. Rezultati analize formulacije NC2 (Miglyol® 812 2,5 % (m/m), lecitin 0,05 % (m/m), Kolliphor® EL
0,25 % (m/m), kitozan male molekulske mase 0,3 % (m/m), procis¢ena voda do 100 % (m/m)) dobiveni metodom
mikroskopije atomskih sila: a) 2D topografija (5 x 5 um pretrazna povrsina), b) 3D topografija (5 x 5 um pretrazna
povrsina), ¢) i d) profili dviju reprezentativnih kapljica oznacenih na topografiji a).

4.2.5. Stabilnost sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom

Koristenje dviju razli¢itih povrsinski aktivnih tvari (lecitina i Kolliphor®-a EL) u pripravi
formulacija NC1 1 NC2 omogucilo je nastajanje fleksibilnog sloja na granici faza pojacanih
steriCkih stabiliziraju¢ih svojstava. Dodatak kitozana omogucio je porast apsolutne vrijednosti
zeta-potencijala, Sto je pridonijelo elektrostatskoj stabilizaciji sustava, a poznato je i da
oblaganje povrsine kapljica nanoemulzija kitozanom moze usporiti njihov rast difuzijskim
procesom Ostwaldovog zrenja (60). S druge strane, dodatak kitozana u premalom ili

prevelikom udjelu moze narusiti stabilnost nanoemulzija i potaknuti flokulaciju kapljica
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mehanizmom premosc¢ivanja (engl. bridging flocculation) ili iscrpljivanja (engl. depletion
flocculation) (59, 60). Stabilnost formulacija NC1 i NC2 te kontrolne formulacije bez kitozana
(N) ispitana je pohranom 30 dana pri 4 i 25 °C te stres testovima, nakon ¢ega su nanoemulzije
vizualno pregledane te im je izmjerena veli¢ina kapljica, PDI i zeta-potencijal. Nakon 30 dana
pohrane izgled nanoemulzija ostao je nepromijenjen, odnosno nije doslo do vrhnjenja ni
razdvajanja faza. Primijecen je pad PDI kod sve 3 formulacije, dok se zeta-potencijal nije bitno
promijenio, osim kod formulacije NC2 pohranjene pri 25 °C, kod koje je doslo do blagog
porasta zeta-potencijala (slika 16). Kod formulacija NC1 i N nije uocen bitan porast veli¢ine
kapljica nakon pohrane, dok je kod formulacije NC2 veli¢ina kapljica porasla na oko 315 nm
nakon 30 dana pohrane pri 25 °C.

Otpornost nanoemulzija na promjene u temperaturi tijekom pohrane ispitana je stres testovima
koji su ukljucivali cikluse zagrijavanja i hladenja te cikluse zamrzavanja i odmrzavanja, pri
¢emu su nakon svakog ciklusa nanoemulzijama izmjereni veli¢ina kapljica, PDI i1 zeta-
potencijal (slika 17). Iako su nakon svih 6 ciklusa zagrijavanja i hladenja nanoemulzije ostale
vizualno nepromijenjene, kod formulacije NC2 uocen je porast veli¢ine kapljica (oko 1,6 x),
uz odstupanja od pocetnog PDI tijekom ciklusa. Formulacije NC1 i N nisu pokazale bitne
promjene u veli¢ini kapljica i PDI, a zeta-potencijal je ostao relativno nepromijenjen kod sve 3
formulacije. Nakon 3 ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja izgled, veli¢ina kapljica i zeta-
potencijal nisu se zna¢ajno promijenili kod niti jedne formulacije, dok je kod formulacije NC2
primijecen porast PDI. Formulacije su u konacnici centrifugirane 30 minuta pri 9000 x g kako bi
se ispitala njihova kineticka stabilnost, odnosno otpornost na vrhnjenje, talozenje ili bilo koji
drugi nacin razdvajanja faza. Vizualnim pregledom nanoemulzija nakon centrifugiranja
primijeceno je reverzibilno vrhnjenje te su nakon samo blagog potresanja sve 3 formulacije
poprimile homogen mlijeno bijeli izgled, kakav su imale 1 prije centrifugiranja. Kineticka
stabilnost formulacija potvrdena je i mjerenjima veli¢ine kapljica, PDI i zeta-potencijala.
Uzimaju¢i u obzir sve provedene testove, formulacija NC1 pokazala se stabilnijom od
formulacije NC2. Ipak, kako se fizicko-kemijska svojstva formulacije NC2 nakon 30 dana
pohrane pri 4 °C nisu bitno promijenila te kako je ista formulacija takoder pokazala izuzetnu

kinetic¢ku stabilnost, obje su formulacije ukljucene u daljnja ispitivanja.
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Slika 16. a) veli¢ina kapljica, b) PDI i c) zeta-potencijal nanoemulzija N (bez kitozana), NC1 (0,05 %, m/m
kitozana) i NC2 (0,3 %, m/m kitozana) izmjereni na dan priprave (dan 0) te nakon 30 dana pohrane pri 4 °C (dan

30 (4 °C)) odnosno 25 °C (dan 30 (25 °C)). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija
(n = 2-3).
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Slika 17. Veligina kapljica, PDI i zeta-potencijal nanoemulzija N (bez kitozana), NC1 (0,05 %, m/m kitozana) i NC2 (0,3 %, m/m kitozana) na dan priprave te nakon provedenih
stres testova (a) ciklusi zagrijavanja i hladenja, b) centrifugiranje (PC = prije centrifugiranja, NC = nakon centrifugiranja), ¢) ciklusi zamrzavanja i odmrzavanja). Vrijednosti
su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n = 2-3)

97



4.2.6. Uklapanje ibuprofena u sekundarne kationske nanoemulzije s kitozanom

U oftalmic¢kim formulacijama udio ibuprofena iznosi 0,1-0,2 % (149-151). Ibuprofen je, stoga,
uklopljen u formulacije NC1, NC2 te kontrolnu formulaciju N u udjelu 0,2 % (m/m), tako da je
otopljen u uljnoj fazi pri sobnoj temperaturi neposredno prije mijeSanja uljne i vodene faze.
Osmolarnost formulacija prilagodena je primijeni na oko dodatkom glicerola (2,5 %, m/m) u
vodenu fazu, koji je, kao i kod primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom, izabran
zbog neutralnog naboja i kratkotrajnog osmoprotektivnog ucinka (17, 127). Konacni sastav
pripravljenih nanoemulzija prikazan je u tablici 9. Tako pripravljenim nanoemulzijam odredena
je ucinkovitost uklapanja ibuprofena te velic¢ina kapljica, PDI, zeta-potencijal, pH, povrSinska
napetost i viskoznost (tablica 10). Veli¢ina kapljica, PDI, zeta-potencijal, pH, povrSinska

napetost i viskoznost izmjereni su i nanoemulzijama bez uklopljene djelatne tvari.

Tablica 9. Konacni sastav pripravljenih nanoemulzija.

Formulacija Ibuprofen Kitozan Miglyol® Lecitin  Kolliphor® Glicerol Voda

(%, m/m) (%, m/m) 812 (%, m/m) EL (%, m/m) (%,

[0) [0)
(%, m/m) (%, m/m) m/m)
N - - 2,5 0,05 0,25 2,5 94,7
IN 0,2 - 2,5 0,05 0,25 2,5 94,5
NC1 - 0,05 2,5 0,05 0,25 2,5 94,65
INC1 0,2 0,05 2,5 0,05 0,25 2,5 94,45
NC2 - 0,3 2,5 0,05 0,25 2,5 94,4
INC2 0,2 0,3 2,5 0,05 0,25 2,5 94,2

Uklapanje djelatne tvari moZe zna¢ajno utjecati na fizicko-kemijska svojstva formulacije zbog
slozenosti interakcija djelatne tvari s razli¢itim fazama nanoemulzije (51). Nakon uklapanja
ibuprofena veli¢ina kapljica i PDI pripravljenih nanoemulzija ostali su relativno
nepromijenjeni. lpak, uklapanje ibuprofena uzrokovalo je porast zeta-potencijala kod

formulacija s kitozanom.
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Ucinkovitost uklapanja ibuprofena kod svih je formulacija ve¢a od 98 %. Ovako velika
ucinkovitost uklapanja oCekivana je s obzirom na lipofilni karakter i dobru topljivost ibuprofena

u odabranoj uljnoj fazi.

Izmjereni pH svih formulacija s kitozanom priblizno je 4,4. Uzrok tome je priprava vodene
otopine kitozana uz neizbjezan dodatak octene kiseline radi osiguranja topljivosti kitozana. Oko
moze tolerirati pripravke Sirokog raspona pH, posebice kada pripravci nisu puferirani jer se
tada, zahvaljuju¢i puferskom kapacitetu suza, pH vrijednost suznog filma brzo vraca na svoje
fizioloske vrijednosti (17, 66, 78). Primjena oftalmickog pripravka niskog pH nece nuzno
uzrokovati osjecaj peckanja 1 nelagode ako se pH suznog filma moze dovoljno brzo vratiti na
svoje fizioloske vrijednosti (78, 152). Ispitivanje na 6 zdravih dobrovoljaca pokazalo je da je
neposredno nakon primjene 20 pL fosfatno puferirane otopine soli (0,067 M) pH 5,5 na oko
izmjerena pH vrijednost suznog filma iznosila 6,0-6,5, a samo 1 minutu nakon primjene 7 te se
u sljedec¢ih 1-1,5 minuta vratila na fizioloske vrijednosti (153). Podaci o puferskom kapacitetu
suza oboljelih od suhog oka nedostaju, no primijeéen je pomak pH suznog filma prema visim
vrijednostima (154, 155). lako je kod bolesti suhog oka volumen suznog filma najcesce
smanjen, pomak pH suznog filma prema luznatijim vrijednostima mogao bi djelovati kao
kompenzacijski mehanizam koji bi omogucio povrat pH suznog filma na fizioloSke vrijednosti
nakon primjene pripravka nizeg pH, poput sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom

pripravljenih u sklopu ovog doktorskog rada.

PovrSinska napetost utjece na Sirenje formulacije i mocenje povrsine oka te kapilarnu drenazu
formulacije kroz nazolakrimalni kanal, Sto posljedi¢no utjeCe na vrijeme zadrZavanja
formulacije na mjestu primjene (85). Mjerenja povrsinske napetosti radena su pri 25 °C kako
bi dobivene vrijednosti bile usporedive s literaturnim vrijednostima povrSinske napetosti
suznog filma, koje su takoder dobivene mjerenjem pri 25 °C. Rezultati prikazani u tablici 10
pokazuju da dodatak kitozana u formulaciju uzrokuje smanjenje povrSinske napetosti, $to se
moze pripisati povrSinski aktivnim svojstvima kitozana, koji se 1 sam moze koristiti za
stabilizaciju emulzija tipa U/V (156). Uklapanje ibuprofena dodatno smanjuje povrSinsku
napetost formulacija. PovrSinski aktivna svojstva ibuprofena takoder su poznata (157, 158) te
su, kao 1 kod kitozana, najvjerojatnije odgovorna za smanjenje povrSinske napetosti
pripravljenih formulacija. Povrsinska napetost oftalmickih formulacija ne bi trebala biti manja
od 35 mN m jer tada njihova primjena moZe izazvati osjecaj boli i nelagode (92). Povrsinska
napetost formulacije INC2 na samoj je granici prihvatljivosti (34,5 + 0,2 mN m™). Ipak, s

obzirom na to da su kod bolesti suhog oka izmjerene povecane vrijednosti povrsinske napetosti
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suznog filma (5), potrebna su dodatna ispitivanja kojima bi se utvrdilo izaziva li doista primjena

formulacije INC2 bolne i neugodne osjec¢aje na oku.

Reoloska ispitivanja pokazala su da se pripravljene nanoemulzije ponaSaju kao Newtonovi
sustavi (slika 18) te da dodatak kitozana povecava viskoznost formulacija. Viskoznost
pripravljenih nanoemulzija (1,1-4,1 mPas) je unutar fizioloSkog raspona viskoznosti suznog
filma (1-9 mPas), $to ih ¢ini prikladnima za primjenu na oko. Osim toga, mala viskoznost
formulacija omogucuje vecu to¢nost doziranja kada se primjenjuju na oko pomocu bocice s

ugradenom kapaljkom.

Osmolarnost pripravljenih nanoemulzija je unutar fizioloskog raspona osmolarnosti suznog
filma (270-315 mOsm kg?) (5). Kratkotrajan osmoprotektivni u¢inak glicerola, koristenog za
izotonizaciju formulacija, mogao bi imati povoljan uc¢inak na epitelne stanice roZnice i spojnice

oka §tite¢i ih od hiperosmotskog stresa kod bolesti suhog oka (15, 127).
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Tablica 10. Veli¢ina kapljica, PDI, zeta-potencijal, ucinkovitost uklapanja ibuprofena, pH, viskoznost, osmolarnost i povrSinska napetost

pripravljenih nanoemulzija bez kitozana (IN), s 0,05 % (m/m) kitozana (INC1) i s 0,3 % (m/m) kitozana (INC2).

Formulacija Veli¢ina PDI Zeta-potencijal U¢inkovitost pH Viskoznost Osmolarnost (mOsm Povrsinska

kapljica (mV) uklapanja (mPas) kg?) napetost

(nm) (%) (mN m™)

IN 172,5+0,4 0,116+0,017 -15,640,2 98,24+0,10 4,42+0,04 1,140 271,0£18,5 38,9+0,7
(177,8+1,1) (0,12740,013) (-18,2+3,5) (5,8310,05) (1,1£0,1) (275,5%15,6) (42,4%0,5)

INC1 175,1+1,1 0,127+0,013 24,6+0,4 98,73+0,03 4,41+0,03 1,9+0,1 300,3+1,0 35,7+0,3
(183,9+1,2) (0,114+0,006) (18,0£1,7) (4,49£0,01) (1,8+0) (298,5+1,3) (38,0£0,7)

INC2 192,4+28,9 0,295+0,120 36,8+2,0 98,86+0,01 4,42+0,01 4,1+0,4 291,5+20,2 34,5+0,2
(177,4+2,6) (0,243+0,024) (29,6+1,5) (4,39+0,05) (4,010,2) (316,5+1,7) (39,440,4)

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n > 3)
Vrijednosti u zagradama odnose se na nanoemulzije bez uklopljenog ibuprofena
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Slika 18. Krivulje viskoznosti pripravljenih nanoemulzija bez kitozana s uklopljenim ibuprofenom (IN) i bez

ibuprofena (N), s 0,05 % (m/m) kitozana s uklopljenim ibuprofenom (INC1) i bez ibuprofena (NC1) te s 0,3 % (m/m)
kitozana s uklopljenim ibuprofenom (INC2) i bez ibuprofena (NC2).

4.2.7. Stabilnost sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom s uklopljenim

ibuprofenom

Osim na fizicko-kemijska svojstva, uklapanje djelatne tvari moze utjecati i na stabilnost
nanoemulzija. Ipak, prema dosadasnjim saznanjima jo§ uvijek nije moguce predvidjeti
konkretan ucinak na stabilnost na temelju fizicko-kemijskih svojstava djelatne tvari (51).
Stabilnost sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom s uklopljenim ibuprofenom
ispitana je nakon 30 dana pohrane pri 4 °C mjerenjem veli¢ine kapljica, PDI, zeta-potencijala i
pH (slika 19). Veli¢ina kapljica, PDI i zeta-potencijal formulacija IN i INC1 ostali su gotovo
nepromijenjeni. Kod formulacije INC2 primijecen je porast veli¢ine kapljica za oko 35 nm, dok
se PDI i zeta-potencijal nisu bitno promijenili. Kod sve 3 formulacije pH se nije bitno
promijenio. Formulacija INCL1 je, kao i prije uklapanja ibuprefena, pokazala bolju stabilnost od
formulacije INC2 s ve¢im udjelom kitozana, $to ukazuje na to da dodatak ibuprofena nije imao

velik utjecaj na stabilnost pripravljenih formulacija.
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Slika 19. a) veli¢ina kapljica, b) PDI, c) zeta-potencijal i d) pH nanoemulzija s uklopljenim ibuprofenom bez
kitozana (IN), s 0,05 % (m/m) kitozana (INC1) i s 0,3 % (m/m) kitozana (INC2) izmjereni na dan priprave te nakon

30 dana pohrane pri 4 °C. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n > 3).

4.2.8. Sterilizacija

Kako ne bi uzrokovali ozbiljne infekcije oka s moguénos¢u trajnog osStecenja vida, svi
oftalmicki pripravci moraju biti sterilni (77, 78). Prema Europskoj farmakopeji, metoda izbora
za sterilizaciju tekucih pripravaka na vodenoj osnovi je sterilizacija zasi¢enom vodenom parom
pod tlakom (autoklaviranje), no u slucaju kada stabilnost pripravka to ne dopusta moguca je i
bakterioloska filtracija. Za uspjesnost autoklaviranja pripravak je potrebno izloziti najmanje 15
minuta temperaturi od najmanje 121 °C, dok je za bakteriolosku filtraciju potrebno Koristiti
sterilne filtere ¢ija veli¢ina pora nije ve¢a od 0,22 pm. Za pripravljene nanoemulzije je, stoga,
ispitana mogucnost sterilizacije autoklaviranjem (121°C / 20 minuta) i bakterioloSkom

filtracijom (0,2 pm). Za sterilizaciju filtracijom koristeni su filteri od polietersulfona zbog toga
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Sto su, prema uputi proizvodaca, prikladni za uzorke na vodenoj osnovi male viskoznosti te su
malog kapaciteta adsorpcije. Nakon svakog sterilizacijskog postupka izmjereni su veliina
kapljica, PDI i zeta-potencijal nanoemulzija, a rezultati su prikazani slikom 20. Dok su
formulacije bez kitozana (N i IN) ostale stabilne nakon autoklaviranja, formulacije s kitozanom
(NC1, NC2, INC1 1 INC2) ve¢ su i vizualno izgledale drugacije. Osim izraZzenog vrhnjenja
nanoemulzije su promijenile boju. Mjerenja su pokazala znac¢ajan porast velicine kapljica i PDI,
uz smanjenje zeta-potencijala formulacija s kitozanom, $to ukazuje na to da je autoklaviranje
narusilo njihovu stabnilnost. Moguce je da je izlaganjem sekundarnih kationskih nanoemulzija
s kitozanom povisenoj temperaturi doslo do hidrolize triglicerida i1 fosfolipida iz uljne faze te
do unakrsnog povezivanja lanaca kitozana preko amino skupina (159), sto je narusilo njihovu
stabilnost. Prethodno ispitivanje provedeno na sekundarnim kationskim nanoemulzijama s
kitozanom pokazalo je sli¢ne rezultate (47). Nakon autoklaviranja (121 °C / 20 minuta) doslo
je do razdvajanja faza nanoemulzija koje su se sastojale od ricinusovog ulja i triglicerida srednje
duljine lanaca (1:1) kao uljne faze (u radu nije naveden udio uljne faze), sojinog lecitina Lipoid
S 75 (1,5 %, m/m) kao povrSinski aktivne tvari, Kitozana (0,5 %, m/m, 410 kDa, stupanj
deacetilacije 92 %) i procis¢ene vode (do 100 %, m/m). Kada je umjesto lecitina dodan
Pluronic® F68 (2,5 %, m/m) pripravljene nanoemulzije ostale su stabilne nakon autoklaviranja.
Autori smatraju da je razlog nestabilnosti interakcija pozitivno nabijenog kitozana s negativno
nabijenim fosfolipidima iz lecitina i posljedi¢no narusavanje integriteta sloja povrsinski aktivnih
tvari na granici faza. Sli¢no tome, razdvajanje faza nakon autoklaviranja (121 °C / 15 minuta)
dogodilo se i kod nanoemulzije sastavljene od 0,5 % (m/m) kitozana male molekulske mase,
5 % (m/m) izopropilmiristata, 1 % (m/m) lecitina Lipoid E 80, 1,5 % (m/m) Tween®-a 80,
0,1 % (m/m) EDTA, 0,02 % (m/m) BAK-3, 2,5 % (m/m) glicerola i pro¢is¢ene vode do 100 % (m/m)
(144). Ipak, navedena je nanoemulzija ostala stabilna nakon filtracije (0,22 pum). Veli¢ina
kapljica i PDI nanoemulzije prije filtracije iznosili su 81,2 nm i 0,131, a nakon filtracije 80,2
nm i 0,088. Bez znacajnih promjena u veli¢ini kapljica i PDI nakon filtracije (0,2 um) ostala je
i nanoemulzija s 3,9 % (m/m) Labrafac®-a kao uljne faze, 5,85 % (m/m) Kolliphor®-a HS15 i
9,75 % (m/m) Labrasol®-a kao povrsinski aktivnih tvari te 10 mM fosfatnim puferom (do
100 %, m/m) koji je tvorio vodenu fazu (80). Veli¢ina kapljica i PDI nanoemulzije prije
filtracije iznosili su 84,8 nm i 0,107, a nakon filtracije 81,9 nm i 0,124. Filtracija nije pokazala
utjecaj ni na zeta-potencijal, pH ni osmolarnost nanoemulzije. Za razliku od autoklaviranja,
filtracija nije narusila stabilnost sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom pripravljenih
u sklopu ovog doktorskog rada, Sto je dokazano mjerenjem veli¢ine kapljica, PDI i zeta-

potencijala (slika 20), stoga je u ovom slucaju sterilizacija bakterioloskom filtracijom u sterilne
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spremnike metoda izbora. Time se izbjegava potreba za aseptickom pripravom nanoemulzija,

Sto dodatno komplicira postupak i znacajno povecéava troskove priprave.
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Slika 20. a) veli¢ina kapljica, b) PDI i ¢) zeta-potencijal nanoemulzija bez kitozana s uklopljenim ibuprofenom
(IN) i bez ibuprofena (N), s 0,05 % (m/m) kitozana s uklopljenim ibuprofenom (INC1) i bez ibuprofena (NC1) te
5 0,3 % (m/m) kitozana s uklopljenim ibuprofenom (INC2) i bez ibuprofena (NC2) izmjereni na dan priprave te
nakon autoklaviranja (121 °C / 20 minuta) odnosno filtracije (0,2 pm). Vrijednosti su prikazane kao srednja

vrijednost + standardna devijacija (n = 2).
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4.2.9. Oslobadanje ibuprofena in vitro

Na brzinu oslobadanja djelatne tvari in vitro utjecu razna fizicko-kemijska svojstva djelatne
tvari, ali i same formulacije unutar koje je ona uklopljena, stoga se oslobadanje in vitro koristi
kao standardna metoda za predvidanje uc¢inka formulacije nakon primjene (84). Kako trenutno
ne postoji standardna farmakopejska metoda za ispitivanje in vitro oslobadanja djelatnih tvari
iz oftalmickih pripravaka, za ispitivanje in vitro oslobadanja ibuprofena iz pripravljenih
nanoemulzija odabrana je metoda s dijalizacijskom vrec¢icom, kao najéescée koriStena metoda
za ispitivanje in vitro oslobadanja djelatnih tvari iz oftalmickih nanosustava (104). Veli¢ina
pora dijalizacijske vrecice (12-14 kDa) odabrana je kako bi omoguéila difuziju ibuprofena te
istovremeno sprijecila difuziju kapljica nanoemulzija u okolni medij. Kako dijalizacijska
vrec¢ica pruza odredeni otpor difuziji djelatne tvari, pozeljno je utvrditi utjecaj dijalizacijske
vrecice na brzinu oslobadanja koristenjem otopine djelatne tvari kao kontrole (104). Ipak, kako
je koncentracija ibuprofena u pripravljenim nanoemulzijama 22 x veca od topljivosti
ibuprofena u vodi (0,09 mg mL™) (160), koristenje vodene otopine ibuprofena kao kontrole nije
bilo moguée, stoga su kao kontrolne formulacije koristene otopina ibuprofena u Miglyol®-u 812
i komercijalno dostupna oralna suspenzija ibuprofena (Neofen®, Belupo). Volumen medija za
oslobadanje (fosfatnog pufera) iznosio je 900 mL kako bi tijekom cijelog eksperimenta bili
zadovoljeni uvjeti osigurane topljivosti. lako je koriSteni volumen viSestruko puta ve¢i od
stvarnog volumena suznog filma, moguce je da bi i nakon primjene nanoemulzija na oko u
suznom filmu bili zadovoljeni uvjeti osigurane topljivosti zbog apsorpcije ibuprofena u roznicu
I Spojnicu oka te brzog uklanjanja ibuprofena dinamikom suza i neproduktivnom apsorpcijom
u sistemsku cirkulaciju putem krvnih Zila spojnice (32). Temperatura (34 °C) i pH medija za
oslobadanje (7,4) prilagodeni su kako bi simulirali stvarne uvjete na povrsini oka (98), a
mijesanje (50 rpm) je uvedeno kako bi smanjilo utjecaj stacionarnog vodenog sloja na brzinu
difuzije ibuprofena. Profili oslobadanja ibuprofena iz nanoemulzija i kontrolnih formulacija
tijekom 6 sati (360 minuta) graficki su prikazani slikom 21. Unutar 120 minuta iz svih se
nanoemulzija oslobodilo oko 90 % ibuprofena te za formulacije IN, INC1 i INC2 tsos iznosi
30, 35 1 41 minutu. Oslobadanje ibuprofena iz nanoemulzija je statisticki znacajno brze u
odnosu na oslobadanje ibuprofena iz suspenzije (tso = 68 minuta, > < 45) i uljne otopine
(tsos = 94 minute, f» < 30). Dobivene rezultate moguce je objasniti velikom ukupnom
povrsinom uljnih kapljica, koja je kod pripravljenih nanoemulzija na raspolaganju za difuziju
ibuprofena u okolni medij. Uzimajuci u obzir relativno kratko vrijeme zadrzavanja oftalmickih

pripravaka na mjestu primjene, ovakav profil oslobadanja ibuprofena mogao bi imati pozitivne
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ucinke. Kada se medusobno usporede profili oslobadanja ibuprofena iz pripravljenih
nanoemulzija, primje¢uje se da dodatak kitozana u formulaciju blago usporava oslobadanje
ibuprofena, no statisticki znacajna razlika utvrdena je samo izmedu formulacija IN i INC2
(f2 = 48). Sli¢no tome, dodatak kitozana (0,25 %, m/V) u nanoemulziju s kapsaicinom (10 mM),
Miglyol®-om 812 (3,125 %, V/V) i lecitinom (1 %, V/V) bitno je usporio oslobadanje
kapsaicina (161). Nakon 12 sati oslobadanja, koje je ispitano metodom dijalize, iz nanoemulzije
bez kitozana oslobodilo se oko 8 % kapsaicina, dok se iz nanoemulzije s kitozanom (autori
formulaciju nazivaju nanokapsulama) oslobodilo samo 4 % kapsaicina. Autori smatraju da je
za smanjenje brzine oslobadanja kapsaicina odgovorna polimerna ovojnica na povrsini kapljica,
$to bi moglo objasniti i smanjenje brzine oslobadanja ibuprofena iz sekundarnih kationskih

nanoemulzija s kitozanom pripravljenih u sklopu ovog doktorskog rada.

Kako bi se omogucila bolja usporedivost rezultata prikupljenih iz razli¢itih istrazivanja te
zadovoljavajuca in vitro — in vivo korelacija, nuzan je razvoj standardiziranih i biorelevantnih

metoda za ispitivanje in vitro oslobadanja djelatnih tvari iz oftalmickih pripravaka.

125+
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uljna otopina
suspenzija

t #F % ¢
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Slika 21. Profili in vitro oslobadanja ibuprofena iz nanoemulzija bez kitozana (IN), s 0,05 % (m/m) kitozana
(INC1) i 0,3 % (m/m) kitozana (INC2) te otopine ibuprofena u Miglyol®-u 812 (uljna otopina) i komercijalno
dostupne suspenzije ibuprofena (suspenzija) tijekom 6 sati (360 minuta) u fosfatnom puferu pH 7,4 pri 34 °C.

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n = 3-6).
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4.2.10. Ispitivanje mukoadhezivnih svojstava sekundarnih kationskih nanoemulzija s

kitozanom

Reoloske metode ve¢ se godinama koriste za ispitivanje mukoadhezivnosti polimera ili tekucih
formulacija. Glavna pretpostavka tih metoda je da se nakon mijeSanja otopine polimera ili
formulacije s mucinom dogada ispreplitanje polimernih lanaca s lancima mucina, $to se o€ituje
kao reoloSka promjena i dokaz je mukoadhezivnih interakcija (106). Mehanizam
mukoadhezivnog djelovanja kitozana ukljucuje elektrostatske interakcije, vodikove veze te
hidrofobne interakcije s negativno nabijenim lancima mucina (130, 162), stoga se ocekuje da
su i pripravljene sekundarne kationske nanoemulzije s kitozanom mukoadhezivne.
Mukoadhezivna svojstva pripravljenih nanoemulzija ispitana su rotacijskim testom pri
kontroliranoj brzini smicanja, nakon mijesanja s disperzijom mucina u STF-u pH 7,4.
Pretpostavka koriStene metode je da je viskoznost smjese mucina i ispitivane nanoemulzije
rezultat doprinosa viskoznosti disperzije mucina, viskoznosti nanoemulzije te komponente koja
proizlazi iz interakcije nanoemulzije i mucina (109). Taj sinergisticki porast viskoznosti izrazen
je kao komponenta viskoznosti zbog bioadhezije (1), a rezultati su graficki prikazani slikom
22. Zanimljivo je da i sama kontrolna formulacija IN bez kitozana pokazuje odredena
mukoadhezivna svojstva te izraCunata 7p iznosi ¢ak 30 mPas. Formulacije INC1 i INC2
pokazuju statisti¢ki znacajno vece vrijednosti 7, (INC1: P = 0,0210; INC2: P = 0,0184), koje u
oba slucaja iznose oko 48 mPas, $to je dokaz da se doista dogodila interakcija kitozana
prisutnog na povrsini uljnih kapljica i lanaca mucina. Ipak, razlika u 7, izmedu formulacija
INC1 i INC2 nije se pokazala statisti¢ki zna¢ajnom (P = 0,9927), stoga je moguce zakljuciti
kako dodatak kitozana u ve¢em udjelu (0,3 %, m/m) ne povecava mukoadhezivna svojstva

formulacije.
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Slika 22. Mukoadhezivna svojstva nanoemulzija s uklopljenim ibuprofenom bez kitozana (IN), s 0,05 % (m/m)
kitozana (INC1) i s 0,3 % (m/m) kitozana (INC2) ispitana reoloskom metodom pri kontroliranoj brzini smicanja
nakon mije$anja s disperzijom mucina (20 %, m/m) u STF-u pH 7,4. Mukoadhezivna svojstva nanoemulzija
izraZena su kao komponenta viskoznosti zbog bioadhezije (7). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (n = 3). *Razlikuje se od kontrolne formulacije IN (P < 0,05).

4.2.11. Ispitivanje biokompatibilnosti sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom

lako je biokompatibilnost jedno od uvrijeZenih svojstava kitozana, primijeceni su njegovi
toksi¢ni ucinci ovisni 0 koncentraciji nakon inkubacije IOBA NHC spontano imortaliziranih
stanica humanog epitela spojnice s kompleksnim nanosustavima za oftalmicku primjenu,
pripravljenim kombinacijom liposoma i kitozanskih nanocestica (163). Nakon izlaganja
konfluentnog monosloja stanica rastu¢im koncentracijama kompleksnih nanosustava
(0,25-1,0 mg mL™?) primijeéeno je smanjenje vijabilnosti stanica proporcionalno koncentraciji
na vrijednosti koje nisu bile manje od 70 %. Neionske povrsinski aktivne tvari takoder pokazuju
o koncentraciji ovisne toksi¢ne ucinke. Ispitivanje toksi¢nosti niza neionskih povrSinski
aktivnih tvari iz skupine Myrj™ 1 Brij™ na Caco-2 stanicnom modelu crijevnog epitela 1 na
ex vivo modelu sluznice nosa svinje pokazalo je da nakon izlaganja modela odredenoj
koncentraciji povrSinski aktivnih tvari dolazi do ireverzibilnih ostecenja epitela (164). Na Caco-2
modelu vecina je ispitanih povrSinski aktivnih tvari pri koncentraciji 0,1 mM uzrokovala
ireverzibilni pad TEER-a na vrijednosti blizu 0, S§to je bilo poprateno poveéanom
permeabilnos¢u manitola kroz monosloj stanica i povecanim nakupljanjem tripanskog modrila
u oste¢enim, mrtvim stanicama. lako se ex vivo model sluznice nosa svinje pokazao otpornijim,

pri odredenim koncentracijama povrsinski aktivnih tvari (0,09-0,2 mM) takoder je nastupilo
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smanjenje TEER-a, dok je daljnje poveéanje koncentracije (0,4-0,6 mM) uzrokovalo ljustenje
epitela, $to je potvrdeno histoloSkom analizom. Smatra se da su navedeni toksi¢ni ucinci
posljedica solubilizacije fosfolipida i drugih sastavnica stanicne membrane epitelnih stanica
uklapanjem u micele povrSinski aktivnih tvari. Biokompatibilnost sekundarnih kationskih
nanoemulzija s kitozanom pripravljenih u sklopu ovog doktorskog rada ispitana je na 2 razlicita

modela.
4.2.11.1. Ispitivanje biokompatibilnosti in vitro

S obzirom na prethodne rezultate biokompatibilnosti primarnih kationskih nanoemulzija sa
stearilaminom (odjeljak 4.1.5.), 3D HCE-T model izabran je za ispitivanje biokompatibilnosti
sekundarnih kationskih nanoemulzija s kitozanom. Sukladno prethodnom istrazivanju u kojem
je ispitana biokompatibilnost komercijalno dostupne kationske nanoemulzije Cationorm®
(Santen) na HCE-2 stani¢noj liniji humanog epitela roznice (115), sekundarne kationske
nanoemulzije pripravljene u sklopu ovog doktorskog rada razrijedene su 10 puta u HBSS puferu
prije ispitivanja vijabilnosti. pH vrijednost HBSS pufera, koji je osim za razrjedivanje
formulacija koristen i kao negativna kontrola, iznosila je 6,0 kako bi se zadrzao protonirani
oblik kitozana.Vijabilnost modela nakon 30 minuta izlaganja pripravljenim nanoemulzijama
odredena je pomocu kolorimetrijskog MTT testa, a rezultati su prikazani slikom 23. Suspenzija
ibuprofena u HBSS puferu je statisticki znacajno smanjila vijabilnost stanica na oko 85 %
(P = 0,0004). Formulacije IN i INC1 s uklopljenim ibuprofenom te formulacije N i NC1 bez
uklopljene djelatne tvari nisu narusile vijabilnost modela. Uklapanje ibuprofena unutar uljnih
kapljica nanoemulzija vjerojatno smanjuje njegov izravni toksi¢ni u¢inak na stanice. Slican
ucinak na vijabilnost MDCK-C7 epitelnih stanica pse¢eg bubrega primijecen je i nakon
uklapanja kapsaicina u nanoemulzije i nanokapsule (sekundarne kationske nanoemulzije) s
kitozanom (161). Dok je nakon trosatnog izlaganja slobodnom kapsaicinu (500 puM) vijabilnost
stanica pala na svega 10 %, izlaganje stanica nanoemulzijama ili nanokapsulama s jednakom
koncentracijom uklopljenog kapsaicina nije uzrokovalo statisticki znacajno smanjenje
vijabilnosti. Vijabilnost modela nakon izlaganja formulacijama s ve¢im udjelom kitozana
(INC2 1 NC2) pripravljenim u sklopu ovog doktorskog rada iznosila je 93 i1 88 %, §to potvrduje
njithovu biokompatibilnost. Ipak, smanjenje vijabilnosti modela pokazalo se statistiCki
znacajnim u odnosu na negativnu kontrolu (INC2: P = 0,0365; NC2: P = 0,0004). Dobivene
rezultate moguce je pripisati ve¢em udjelu kitozana u formulacijama, Sto je u skladu s toksi¢nim

ucinkom kitozana ovisnim o koncentraciji (163).
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Slika 23. Vijabilnost 3D HCE-T modela nakon 30 minuta inkubacije s nanoemulzijama bez kitozana s
uklopljenim ibuprofenom (IN) i bez ibuprofena (N), s hanoemulzijama s 0,05 % (m/m) kitozana s uklopljenim
ibuprofenom (INC1) i bez ibuprofena (NC1), s nanoemulzijamas 0,3 % (m/m) kitozana s uklopljenim ibuprofenom
(INC2) i bez ibuprofena (NC2) te sa suspenzijom ibuprofena u HBSS puferu pH 6,0 (IBU S). Stanice inkubirane
s ¢istim HBSS puferom pH 6,0 sluzile su kao negativna kontrola (vijabilnost = 100 %). Vrijednosti su prikazane

kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n = 6). *Razlikuje se od negativne kontrole (P < 0,05).

4.2.11.2. Ispitivanje biokompatibilnosti ex vivo

Poznato je da ex vivo modeli omogucuju bolje predvidanje uéinaka in vivo u odnosu na in vitro
modele (98). Kako bi se biokompatibilnost pripravljenih nanoemulzija dodatno ispitala te kako
bi se eventualno potvrdili rezultati dobiveni ispitivanjem na 3D in vitro modelu, u sklopu ovog
doktorskog rada razvijen je ex vivo model roznice svinje. Ispitivane nanoemulzije i kontrolne
formulacije nanijete su na povrsinu roznica te su roznice inkubirane tijekom 5 i 15 minuta.
Nakon uklanjanja formulacija 1 ispiranja roznica puferom slijedila je vizualizacija nastalih
oSte¢enja dodatkom otopine fluoresceina. Fluorescein se odavno rutinski koristi u klini¢koj
praksi za bojenje oSte¢enja na roznici i spojnici oka, a pretpostavljeni mehanizam bojenja je
ulazak fluoresceina u stanice s naruSenom barijernom funkcijom glikokaliksa te ulazak u
medustani¢ne prostore putem ostecenih ¢vrstih medustani¢nih spojeva (165). Kobaltno plava
lampa koriStena je kako bi pojacala intenzitet fluorescencije i omogucila bolju vizualizaciju
oStecenja. Nakon svakog vremena inkubacije snimljene su fotografije roznica te su prikazane
slikom 24. Dok PBS, koristen kao negativna kontrola, i suspenzija ibuprofena u PBS-u
(2 mg mLY) nisu uzrokovali ostecenje roznica, pozitivne kontrole (0,1 M NaOH i aceton) vidno

su ostetile roznice. BAK je primijenjen kao otopina u PBS-u u udjelu 0,025 % (m/V), sto je
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najvedi udio odobren u kapima za oko (166). Oste¢enje roznica primjecuje se nakon 15-minutne
inkubacije s otopinom BAK-a. Rezultati dobiveni nakon inkubacije roznica s formulacijama
IN, INC1 i INC2 u skladu su s rezultatima dobivenim na 3D in vitro modelu. Dok formulacije
IN i1 INC1 nisu uzrokovale oSte¢enje roznica tijekom cijelog perioda inkubacije, formulacija
INC2 uzrokovala je blago oste¢enje roznica tek nakon 15 minuta inkubacije. U usporedbi s

otopinom BAK-a, oste¢enje uzrokovano INC2 formulacijom znatno je blaZe.

PBS NaOH Aceton BAK IBU S IN INC1 INC2

\

5 min

15 min

Slika 24. Reprezentativne fotografije ex vivo modela roznice svinje snimljene nakon 5 i 15 minuta inkubacije s

nanoemulzijama s uklopljenim ibuprofenom bez kitozana (IN), s 0,05 % (m/m) kitozana (INC1) i s 0,3 % (m/m)
kitozana (INC2) te s kontrolnim formulacijama (PBS pH 7,4, 0,1 M NaOH, aceton, otopina benzalkonijevog
klorida (0,025 %, m/V) u PBS-u (BAK) i suspenzija ibuprofena (2 mg mL™?) u PBS-u (IBU S)). Osteéenja nastala
na roznicama obojena su otopinom fluoresceina, a intenzitet fluorescencije povecan je koristenjem kobaltno plave

lampe (n > 4).

Detaljna fizicko-kemijska i biofarmaceutska karakterizacija sekundarnih kationskih
nanoemulzija s kitozanom s uklopljenim NSAR ukazuje na njihov potencijal u lijeCenju bolesti
suhog oka. Prije daljnjih in vivo ispitivanja korisno bi bilo ispitati protuupalni uc¢inak razvijenih
formulacija na in vitro modelima bolesti suhog oka kako bi se ispitao u¢inak i potencijalni
doprinos same formulacije. Trenutno se ve¢ina modela bolesti suhog oka, odnosno modela
upale temelji na monoslojevima primarnih stanica ili stani¢nih linija epitela roznice ili spojnice
koji se izlazu hiperosmolarnom mediju (400-550 mOsM) (167-170), smanjenoj relativnoj
vlaznosti zraka (45 % pri 37 °C) (171) ili proupalnim citokinima (TNF-a, interferonu y (IFN-
vY), transformiraju¢em faktoru rasta f (TGF-p) te interleukinima (IL) 4, 6, 10, 13 i 17) (172—
174) kako bi se potaknuo nastanak upale. U nekim se radovima spominje koristenje
komercijalno dostupnog 3D HCE modela humanog epitela roznice, kod kojeg se upala potice
izlaganjem uvjetima smanjene relativne vlaznosti zraka (< 40 %) i poviSene temperature
(40 °C), uz ili bez dodatka sorbitola (0,6 M) u medij za uzgoj modela (175, 176), dok je razvoj

sloZenijih 3D modela bolesti suhog oka s kokulturama stanica tek u zacetku (177). In vitro
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model monosloja HCE-T stanica (2D model) u ovom se doktorskom radu pokazao kao
pretjerano osjetljiv i time manje prikladan za ispitivanje biokompatibilnosti kationskih
nanoemulzija, stoga je za ispitivanje protuupalnog uc¢inka sekundarnih kationskih nanoemulzija
s uklopljenim ibuprofenom nuZan razvoj i detaljna karakterizacija prikladnog 3D in vitro

modela bolesti suhog oka.
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5. ZAKLJUCCI
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5.1. PRIMARNE KATIONSKE NANOEMULZIJE SA STEARILAMINOM

Primarne kationske nanoemulzije sa stearilaminom uspjesno su pripravljene visokoenergetskom

metodom na mikrofluidizatoru.

Fizicko-kemijska karakterizacija pripravljenih nanoemulzija pokazala je malu veli¢inu kapljica
(< 100 nm), mali PDI (< 0,25), pozitivan zeta-potencijal (3,1-25,5 mV) i pH unutar podrucja
prihvatljivog za oftalmicku primjenu (6,82-8,69). lzmjerene se vrijednosti nisu bitno
promijenile ¢ak ni nakon 5 mjeseci pohrane pri 4 °C, sto ukazuje na dobru stabilnost
pripravljenih formulacija. Reoloska karakterizacija pokazala je da su pripravljene nanoemulzije
Newtonovi sustavi male viskoznosti (1,4-3,31 mPas), jednostavni za primjenu u obliku kapi za
oko. Povrsinska napetost nanoemulzija s vise od 0,05 % (m/m) stearilamina manja je od

35 mN m, $to bi moglo smanjiti ugodnost primjene takvih formulacija.

Ispitivanje na 3D staniénom modelu humanog epitela roznice ukazuje na biokompatibilnost svih

pripravljenih formulacija.

Mjerenjem veli¢ine kapljica i zeta-potencijala nakon mije$anja s disperzijom mucina utvrdene
su interakcije primarnih kationskih nanoemulzija sa stearilaminom i mucina, no nije
primije¢eno da su interakcije izrazenije s porastom udjela stearilamina u formulaciji na vise od

0,05 % (m/m).

Na temelju provedenih ispitivanja, primarna kationska nanoemulzija s 0,05 % (m/m)
stearilamina, 5 % (m/m) Miglyol®-a 812, 2,5 % (m/m) Kolliphor®-a EL, 2,5 % (m/m) glicerola
i pro¢is¢enom vodom do 100 % (m/m) istie se kao vodeca formulacija s najve¢im potencijalom
za primjenu kod bolesti suhog oka. Osim za ublaZzavanje simptoma bolesti, ova bi funkcionalna
nanoemulzija mogla sluziti 1 kao tehnoloska platforma za uklapanje slabo topljivih djelatnih
tvari namijenjenih za lijeCenje bolesti suhog oka. Zadrzavanje mukoadhezivnih svojstava, uz
najmanji moguci udio stearilamina kljucno je za ucinkovitost i sigurnost primjene razvijene

formulacije.
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5.2. SEKUNDARNE KATIONSKE NANOEMULZIJE S KITOZANOM

Sekundarne kationske nanoemulzije s kitozanom uspjesno su pripravljene visokoenergetskom

metodom na mikrofluidizatoru.

Metoda priprave kod koje se otopina kitozana dodaje u vodenu fazu prije obrade formulacije
na mikrofluidizatoru pokazala se prikladnijom i jednostavnijom od najéesc¢e koristene metode

kod koje se otopina kitozana dodaje u prethodno pripravljenu primarnu anionsku nanoemulziju.

Navedenom metodom pripravljene su formulacije s manjim (NC1: 0,05 %, m/m) i ve¢im (NC2:
0,3 %, m/m) udjelom kitozana koje su okarakterizirane malom veli¢inom kapljica (< 200 nm),
malim PDI (< 0,2) i pozitivhim zeta-potencijalom (18,7-30,0 mV). lako je formulacija NC1
pokazala bolju stabilnost u odnosu na formulaciju NC2, ibuprofen je uspjesno uklopljen u obje

formulacije.

Uklapanjem ibuprofena doslo je do porasta zeta-potencijala formulacija (24,6-38,6 mV), a
primijecen je i porast PDI kod formulacije INC2. Kod obje formulacije pH iznosi oko 4,4, sto
je jos uvijek prihvatljivo za oftalmicku primjenu. Izmjerena osmolarnost formulacija je unutar
fizioloskih vrijednosti suznog filma, a njihova povrsinska napetost iznosi oko 35 mN m=.
Reoloska karakterizacija pokazala je da su pripravljene formulacije Newtonovi sustavi male
viskoznosti (1,9-4,1 mPas), $to omoguéuje ugodnost i jednostavnost primjene te ujednacenost
doziranja. Nakon mjesec dana pohrane pri 4 °C formulacija INC1 s manjim udjelom kitozana
ponovno je pokazala bolju stabilnost od formulacije INC2, iako kod niti jedne formulacije nije

primijeceno vrhnjenje, kao ni razdvajanje faza.

Bakterioloska filtracija je metoda izbora za sterilizaciju pripravljenih nanoemulzija, dok

autoklaviranje narusava njihovu stabilnost.

Ispitivanje in vitro oslobadanja pokazalo je znacajno brze oslobadanje ibuprofena iz
nanoemulzija u usporedbi s uljnom otopinom i suspenzijom ibuprofena, Sto je pozeljno kod
vremenski ogranic¢enog kontakta formulacije i povrsine oka. Dodatak kitozana u formulaciju

blago usporava oslobadanje uklopljene djelatne tvari.

Ispitivanje mukoadhezivnih svojstava nanoemulzija reoloSkom metodom nakon mijeSanja s
disperzijom mucina pokazalo je znacajno vecu mukoadhezivnost formulacija s kitozanom u
odnosu na kontrolnu formulaciju bez kitozana (IN), Sto ukazuje na mogucnost njihovog

produljenog zadrzavanja na povrsini oka. Ipak, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
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mukoadhezivnosti izmedu formulacija INC1 1 INC2, §to ukazuje na to da formulacija sa 6 x

vec¢im udjelom kitozana nije nuzno i mukoadhezivnija.

Ispitivanje biokompatibilnosti na 3D in vitro modelu humanog epitela roznice i na ex vivo
modelu roznice svinje pokazalo je izuzetnu biokompatibilnost INC1 formulacije, dok je INC2
formulacija malo, ali statisticki znac¢ajno smanjila vijabilnost in vitro modela te uzrokovala

blago oStecenje roZnice ex vivo modela.

S obzirom na provedena ispitivanja, kao formulacija s najveéim potencijalom za lijecenje
bolesti suhog oka isti¢e se INC1 formulacija sastavljena od 0,2 % (m/m) ibuprofena, 0,05 % (m/m)
kitozana, 2,5 % (m/m) Miglyol®-a 812, 0,05 % (m/m) lecitina, 0,25 % (m/m) Kolliphor®-a EL,
2,5 % (m/m) glicerola i procis¢ene vode do 100 % (m/m), kod koje dodatak kitozana u vrlo
malom udjelu omogucéuje mukoadhezivnost, uz istovremeno zadrzavanje stabilnosti i
netoksi¢nosti. Fizicko-kemijska karakterizacija ukazuje na slicnost INC1 formulacije s
komercijalno dostupnim nanoemulzijama pripravljenim Novasorb® tehnologijom. Osim za
pocetnu kratkotrajnu primjenu uz kapi za oko s ciklosporinom A kod tezih slucajeva bolesti
suhog oka, INC1 formulacija mogla bi biti prikladna i za lije¢enje blazih do umjerenih oblika
bolesti, dok bi bez uklopljene djelatne tvari ova funkcionalna formulacija mogla sluziti za

ucinkovito ublazavanje simptoma bolesti suhog oka.
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Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu upisala je 2015. godine. Od 2018.
godine zaposlena je kao asistent doktorand financiran iz drzavnog proracuna na Zavodu za
farmaceutsku tehnologiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
Sudjeluje u izvodenju nastave iz kolegija Biofarmacija s farmakokinetikom, Oblikovanje
lijekova, Magistralna receptura i Kozmetologija. Do sada je u koautorstvu objavila deset
znanstvenih radova zastupljenih u bazi Web of Science Core Collection. Aktivno je sudjelovala
na stranim i domacim znanstvenim skupovima s dva usmena i devet posterskih priopéenja.
Odrzala je nekoliko radionica i prezentacija na Danima otvorenih vrata Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta i Festivalu znanosti. Od 2018. godine ¢lan je Hrvatske ljekarnicke

komore.

Popis radova:

Raci¢, A., Calija, B., Mili¢, J., JuriSi¢ Dukovski, B., Lovri¢, J., Dobri¢i¢, V., Micov, A.,
Vukovi¢, M., Stepanovié-Petrovié¢, R., Krajisnik, D. Formulation of olopatadine hydrochloride
viscous eye drops — physicochemical, biopharmaceutical and efficacy assessment using in vitro

and in vivo approaches. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2021; 166: 105906.

138



Biro, T., Bocsik, A., Jurisi¢ Dukovski, B., Gréf, 1., Lovri¢, J., Csoka, I., A Deli, M., Aigner,
Z. New Approach in Ocular Drug Delivery: In vitro and ex vivo Investigation of Cyclodextrin-
Containing, Mucoadhesive Eye Drop Formulations. Drug Design, Development and Therapy,
2021; 15: 351-360.

Gaggero, A., Jurisi¢ Dukovski, B., Radi¢, 1, Sagud, L, Skori¢, L., Cingi¢é, D., Jug, M. Co-
grinding with surfactants as a new approach to enhance in vitro dissolution of praziquantel.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2020; 189: 113494,

Jurisi¢ Dukovski, B., Jureti¢, M., Bracko, D., Randjelovi¢, D., Savi¢, S., Crespo Moral, M.,
Diebold, Y., Filipovi¢-Gr¢i¢, J., Pepi¢, 1., Lovri¢, J. Functional ibuprofen-loaded cationic
nanoemulsion: Development and optimization for dry eye disease treatment. International
Journal of Pharmaceutics, 2020; 576: 118979.

Radi¢, K., Jurisié¢ Dukovski, B., Vitali Cepo, D. Influence of Pomace Matrix and Cyclodextrin

Encapsulation on Olive Pomace Polyphenols’ Bioaccessibility and Intestinal Permeability.

Nutrients, 2020; 12: 669.

Antoli¢, K., Jureti¢, M., Jurisi¢ Dukovski, B., Hafner, A., Lovri¢, J., Pepi¢, 1. Cryocornea —
toward enhancing the capacity and throughput of ex vivo corneal model. Drug Development
and Industrial Pharmacy, 2019; 45 (12): 1856-1861.

Jurisi¢ Dukovski, B., Bratko, A., Sare, M., Pepi¢, I, Lovri¢, J. In vitro evaluation of
stearylamine cationic nanoemulsions for improved ocular drug delivery. Acta Pharmaceutica,
2019; 69 (4): 621-634.

Jurisi¢ Dukovski, B., Mrak, L., Winnicka, K., Szekalska, M., Jureti¢, M., Filipovi¢-Gr¢€ic, J.,
Pepi¢, 1., Lovri¢, J., Hafner, A. Spray-dried nanoparticle-loaded pectin microspheres for
dexamethasone nasal delivery. Drying Technology, 2019; 37 (15): 1915-1925.

Jurisi¢ Dukovski, B., Planti¢, L., Cun¢ié, 1., Krtalié, 1., Jureti¢, M., Pepi¢, 1., Lovrié, J., Hafner,

A. Lipid/alginate nanoparticle-loaded in situ gelling system tailored for dexamethasone nasal
delivery. International Journal of Pharmaceutics, 2017; 533 (2): 480-487.

139



Jureti¢, M., Jurii¢ Dukovski, B., Krtali¢, I, Reichl, S., Cetina-Cizmek, B., Filipovi¢-Gréié,
J., Lovri¢, J., Pepi¢, 1. HCE-T cell-based permeability model: A well- maintained or a highly
variable barrier phenotype? European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2017; 104: 23-30.

140



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA



Temeljna dokumentacijska kartica

Sveudili§te u Zagrebu Doktorski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Zavod za farmaceutsku tehnologiju

A. Kovaciéa 1, 10000 Zagreb, Hrvatska

RAZVOJ FUNKCIONALNIH KATIONSKIH NANOEMULZIJA ZA LIJECENJE
BOLESTI SUHOG OKA

Bisera Jurisi¢ Dukovski

SAZETAK

Bolest suhog oka je multifaktorijalna bolest koju karakterizira nestabilnost i hiperosmolarnost suznog filma te upala
povrsine oka. Kationske nanoemulzije tipa ulje u vodi (U/V) predstavljaju napredak u lijecenju bolesti suhog oka sluze¢i
kao tehnoloska platforma za uklapanje slabo topljivih djelatnih tvari, omogucujuéi pritom njihovo produljeno
zadrZavanje na povrsini oka te istodobnu nadoknadu i stabilizaciju narusenog suznog filma. Cilj ovog doktorskog rada
je razvoj funkcionalne kationske nanoemulzije za lijecenje bolesti suhog oka. U tu su svrhu pripravljena dva tipa
nanoemulzija koristenjem mikrofluidizatora: primarne kationske nanoemulzije sa stearilaminom i sekundarne kationske
nanoemulzije s kitozanom. Primarne kationske nanoemulzije s rastu¢im udjelima stearilamina male su veli¢ine kapljica
(< 100 nm), primjerene disperznosti (PDI < 0,25), pozitivnog zeta-potencijala (3,1-25,5 mV), prikladne pH vrijednosti,
male viskoznosti i povr§inske napetosti 31,3-35 mN m™. Pripravljene nanoemulzije stabilne su tijekom petomjeseéne
pohrane. Nakon mije$anja s disperzijom mucina zapazene su promjene u veli¢ini kapljica i zeta-potencijalu koje ukazuju
na interakciju s mucinom. Takve promjene nisu bile izrazenije s povecanjem udjela stearilamina na vise od 0,05 % (m/m).
Vijabilnost 3D HCE-T modela iznosila je najmanje 90 % nakon izlaganja pripravljenim formulacijama. Sekundarne
kationske nanoemulzije pripravljene s manjim (NC1: 0,05 %, m/m) i ve¢im (NC2: 0,3 %, m/m) udjelom kitozana veli¢ine
su kapljica priblizno 180 nm, veée homogenosti (PDI < 0,2) i pozitivnog zeta-potencijala (18,7 i 30 mV). lako je
formulacija NC1 pokazala bolju stabilnost, ibuprofen je uspjesno uklopljen u obje formulacije (INC1 i INC2). Fizicko-
kemijska svojstva (pH, viskoznost, osmolarnost i povrS§inska napetost) pripravljenih formulacija unutar su raspona
prikladnog za primjenu na oko. Formulacija INC1 stabilnija je od formulacije INC2 nakon jednomjese¢ne pohrane.
Bakterioloska filtracija prikladna je metoda sterilizacije pripravljenih formulacija. Oslobadanje ibuprofena iz
pripravljenih formulacija znaéajno je brze nego iz uljne otopine i suspenzije ibuprofena. Reoloska karakterizacija
formulacija pomijesanih s disperzijom mucina pokazala je njihov mukoadhezivni karakter koji, ipak, nije izrazeniji kod
formulacije INC2 s ve¢im udjelom kitozana. Ispitivanja na 3D HCE-T modelu i ex vivo modelu roznice svinje pokazala
su izuzetnu biokompatibilnost INC1 formulacije. Uzimajuéi u obzir sve rezultate, nanoemulzija s 0,05 % (m/m)
stearilamina i INC1 formulacija isti¢u se kao vodecée formulacije s velikim potencijalom za lije¢enje bolesti suhog oka.
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Dry eye disease is a multifactorial disease characterized by tear film instability and hyperosmolarity and ocular surface
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Oil-in-water nanoemulsions (NEs) represent one of the
formulation approaches to improve eye-related bio-
availability of lipophilic drugs. The potential of cat-
ionic NEs is pronounced due to the electrostatic inter-
action of positively charged droplets with negatively
charged mucins present in the tear film, providing
prolonged formulation residence at the ocular surface.
The aim of this study was to develop a cationic oph-
thalmic NE with cationic lipid stearylamine (SA) as a
carrier of a positive charge. The addition of a nonionic
surfactant provided the dual electro-steric stabiliza-
tion of NEs and enabled tuning of SA concentration to
achieve an optimal balance between its interaction
with mucins and biocompatibility. Physicochemical
characterization, stability profile, in vitro mucoadhe-
sion study and biocompatibility study employing 3D
HCE-T cell-based model of corneal epithelium pointed
out the NE with 0.05 % (n/m) SA as the leading formu-
lation. Minimizing SA content while retaining drop-
let/mucin interactions is of great importance for efficacy
and safety of future ophthalmic drug products.

Keywords: cationic nanoemulsions, stearylamine,
ophthalmic drug delivery, biocompatibility, muco-
adhesion in vitro

Ophthalmic diseases are most commonly treated by topical instillation of eye-drops.
The conventional eye-drops are quite simple dosage forms and are well accepted by pa-
tients. However, they often raise technical issues, such as solubility, stability and sterility,
and clinical issues due to short residence time at the ocular surface and consequent low
bioavailability. A significant number of ophthalmic drugs are lipophilic molecules and it
is, therefore, challenging to formulate them in the form of conventional eye-drops. Oil-in-
-water (o/w) nanoemulsions (NEs) represent one of the formulation approaches to improve
ocular bioavailability of lipophilic drugs. Lipophilic drug molecules can be solubilized at
the innermost oil phase or at the o/w interface of a NE (1) and the nanometric size of the
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oil droplets gives rise to a large surface area available for drug diffusion (2). It is believed
that after instillation NE breakdown occurs (due to the composition of tears and blinking)
which is followed by the release of drug molecules and fusion of the NE oil phase with tear
film lipid layer (TFLL). Since TFLL has a much slower turnover rate than tears, the unre-
leased drug portion remains in the conjunctival sac for a longer time, acting as a drug
depot (3). Such NE behavior is especially beneficial for dry eye disease treatment where
TFLL is often compromised and NEs can replenish not only the aqueous phase, but also
the lipid phase of the tear film (3). A pilot study on 15 volunteers (5 normal and 10 with dry
eye symptoms) showed that 4 hours after a single eye-drop instillation of a castor oil NE,
castor oil could still be detected in tears (4). Furthermore, NE droplet surface can be modi-
fied with cationic lipids or polymers to form positively charged oil droplets. Such cationic
NEs have the potential to electrostatically bind to negatively charged ocular surface cells
and mucin chains and hence prolong drug residence (2, 3). Stearylamine (SA) is a cationic
lipid with surface active properties commonly used to produce positively charged lipo-
somes (5) or emulsions (6-8) and it was found to be safe and well tolerated in rabbits after
repeated topical ophthalmic administrations (8). Among positively charged polymers chi-
tosan is most commonly used as a NE cationic agent (3), due to its biocompatibility, bio-
degradability and mucoadhesion (9). The choice of ophthalmically acceptable excipients
(i.e. oils, surfactants, cationic lipids or polymers, isotonizing agent) is of utmost importance
for successful development of a stable and functional NE formulation rendering the poten-
tial to prolong precorneal residence time and improve bioavailability, which is at the same
time non-irritant, well-tolerated and comfortable for patients. That is why a deep physico-
chemical characterization (including measurement of droplets size, size distribution, zeta-
-potential, pH, osmolarity, surface tension and viscosity) and biopharmaceutical charac-
terization (including in vitro mucoadhesion and biocompatibility) are crucial for the
success.

The aim of this work was the development of a cationic NE, that could serve as a ve-
hicle for lipophilic ophthalmic drugs. SA was used as a droplet positive charge inducer
providing the interaction of droplets with the ocular mucins and positively influencing NE
stability. Nonionic surfactants were selected in order to provide, together with SA, dual
electro-steric stabilization of NEs, and therefore enable tuning of SA concentration accord-
ing to its interaction with mucins and biocompatibility. Therefore, physicochemical and
biopharmaceutical characterizations, including in vitro mucoadhesion and biocompatibility,
were performed to choose the lead NE formulation with the greatest potential for further
studies.

EXPERIMENTAL

Chemicals

For NE preparation the following substances were used: castor oil, virgin (Kemig,
Croatia), Miglyol® 812 (Kemig), sesame oil, super refined (Croda International Pic, United
Kingdom), soybean oil, refined (Sigma-Aldrich, Germany), Cremophor® EL (BASF, Germa-
ny), Pluronic® F68 (Sigma-Aldrich), Tween® 60 (Sigma-Aldrich), Tween® 80 (Kemig), glyc-
erol (TT.T, Croatia) and stearylamine (Sigma-Aldrich). MTT reagent (3-(4,5-dimethylthi-
azol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) purchased from AppliChem (Germany) was
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used to determine cell viability in in vitro biocompatibility study. Porcine gastric mucin
type II (Sigma-Aldrich) was used for in vitro study of mucoadhesion. Hank's balanced salt
solution (HBSS) pH 7.4 was prepared as an aqueous solution containing: KCl (5.37 mmol L),
NaHCO, (4.17 mmol L), NaCl (136.89 mmol L), MgSO,x7H,O (0.41 mmol L), p-glucose
monohydrate (5.55 mmol L) (all purchased from Kemig), KH,PO, (0.44 mmol L™; Kemika,
Croatia), Na,HPO,x2H,0 (0.34 mmol L7; Fluka Chemie AG, Switzerland), MgCl,x6H,O
(0.49 mmol L%; Merck, Germany), CaCl,x2H,O (1.26 mmol L™; Sigma-Aldrich) and HEPES
(30.00 mmol L; AppliChem). Simulated tear fluid (STF) pH 7.4 was prepared as an aqueous
solution containig: KCl (18.78 mmol L), NaCl (116.35 mmol L), NaHCO, (26.19 mmol L)
and CaCl,x2H,0 (0.54 mmol L)

NE preparation

NEs within this work were produced by a high-energy method using microfluidizer
(Model M-110EH-30, Microfluidics®, USA). NEs without SA were prepared by the addition
of oil (5 %, m/m) to the aqueous surfactant solution (0.5-5 %, m/m) at room temperature
under magnetic stirring (Table I). The mixture was then pre-homogenized on Ultra-Tur-
rax® (IKA-Werke GmbH & Company, Germany) during 5 minutes at 6000 rpm and the
obtained coarse emulsion was further processed on microfluidizer under the pressure of
1000 bar and 10 cycles. To prepare NEs with SA (SANEs), SA (0.01-0.3 %, m/m) was dis-
solved in Miglyol® 812 (5 %, m/m) by heating to 70 °C. The aqueous solution of Cremophor®
EL (2.5 %, m/m) and glycerol (2.5 %, m/m) preheated to the same temperature was added to
the oil phase under magnetic stirring and the rest of the procedure was done as for the NEs
without SA.

Physicochemical characterization and stability testing

Droplet size, polydispersity index (PDI) and zeta-potential of NEs were measured by
photon correlation spectroscopy (PCS) using Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments,
United Kingdom) at 25 °C. For that purpose, NE samples were diluted 100x (V/V) with
double distilled water (droplet size and PDI) and 10 mM NaCl solution (zeta-potential),
respectively. pH was measured on a Seven Multi pH/conductometer (Mettler Toledo, USA)
at 25 °C. NE viscosity was measured using MCR 102 rheometer (Anton Paar, Austria)
equipped with a cone-plate measuring device (CP 50-1, trim position 102 pm) over a shear
rate range 1-100 s™! at 25 °C. The viscosity of oils was determined by employing the same
method. Surface tension measurements were performed on Kriiss K-100C tensiometer
(Germany), employing the Du Noiiy ring method. All measurements were performed at
25 °C using a water-circulating bath with temperature stability within 0.02 °C. For stability
testing purposes droplet size, PDI, zeta-potential and pH were measured as described
after 30 and 150-day storage period at 4 °C.

In vitro biocompatibility study

In vitro biocompatibility study was performed using HCE-T cells (RIKEN Cell Bank,
Japan). The cells were cultivated as reported previously (11, 12). For in vitro biocompatibility
studies two types of cell models were employed, namely 2D and 3D HCE-T cell models.
For cultivations of the 2D model, HCE-T cells suspended in supplemented DMEM/F-12
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medium were seeded onto a 96-well plate (1x10* cells per well) and grown until reaching
confluence. The culture medium was then aspirated and the cells were rinsed with HBSS
(approximately 100 pL per well). The cells were then exposed to NE diluted 10x (V/V) in
HBSS, as previously described (13), during 30 minutes at 37 °C. The NE samples were then
removed, the cells were rinsed with HBSS (approximately 100 uL per well), the culture
medium was added (100 pL per well) and the cells were left in the incubator until the fol-
lowing day when MTT assay was performed. MTT was dissolved in phosphate buffered
saline (PBS, Sigma-Aldrich) to obtain a 6 mM solution and 20 pL of such solution were
added to each well. The cells were then incubated during 3 hours at 37 °C, after which the
medium was aspirated and 100 uL of isopropanol was added to each well in order to dis-
solve the formazan crystals. The absorbance of the formazan solution was measured at 570
nm with a microplate reader (1420 Multilabel counter VICTOR?, Perkin Elmer, USA). The
cells incubated in HBSS were used as a control of 100 % cell viability.

For cultivation of the 3D HCE-T model, Transwell® polycarbonate membrane cell cul-
ture inserts (0.4 pm pore size, 12 mm diameter, surface area 1.12 cm?, Corning B.V. Life
Sciences, Amsterdam, The Netherlands) were used. The 3D HCE-T model was cultivated
as reported previously (11, 12). Before treatment with the NE samples, the culture medium
was aspirated from the basolateral side and the inserts were washed with HBSS. The in-
serts were then transferred to a new 12-well cell culture plate (Corning B.V. Life Sciences)
and incubated during 30 minutes in HBSS (0.5 mL apical side/1.5 mL basolateral side) at
37 °C. After incubation, HBSS from the apical side was removed and 0.5 mL of NE sample
diluted 10 x (VV) in HBSS, as previously described (13), was added instead and the model
was incubated during 30 minutes at 37 °C. After incubation, the test samples were removed
from the apical side and the inserts were washed with HBSS, after which the inserts were
transferred to a new 12-well plate with a metal plate containing 2 mL of cell culture medium
in the basolateral side, while the apical side was exposed to the air-liquid interface (ALI)
overnight. MTT assay was performed according to the protocol previously reported (11,
14). Briefly, after removing the cell culture medium, 0.7 mL of MTT solution in the cell
culture medium (1.2 mM) was added to both apical and basolateral compartment and the
model was incubated during 3 hours at 37 °C. After removing the MTT solution, formazan
crystals were dissolved in isopropanol (0.7 mL in both apical and basolateral compart-
ment) and the absorbance was determined as described for 2D HCE-T cell model above.

In vitro mucoadhesion study

For a better understanding of NE interaction with mucin an in vitro study was per-
formed as described by Pereira de Sousa et al. (15) with some modifications. Briefly, 1 %
(m/m) mucin dispersion in STF was prepared by overnight stirring at room temperature.
NEs were mixed with the mucin dispersion in 40:7 (V/V) ratio and left under magnetic
stirring at 300 rpm during 20 minutes at room temperature. Samples were taken at 5 and
20 minutes and droplet size and zeta-potential were measured as described above.

RESULTS AND DISCUSSION

NE technology has an increasing influence in every aspect of drug delivery (16-18),
particularly in ophthalmic drug delivery (2, 19). Physicochemical properties affecting in
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vivo performance of an ophthalmic NE include droplet size, size distribution and zeta-po-
tential, formulation viscosity profile as a function of applied shear, pH, osmolarity, and
surface tension (20, 21). In order to develop a stable cationic NE with SA as a carrier of
positive charge, we first performed screening of ophthalmically acceptable oils and non-
ionic surfactants in search for primary formulation with small droplet size and low PDI
value.

Screening of oils and nonionic surfactants for NE preparation

Four different types of oils (castor oil, Miglyol® 812, sesame oil and soybean oil) and
surfactants (Cremophor® EL, Pluronic® F68, Tween® 60 and Tween® 80) were used to pro-
duce NEs using microfluidizer (Table I). While the oil concentration was fixed at 5 % (m/m),
since higher oil concentrations tend to cause blurred vision when NEs are applied to the
eye (1), the surfactant concentration varied between 0.5 and 5 % (1m/m). As can be seen from
Table ], the oil type had a significant influence on the NE droplet size, which could be ascribed
to the difference in the oil viscosity. It was already stated that higher viscosities lead to flow
resistance in the chamber of a microfluidizer which reduces the rate and efficiency of
droplet disruption, resulting in larger droplet formation (22). The viscosity values mea-
sured for castor oil, Miglyol® 812, sesame and soybean oil were 704.37 + 14.85, 22.91 + 0.05,
55.89 + 0.13 and 54.91 + 0.21 mPa s, respectively. Thus, the largest droplets were obtained
with castor oil, which had the highest viscosity, and the smallest droplets were produced
with Miglyol® 812, which had the lowest viscosity. Since smaller oil droplet size contributes to
the NE stability and also leads to an increase in the total surface area available for drug
diffusion (2), Miglyol® 812 was chosen as the oil phase for further studies. While the type
of nonionic surfactants did not seem to have a strong impact on the droplet size, the increase
in the surfactant concentration had a significant influence on the droplet size reduction, as
already reported elsewhere (23, 24). This can be explained by the fact that an excess of
surfactant in the bulk NE outer phase is available to cover any new droplet surface formed
during homogenization and by the fact that the droplet surface is covered more rapidly
(24). Also, lowering the interfacial tension through the use of surfactants may facilitate
droplet disruption and formation of smaller droplets (25). Zeta-potential of all the NEs
produced was close to zero or slightly negative, probably due to the preferential adsorption
of OH™ ions on the droplet surface, as explained elsewhere (26). From all the NEs prepared
the NE formulation with 5 % (m/m) of Miglyol® 812 and 2.5 % (m/m) of Cremophor® EL was
chosen for further studies because it had the lowest droplet size among the NE formulations
with PDI value lower than 0.2.

Preparation and physicochemical characterization of cationic stearylamine NEs (SANEs)

After selecting the primary formulation stabilized with nonionic surfactant only, the
selection of SA concentration for SANE preparation was performed. A total of 4 NE formu-
lations of Miglyol® 812 (5 %, m/m), Cremophor® EL (2.5 %, m/m) and SA (0.01, 0.05, 0.1 and
0.3 %, m/m) with glycerol as a tonicity agent (2.5 %, m/m) were prepared (Table II) and a
detailed physicochemical characterization was performed. The obtained SANEs were
highly fluid and homogenous with milky-white appearance with osmolarity in the physio-
logical range of tear film. All SANE formulations were characterized by small droplet size
(81.03 to 95.6 nm) and appropriate PDI (0.139 to 0.251) with droplet size and PDI increasing
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Table I. Droplet size, polydispersity index (PDI) and zeta-potential of nanoemulsions prepared with different
oil type, surfactant type and surfactant concentration

Surfactant Droplet size Zeta-potential

Oil type Surfactant type concentration (%) (nm) PDI (mv)
0.5 374.8+1.6 0.205 + 0.051 -11.2+0.5
1 281.0+2.8 0.270 £ 0.038 -8.6+0.7
Cremophor® EL
2.5 231.1+3.3 0.448 +0.119 -72+04
5 212.5+2.7 0.419 + 0.006 -6.7+0.5
0.5 407.6 +3.6 0.315 + 0.054 -12.2+09
1 3409 +2.2 0.268 + 0.058 -99+09
Pluronic® F68
2.5 258.3+2.5 0.212 £ 0.034 -6.0+0.7
5 223.5+39 0.268 + 0.021 -5.0+04
Castor oil

0.5 458.0+2.8 0.100 = 0.071 -75+0.7
1 3809 +4.2 0.235 +0.075 -59+0.1

Tween® 60
2.5 275.5+3.0 0.238 +0.026 -5.5+0.1
5 227.6 +4.2 0.323 +0.048 -5.0+0.3
0.5 4487 +114  0.250 +£0.247 -8.6+04
1 367.7 +3.0 0.274 + 0.069 -31+£0.5

Tween® 80
2.5 282.0+3.7 0.233 +0.018 -2.5+0.6
5 2385+ 1.7 0.351 + 0.069 -2.2+0.2
0.5 205.3+2.1 0.089 + 0.007 -70+0.7
1 158.7 +2.5 0.093 + 0.020 -45+0.5

Cremophor® EL
2.5 98.5+0.7 0.160 + 0.007 -43+07
5 65.1+0.7 0.216 + 0.002 -2.2+0.5
0.5 2255+14 0.135+0.019 -1.3+0.3
1 190.8 + 1.8 0.134 +0.008 -1.3+0.5
Pluronic® F68
2.5 1379 +0.7 0.143 +0.012 -19+0.6
5 95.9 +0.6 0.171 £ 0.023 -1.3+0.3
Miglyol® 812

0.5 197.3+2.4 0.115 £ 0.031 -141+0.6
1 160.6 +1.4 0.144 +0.010 -12.3+0.6

Tween® 60
2.5 114.7 +1.5 0.289 +0.030 -11.0+0.6
5 79.5+0.7 0.348 +0.024 -82+0.5
0.5 196.3+1.1 0.131 £ 0.005 -10.7 £ 0.5
1 154.6+1.3 0.184 +0.027 -6.0+0.5

Tween® 80
2.5 108.5+0.5 0.286 + 0.020 -22+0.6
5 78.2+0.7 0.361 £ 0.046 -1.4+0.8
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Table I. Continued

0.5 2476 £3.9 0.093 +0.039 —29+0.6
1 198.5+3.0 0.134 + 0.016 -2.5+04
Cremophor® EL
2.5 132.2+19 0.271 +0.023 -2.3+0.7
5 92.7 +0.8 0.371 +£0.030 -19+0.6
0.5 2579 +4.5 0.140 + 0.080 -2.2+0.5
1 231.2+4.6 0.114 + 0.031 -19+0.5
Pluronic® F68
25 182.2+2.7 0.188 + 0.030 -1.0+0.2
5 146.6 +4.3 0.245 +0.113 -09+09
Sesame oil

0.5 2431 +6.1 0.016 = 0.016 -5.4+0.5
1 2054 +2.7 0.108 + 0.052 -73+0.6

Tween® 60
2.5 143.6 +39 0.222 +0.002 -61+04
5 86.8+1.8 0.349 + 0.034 -6.2+0.6
0.5 233.8+2.7 0.099 +0.032 -3.2+0.5
1 193.5+3.2 0.105 +0.008 -2.3+0.5

Tween® 80
2.5 138.3+2.4 0.199 £ 0.020 -29+05
5 93.0+2.1 0.340 +0.028 -2.7+0.5
0.5 236.2+3.3 0.148 + 0.090 -71+0.2
1 190.8 +3.1 0.097 +0.036 -52+0.7

Cremophor® EL
25 1184 +24 0.181 £ 0.019 -4.2+0.8
5 87.8+1.3 0.383 +0.011 -3.7+0.3
0.5 253.7 +6.3 0.124 +0.006 -4.4+03
1 2291 +6.2 0.121 +0.033 -34+0.5
Pluronic® F68
2.5 1799 +44 0.050 + 0.040 -2.8+0.5
5 1454 +24 0.212 + 0.045 -3.6+1.2
Soybean oil

0.5 238.3+3.8 0.127 +0.022 -64+04
1 195.6 +2.8 0.167 +0.003 -5.2+0.3

Tween® 60
2.5 115.3+1.3 0.336 +0.039 -55+0.4
5 83.8+09 0.429 +0.049 -5.5+0.3
0.5 2451 +59 0.076 + 0.055 -9.0+0.3
1 2059 £5.1 0.131 +£0.021 -4.0+0.6

Tween® 80
25 149.2 + 3.8 0.231 + 0.007 -1.6+0.2
5 99.8 +2.4 0.314 £ 0.017 -09+0.8

Mean +£SD, n=2
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with the increase of SA concentration (Table II). As expected, zeta-potential also increased
from 3.1 to 25.5 mV with the SA concentration increase from 0.01 to 0.3 % (m/m). Zeta-po-
tential of droplets influences formulation precorneal residence and stability at the ocular
surface as well as formulation stability during storage. For all SANE formulations, pH was
in the range acceptable for ophthalmic administration. SANE formulations behaved as
Newtonian systems and their viscosity, as determined by rotational rheological characteri-
zation, was in the range similar to the viscosity of water with a slight increase with the
increase in SA concentration. Low formulation viscosity enables dosing accuracy and ease
of eye-drop administration. Surface tension is an important physicochemical formulation
parameter that determines spreading of a formulation across the ocular surface and also
influences capillary drainage through the nasolacrimal ducts, affecting precorneal resi-
dence time of the instilled formulation (20). As expected, with the increase in cationic
surfactant concentration, the surface tension of SANE formulation decreased. The surface
tension of the tear film has a physiological range of 40—46 mN/m (27, 28). Generally, higher
surface tension values correspond to lower tear film stability, as it is the case in dry eye
disease, where a surface tension range of 44-53 mN m™! has been reported (29, 30). The
surface tension of an ophthalmic formulation should be close to 35 mN m™, since there are
indications that the administration of formulations with lower surface tension may be
painful and uncomfortable (30, 31).

Physical stability of SANE formulations was followed during 150-day storage at 4 °C.
The formulations did not show any difference in their visual appearance, i.e. no creaming
or phase separation was observed. The PCS analyses confirmed that during the storage
period, the droplets stayed in the nanometer range (< 100 nm) with only a minor size in-
crease (~10 nm), no significant changes in droplet size distribution (PDI < 0.25) nor zeta-
potential (Fig. 1), proving therefore a satisfactory formulation stability. As a role of thumb,
droplet zeta-potential either above 30 mV or below —30 mV is considered a good indicator
of long-term stability of a charged NE (16). The satisfactory formulation physical stability
of the investigated SANE formulations, therefore, confirms an effective dual electro-steric
stabilization. As an indicator of chemical stability, the pH value was also determined. In
all the formulations a decrease in pH was observed, however, pH values stayed in the
ophthalmically acceptable range (6.07-8.45).

Table I1. Droplet size, polydispersity index (PDI), zeta-potential, pH, viscosity and surface tension of
nanoemulsions with different stearylamine (SA) concentration

SA (%) Dro(pnlre;)size PDI Zeta—(pr):\;intial pH V(i;c;asist)y tSeurfsf?oCE
(mN m™)
0 81.2+04 0.110 + 0.007 —2.0+0.5 676+0.12 1.32+0.01 34.53+1.16
0.01 81.03+0.4 0.139 £ 0.017 31+£0.5 6.82+0.14 140+0.02 34.98+0.38
0.05 86.0+04 0.228 +0.005 13.2+12 703012 171+0.07 34.57+0.37
0.1 89.9+0.5 0.236 + 0.005 20.3+1.3 778019 3.31+0.32 32.67+0.62
0.3 95.6+2.8 0.251 +0.012 25.5+2.15 8.69+0.31 280+0.30 31.29+1.02

Mean +SD, n=2
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Fig. 1. a) Droplet size and polydispersity index (PDI), b) zeta-potential of SANE formulations mea-
sured at day 0, 30 and 150. Data are expressed as mean + SD (1 = 2). NE without SA (0 %) is plotted as
control formulation.

In vitro biocompatibility determination

The most extensively characterized human-derived cell line used in corneal biocom-
patibility and transcorneal permeability studies is the immortalized human corneal epi-
thelial cell line (HCE-T) (11). The majority of in vitro biocompatibility screenings is cur-
rently undertaken using cells cultured in a two-dimensional (2D) environment (32).
However, this does not accurately reflect the three dimensional (3D) structure of the cor-
neal epithelium. The use of inadequate experimental tools can lead to wrong conclusions
about formulation biocompatibility. Therefore, SANE formulation biocompatibility was
screened using both 2D and 3D HCE-T cell-based model. As shown in Fig. 2, cell viability
in the 2D HCE-T model was severely affected in the presence of formulations, and the
negative formulation effect on cell viability increased in relation to SA content. However,
SANE formulations in the same concentration irrespective to SA content were found to be
biocompatible with the 3D HCE-T cell-based model.

In vitro mucoadhesion determination

Beneficial effects of NEs on eye-related bioavailability will depend on the residence
time of a formulation at the ocular surface. SA, as a cationic surfactant, has the potential to
interact with mucins present in the tear fluid. Mucins are high-molecular-mass glycopro-
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Fig. 2. 3D (1 =2) and 2D (n = 5) HCE-T model viability (%) determined by MTT assay after 30-minute
incubation with NE diluted 10 times with HBSS pH 7.4. Cells incubated in HBSS only were used as a
control of 100 % cell viability. Data are expressed as mean = SD.

teins with polysaccharide side chains usually terminated with either fucose or sialic acid,
which makes them negatively charged at physiological pH (33). In order to determine
mucoadhesion potential of SANE formulations, we investigated the electrostatic inter-
actions occurring between SANE droplets and diluted mucins by adapting the method
developed by Bernkop-Schniirch group (15) to mimic the conditions at the ocular surface.
More precisely, SANE formulations were mixed with 1 % (m/m) mucin dispersion in STF
in 40:7 (V/V) ratio and the mucin-droplet interaction was followed during 20 minutes (Fig.
3). This ratio was based on the approximate volumes of an eye-drop (40 uL) and a tear film
(7 uL) (34, 35). In a short time period after eye-drop instillation, positively charged oil
droplets should electrostatically interact with negatively charged mucins in order to
decrease their clearance from the ocular surface. This droplet/mucin interaction should be
detectable in vitro by an increase in droplet size and a decrease in droplet zeta-potential.
This innovative in vitro method for determination of NE mucoadhesive properties was
used as an alternative to the most frequently used in vitro methods, such as tensile strength
and rheological method (36). Tensile strength has been the most extensively used in vitro
method for the determination of bioadhesive interactions and it can be performed on solid
and semisolid materials or formulations. Besides the need to adjust certain parameters
(force, contact time and withdrawal speed) depending on the tested sample and consequent
incomparability of the results obtained among distinct samples (36), this method is not
appropriate for liquid samples, and was thus not used within this study. Another commonly
used in vitro method is the rheological method, which can detect interactions between
mucin and polymers in terms of viscosity increase due to synergism (36, 37). However, due
to the fact that our NE formulations did not contain any polymeric material, this rheo-
logical method was also not a good choice, since it could underestimate NE mucoadhesive
properties and give inconsistent and confusing results. The innovative in vitro method
used within this study is appropriate for liquid samples containing positively charged
nanomaterial. However, it could not be used to test mucoadhesion of solid or semisolid
formulations, nor formulations that base their mucoadhesive properties on mechanisms
other than electrostatic interaction. In vivo studies, that are usually based on measurement
of formulation residence time on the ocular surface, are needed to confirm the results
obtained by in vitro methods, even though such methods do not provide an insight in the
mucoadhesion mechanism (36).
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Fig. 3. a) Droplet size and b) zeta-potential of nanoemulsions measured before and 5 and 20 minutes
after mixing with 1 % (m/m) mucin dispersion in STF in 40:7 (V/V) ratio. NE without SA (0 %) was used
as control formulation. Data are expressed as mean + SD.

A drastic change in studied physicochemical parameters was observed immediately
5 minutes after mixing SANE formulations with mucins (Fig. 3). The droplets reached a
size above 200 nm for SANE formulations with SA content up to 0.1 %. Interestingly, the
droplet size increase was not observed for the formulation with the highest SA content.
Droplet zeta-potential decreased significantly for all SANE formulations. The NE formula-
tion without SA was used as a negative control and no significant change in studied
physicochemical parameters was observed throughout the whole test period. Therefore,
the change in size and zeta-potential detected can be ascribed to droplet/mucin interaction
mediated by SA positively charged groups at the droplet interface.

CONCLUSIONS

Physicochemical parameters (droplet size < 100 nm, PDI < 0.25, zeta-potential ~13 mV,
pH ~7, surface tension ~35 mN m™) and stability profile pointed out SANE formulation
with 0.05 % SA as the leading formulation. This was confirmed in in vitro mucoadhesion
study where substantial droplet/mucin interaction was determined for the mentioned
SANE formulation. The selected formulation was also found to be biocompatible with the
3D HCE-T cell-based model of corneal epithelium. Minimizing SA content while retaining
droplet/mucin interactions is of great importance for efficacy and safety of future ophthal-
mic drug products.
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ABSTRACT

Keywords: Inflammation plays a key role in dry eye disease (DED) affecting millions of people worldwide. Non-steroidal
Dry eye disease anti-inflammatory drugs (NSAIDs) can be used topically to act on the inflammatory component of DED, but their
Nanoemulsion limited aqueous solubility raises formulation issues. The aim of this study was development and optimization of
NS'AID functional cationic nanoemulsions (NEs) for DED treatment, as a formulation approach to circumvent solubility
E:;;;?;n problems, prolong drug residence at the ocular surface and stabilize the tear film. Ibuprofen was employed as the

model NSAID, chitosan as the cationic agent, and lecithin as the anionic surfactant enabling chitosan in-
corporation. Moreover, lecithin is a mixture of phospholipids including phosphatidylcholine and phosphatidy-
lethanolamine, two constituents of the natural tear film important for its stability. NEs were characterized in
terms of droplet size, polydispersity index, zeta-potential, pH, viscosity, osmolarity, surface tension, entrapment
efficiency, stability, sterilizability and in vitro release. NEs mucoadhesive properties were tested rheologically
after mixing with mucin dispersion. Biocompatibility was assessed employing 3D HCE-T cell-based model and ex
vivo model using porcine corneas. The results of our study pointed out the NE formulation with 0.05% (w/w)
chitosan as the lead formulation with physicochemical properties adequate for ophthalmic application, mu-

coadhesive character and excellent biocompatibility.

1. Introduction

A stable preocular tear film is a hallmark of ocular health, as it
protects and moisturizes cornea and forms the primary refracting sur-
face for light entering the visual system (Willcox et al., 2017). A two
layered model of the tear film has been proposed, consisting of: (i) a
mucoaqueous gel layer making up the bulk of the tear thickness and
interacting directly with the epithelium, and (ii) an overlying very thin
lipid layer, at least partly integrated with the mucoaqueous gel. Dry eye
disease (DED), a multifactorial disease of the ocular surface, is char-
acterized by a loss of homeostasis of the tear film (Craig et al., 2017).

The loss of homeostasis involves a quantitative or qualitative deficiency
of tears that typically induces tear film instability, wetting defects and
hyperosmolar stress, increased friction and chronic mechanical irrita-
tion at the ocular surface (Bron et al., 2017). This initiates a chain of
inflammatory events and further ocular surface damage.

Currently, the main therapeutic options for DED are tear replace-
ment and topical anti-inflammatory therapy (Jones et al., 2017). A
topical ophthalmic formulation with or without an active pharmaceu-
tical ingredient (API) is delivered directly on the ocular surface and
excipients used in the formulation play an essential role in addressing
quantitative or qualitative deficiency of tears. There are numerous over-

Abbreviations: DED, dry eye disease; NSAIDs, non-steroidal anti-inflammatory drugs; NE, nanoemulsion; API, active pharmaceutical ingredient; CsA, cyclosporine A;
O/W, oil-in-water; TFLL, tear film lipid layer; LMw and MMw, low and medium molecular weight; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheny] tetrazolium
bromide; STF, simulated tear fluid; HBSS, Hank's balanced salt solution; KRB, Krebs-Ringer buffer; UPLC, Ultra-Performance Liquid Chromatography; RT, room
temperature; PDI, polydispersity index; PCS, photon correlation spectroscopy; AFM, atomic force microscopy; ALL, air-liquid interface; PBS, phosphate buffered

saline; BAK, benzalkonium chloride; TBUT, tear film breakup time
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the-counter products (artificial tears) aiming to replace and/or sup-
plement the tear film. The most abundant component in these lubricant
eye drops is the aqueous base with a variety of viscosity enhancing
agents incorporated to improve lubrication and prolong the retention
time on the ocular surface. More recently, a variety of lipids (e.g. mi-
neral oils and phospholipids) have been incorporated in ocular lu-
bricant formulations to help restoration of the tear film lipid layer
(Benelli, 2011). APIs aiming at decreasing inflammation at the ocular
surface include glucocorticoids, non-glucocorticoid immunomodulators
(i.e. cyclosporine A (CsA) and tacrolimus), non-steroidal anti-in-
flammatory drugs (NSAIDs) and antibiotics (Jones et al., 2017).

Oil-in-water (O/W) nanoemulsions (NEs), ultrafine dispersions sta-
bilized by an amphiphilic surfactant (Singh et al., 2017), hold great
potential for effective treatment of DED (Jones et al., 2017; Lallemand
et al., 2017). According to current understanding, mixing of a NE with
the tear film compromises NE stability, the oil nanodroplets break down
with time, the oil merges with the lipid layer of the tear film, and the
surfactant components associate with the mucus layer (Gan et al., 2013;
Walenga et al., 2019). Supplementation of a deficient tear film lipid
layer (TFLL) with appropriate lipid components by merging with oil
droplets possibly induces tear film stabilization. Furthermore, NEs ef-
fectively deliver APIs with limited aqueous solubility into the corneal
segment giving delayed and sustained release (Lalu et al., 2017). This
can be ascribed to oil nanodroplets that act as an API reservoir before
and after merging with TFLL. As the majority of anti-inflammatory APIs
have limited aqueous solubility, API-loaded NE can assure dry eye
symptom relief due to tear film stabilization as well as anti-inflamma-
tion effects breaking the vicious circle of DED.

Over the past two decades NEs have been seriously investigated as a
strategy to enhance the eye-related bioavailability of CsA following
topical ocular instillation (Lallemand et al., 2017). These efforts led to
the commercialization of three NE-based ophthalmic products for
treatment of DED. Restasis® (Allergan) is a preservative-free anionic O/
W NE of CsA-loaded castor oil, emulsified and stabilized by polysorbate
80 and carbomer copolymer, approved by the U.S. Food and Drug
Administration (FDA). Lacrinmune® (Bausch & Lomb, approved in Ar-
gentina) has a composition similar to that of Restasis®, except for the
addition of sodium hyaluronate which increases formulation viscosity
with the aim to prolong the residence time at the ocular surface.
Ikervis® (Santen) is a cationic NE of medium-chain triglycerides emul-
sified and stabilized using tyloxapol, poloxamer 188 and cetalkonium
chloride, approved by the European Medicines Agency (EMA). In this
formulation quaternary ammonium cetalkonium chloride, an alkyl de-
rivative of benzalkonium chloride, does not have a preservative role but
it renders the oil nanodroplets positively charged. The presence of po-
sitive charge on the nanodroplet surface enables their electrostatic in-
teraction with negatively charged ocular surface mucins, improving
formulation precorneal residence (Daull et al., 2014). It is therefore
assumed that the residence time of CsA in Ikervis® is longer than that in
Restasis® (Lallemand et al., 2012), which, accompanied with higher
dosage strength, could very likely explain the difference in dosing re-
gimen between once-a-day Ikervis® versus twice-a-day Restasis®
(Lallemand et al., 2017).

CsA is used in the treatment of more severe cases of DED; it has to be
used for extended periods of time and its onset of action is postponed.
Topical glucocorticoid or NSAID short-term pre-treatment could pro-
vide faster sign and symptom relief than topical CsA alone in severe
DED (Jones et al., 2017). Moreover, topical glucocorticoids or NSAIDs
have a potential for effective treatment of mild-to-moderate DED. De-
velopment of formulations with prolonged residence at the ocular
surface would enable reduction of the required dose of glucocorticoids
and NSAIDs providing better benefit-risk balance of future ophthalmic
drug products (Subrizi et al., 2019). Therefore, further investigations
are needed to explore the potential of glucocorticoids or NSAIDs in a
pulse-dose form to break the vicious circle of DED, to develop effective
formulations and to clarify the appropriate dosing schedules.
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In this study, we propose the development of a functional cationic
ophthalmic NE loaded with a NSAID aiming to relieve dryness, stabilize
the tear film and act on the inflammatory component in mild-to-mod-
erate DED patients. Special attention was paid to the selection of ex-
cipients in order to achieve optimal balance between formulation
properties (droplet size and size distribution, zeta-potential, osmolarity,
viscosity, surface tension and stability) and formulation effect on the
ocular surface (mucoadhesion, tear film and corneal epithelium bio-
compatibility). The mucoadhesive biopolymer chitosan was chosen as a
carrier of positive charge and was incorporated in NE using its inter-
action with the anionic surfactant lecithin. Lecithin is a natural lipid
mixture of phospholipids including phosphatidylcholine and phospha-
tidylethanolamine, two phospholipids that are commonly found in tears
(Dean and Glasgow, 2012; Jones et al., 2017; Saville et al., 2011).
Kolliphor® EL, a non-ionic surfactant commonly used in ophthalmic
products, was used as the second (more hydrophilic) surfactant to op-
timize the NE droplet size and stability (Trotta et al., 2002). Ibuprofen
was used as the model NSAID of highly lipophilic nature. The for-
mulation biocompatibility assessment employing appropriate in vitro
and ex vivo models has been included in this early phase of formulation
development.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Ibuprofen (Hubei Biocause Phamaceutical Co., Ltd., Jingmen,
China) was kindly donated by Pliva (Zagreb, Croatia). For NE pre-
paration the following substances were used: Miglyol® 812 (Kemig,
Zagreb, Croatia), lecithin (Lipoid S 45, Lipoid, Ludwigshafen,
Germany), Kolliphor® EL (BASF, Ludwigshafen, Germany), glycerol
(T.T.T., Sveta Nedjelja, Croatia), low molecular weight (M,,) chitosan
(M,, range 50-190 kDa, degree of deacetylation range 75-85% and
viscosity range of 1% (w/w) solution in 1% acetic acid 20-300 mPas;
Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) and medium M, chitosan (M,
range 190-310 kDa, degree of deacetylation range 75-85% and visc-
osity range of 1% (w/w) solution in 1% acetic acid 200-800 mPa s;
Sigma-Aldrich). Porcine gastric mucin type II was purchased from
Sigma-Aldrich and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetra-
zolium bromide (MTT) was purchased from AppliChem (Darmstadt,
Germany). Fluorescein sodium salt was purchased from Sigma-Aldrich,
HEPES from AppliChem, Na,HPO,2H,O from Fluka Chemie AG
(Buchs, Switzerland). All other reagents were of analytical grade and
purchased from Kemig or Sigma-Aldrich. Simulated tear fluid (STF) pH
7.4 was prepared by dissolving KCl (1.4 mg mL™'), NaCl
(6.8 mg mL™'), NaHCO; (2.2 mg mL™ ') and CaCly2H,0
(0.08 mg mL ™) in double-distilled water. Hank's balanced salt solution
(HBSS) pH 6.0 was prepared by dissolving KCI (0.4 mg mL ™), NaHCO5
(0.35 mg mL™1Y), NaCl (8.0 mg mL™Y), p-glucose monohydrate
(1.1 mg mL™'), KH,PO, (0.06 mg mL™'), Na,HPO,2H,0
(0.06 mg mL™'), CaCl,2H,O0 (0.185 mg mL™'), MgCly6H,0
(0.1 mg mL™Y), MgSO47H,0 (0.1 mg mL™ ) and HEPES
(7.15 mg mL™!) in double-distilled water. Krebs-Ringer buffer (KRB)
pH 7.4 was prepared by dissolving KCl (0.4 mg mL™!), NaCl
(6.8 mg mL™ 1), NaHCO;5 (2.1 mg mL ™), MgSO,7H,0 (0.4 mg mL™ 1),
D-glucose monohydrate (1.1 mg mL 1), CaCl,2H,0 (0.52 mg mL™Y),
NaH,PO,2H,0 (0.158 mg mL™') and HEPES (3.575 mg mL™') in
double-distilled water.

2.2. Solubility study

The solubility of ibuprofen in Miglyol® 812 and lecithin/Miglyol®
812 (1:50, w/w) solution was determined by adding an excess amount
of drug to 5 g of oil or lecithin solution in oil and subsequent magnetic
stirring at 25 °C during 48 h to reach equilibrium. Afterwards, the
samples were centrifuged for 30 min at 1520-g and the supernatants
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filtered through 0.2 pm Spartan™ regenerated cellulose filters
(Whatman, United Kingdom). The samples were further diluted with
methanol and ibuprofen concentration was analyzed using Ultra-
Performance Liquid Chromatography (UPLC), as described in Section
2.13.

2.3. Nanoemulsion preparation

2.3.1. Nanoemulsions with lecithin and Kolliphor® EL

NEs with 5% (w/w) Miglyol® 812 and increasing amounts of lecithin
(0.1-1.0%, w/w) were prepared using microfluidizer (Model M-110EH-
30, Microfluidics®, Westwood, MA, USA). Before homogenization le-
cithin was dissolved in Miglyol® 812 at room temperature (RT) under
magnetic stirring. Lecithin solution in Miglyol® 812 (oil phase) was
added to water phase under magnetic stirring, and the mixture was
further pre-homogenized with Ultra-Turrax® (IKA-Werke GmbH &
Company, Staufen, Germany) during 5 min at 6000 rpm. The obtained
coarse emulsion was then processed with microfluidizer under the
pressure of 1000 bar and 10 cycles.

NEs with 5% (w/w) Miglyol® 812, 0.1% (w/w) lecithin and in-
creasing amounts of Kolliphor® EL (0.25-2.5%, w/w) were prepared as
described above using the water phase containing Kolliphor® EL.

Process parameters (pressure and number of cycles) were optimized
on a coarse O/W emulsion containing 5% (w/w) Miglyol® 812, 0.1%
(w/w) lecithin and 0.5% (w/w) Kolliphor® EL. The pressure and the
number of cycles were varied in the range 400-1300 bar and 1-15,
respectively. NE with the same composition was also prepared using
high-pressure homogenizer (Panda Plus 2000®, GEA Niro Soavi, Parma,
Italy) under the pressure of 1000 bar and 5 cycles.

2.3.2. Chitosan-coated nanoemulsions

Chitosan-coated NEs were prepared with two different methods
using increasing amounts of low (LM,,) or medium (MM,,) M,, chitosan.
In the first method, optimized uncoated NE prepared using micro-
fluidizer (1000 bar, 5 cycles) was magnetically stirred with different
amounts of 1% (w/w) chitosan (LM, or MM,,) solution (filtered, pre-
pared in 0.5%, w/w acetic acid). The final chitosan concentration
ranged from 0.05 to 0.5% (w/w) while the concentration of Miglyol®
812 was fixed at 2.5% (w/w). In the second method, different amounts
of 1% (w/w) chitosan (LM,,) solution were added to the aqueous
Kolliphor® EL solution (water phase) prior phase mixing and processing
on microfluidizer (1000 bar, 5 cycles). The final chitosan concentration
in NEs was 0.05 and 0.3% (w/w) and the concentration of Miglyol® 812
was again fixed at 2.5% (w/w).

2.3.3. Ibuprofen-loaded nanoemulsions

Ibuprofen-loaded chitosan-coated and uncoated NEs were prepared
by dissolving ibuprofen (0.2%, w/w) in the oil phase (lecithin solution
in Miglyol® 812) at RT under magnetic stirring. Glycerol (2.5%, w/w)
was added to the water phase to adjust NE tonicity. Uncoated ibu-
profen-loaded NE was prepared as described above, using micro-
fluidizer (1000 bar, 5 cycles). Chitosan-coated ibuprofen-loaded NEs
were prepared using the second method described in Section 2.3.2.

2.4. Droplet size, size distribution and zeta-potential analysis

Droplet size, polydispersity index (PDI) and zeta-potential of NEs
were measured by photon correlation spectroscopy (PCS) using
Zetasizer Ultra (Malvern Instruments, Malvern, United Kingdom) at
25 °C. For that purpose NE samples were diluted 500 (droplet size and
PDI) and 100 (zeta-potential) times (V/V) with 0.45 um filtered double-
distilled water and 10 mM NacCl solution, respectively. The detection
angle used for droplet size and PDI measurement was 90°. A disposable
folded capillary cell (DTS1070) was used for zeta-potential measure-
ment.
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2.5. Morphological analysis

Atomic force microscopy (AFM) was employed to determine the
morphological properties and to confirm data obtained on droplet size
and PDI by PCS. AFM was performed using AutoProbe CP-Research
SPM (TM Microscopes-Bruker) with 90 pm large area scanner.
Formulations were diluted with ultra-pure water 500 times (V/V), 10 uL
of diluted sample was placed on circular mica substrate (Highest Grade
V1 AFM Mica Discs, Ted Pella Inc., Redding, CA, USA) and dried in
vacuum. Due to the nature of the samples, noncontact mode was ap-
plied. AFM measurements were performed in air, using noncontact
probes Bruker Phosphorous doped silicon Tap300, model MPP-11123-
10 with Al reflective coating and symmetric tip. Driving frequency of
the cantilever was about 300 kHz. Both topography and “error signal”
AFM images were taken and later analyzed using the software Image
Analysis 2.2.0 (NT-MDT, Moscow, Russia).

2.6. pH, osmolarity and surface tension

The pH of NEs was determined using a Seven Multi pH/conducto-
meter (Mettler Toledo, Columbus, OH, USA) at 25 °C. Osmolarity was
determined by freezing point depression method (Advanced® 3D3
Single-Sample Osmometer, Advanced Instruments, Norwood, MA,
USA). The surface tension measurements were performed with Kriiss K-
100C tensiometer (Hamburg, Germany). Surface tension values were
determined employing Du Noiiy ring method. All the measurements
were made in triplicate at 25 °C using water circulating bath with
temperature stability within 0.02 °C.

2.7. Ibuprofen entrapment efficiency

The amount of ibuprofen entrapped in the oil droplets was de-
termined by ultrafiltration. A 2 mL aliquot of ibuprofen-loaded NE was
transferred to the upper chamber of a centrifuge tube fitted with ul-
trafilter (Centricon®, NMWL 10 kDa, Merck-Millipore, Billerica, MA,
USA), which was then centrifuged at 5000-g for 1 h. The entrapment
efficiency (EE %) was calculated from the following equation:
EE% = M X 100

wt @
where W, is the total amount of ibuprofen in the NE and W; is the
amount of ibuprofen in the filtrate, which was determined by UPLC, as
described in Section 2.13.

2.8. Stability studies

NEs were stored for 30 days at 4 and 25 °C, after which droplet size,
PDI, zeta-potential and pH were measured to evaluate stability. Stress
tests (heating—cooling cycles, centrifugation and freeze-thaw cycles)
were performed as previously described (Shafiq et al., 2007). Six cycles
between 4 and 45 °C were done with storage at each temperature not
less than 48 h. Centrifugation was performed at 9000-g during 30 min.
In the end, NEs were subjected to three freeze-thaw cycles between
—20 and 25 °C with storage at each temperature not less than 48 h.
After each cycle or centrifugation NEs were examined visually for phase
separation and characterized in terms of droplet size, PDI and zeta-
potential to evaluate stability. For each of the stress tests freshly pre-
pared NE formulations were used.

2.9. Nanoemulsion sterilization

NEs were aseptically filtered through 0.2 pm polyethersulfone (PES)
filter or autoclaved at 121 °C for 20 min. After each sterilization process
NEs were examined visually for phase separation and characterized in
terms of droplet size, PDI and zeta-potential.
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2.10. In vitro ibuprofen release

In vitro ibuprofen release was determined using US Pharmacopeia
apparatus type II (708-DS Dissolution Apparatus, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) modified by the addition of a cellulose acetate
dialysis bag (Spectra/Porl 4 Dialysis Tubing, MWCO 12-14 kDa,
Medicell International Ltd, London, UK). NE sample (1 mL) was placed
in the dialysis bag, the bag was sealed and tied to the apparatus paddle
and immersed in 900 mL of phosphate buffer pH 7.4 (34 °C, 50 rpm). At
scheduled time intervals, 2 mL aliquots were withdrawn and replaced
with fresh dissolution medium. The samples (including donor com-
partments at the end of the experiment) were analyzed for ibuprofen
content by UPLC method, as described in Section 2.13. All experiments
were performed at least in triplicate.

2.11. Mucoadhesive properties

NE mucoadhesive properties were determined by a slightly modified
simple rheological method (Hassan and Gallo, 1990) using MCR 102
rheometer (Anton Paar, Graz, Austria) equipped with a cone-plate
measuring device (CP 50-1, trim position 102 um). For this purpose a
20% (w/w) mucin dispersion in STF was prepared by overnight mag-
netic stirring at RT. Mucin dispersion (10%, w/w) with or without NE
was prepared by the addition of NE or water in 1:1 (w/w) ratio in the
20% (w/w) mucin dispersion in STF. The resulting mixtures were
magnetically stirred at 750 rpm during 15 min, and subsequently left
without stirring for 1 h at RT before measurement. NEs mixed with STF
in 1:1 (w/w) ratio were prepared in the same way. Flow curves of all
samples were measured at the shear rate range 0.1-100 s~ * and 34 °C.
To calculate the viscosity component due to bioadhesion (i;,) viscosity
values at the shear rate of 100 s~! were used and 5, was calculated
from the equation:

Ny =1 = Ny — Wy ()]

where 7, is viscosity of the measured sample, #,,, viscosity of 10% (w/w)
mucin dispersion and #, viscosity of NE mixed with STF in 1:1 (w/w)
ratio. All measurements were performed in triplicate.

2.12. Biocompatibility studies

2.12.1. In vitro corneal biocompatibility

Human corneal epithelial cells (HCE-T, RIKEN Cell Bank, Tsukuba,
Japan) were used for cultivation of 3D HCE-T cell-based model as
previously described (Juretic et al., 2017). Briefly, Transwell® poly-
carbonate membrane cell culture inserts (0.4 pm pore size, 12 mm
diameter, surface area 1.12 cm? Corning B.V. Life Sciences, Am-
sterdam, The Netherlands) were coated with rat tail type I collagen
(225 pg per well; Sigma-Aldrich) and human fibronectin (4 pg per well;
Sigma-Aldrich). HCE-T cells suspended in supplemented DMEM/F12
(Sigma-Aldrich) medium (Juretic et al., 2017) (10° cells in 0.5 mL)
were seeded onto the coated polycarbonate filter, and 1.5 mL of the
culture medium was added to the basolateral side. The cells were cul-
tivated submerged in the medium until a sharp increase in transe-
pithelial electrical resistance (TEER) was observed (from 4 to 7 days),
after which they were exposed to the air-liquid interface (ALI) for the
following 3 days. The culture medium was changed every 2 days during
the submerged conditions and every day during the exposure to the ALIL
During the ALI exposure, the inserts were lifted on a metal plate to
increase the basolateral volume to 2 mL.

Before treatment with the NE samples, the medium was aspirated
from the basolateral side, the metal plate was removed and the inserts
were washed with HBSS. The inserts were then transferred to a new 12-
well cell culture plate (Corning B.V. Life Sciences) and incubated for
30 min in HBSS (0.5 mL apical side/1.5 mL basolateral side) at 37 °C.
After incubation, HBSS from the apical side was removed and 0.5 mL of
NE sample diluted 10 times (V/V) in HBSS pH 6.0, as previously
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described (Kinnunen et al., 2014), was added and the model was in-
cubated for 30 min at 37 °C. HBSS only and ibuprofen suspension
(0.2 mg mL~1) in HBSS were used as controls. All the samples were
tested in triplicate. The pH of HBSS was set to 6.0 in order to ensure
protonated form of chitosan on the NE droplet surface (Rinaudo, 2016).
After incubation the test samples were removed from the apical side,
the inserts were washed with HBSS and displaced to a new 12-well plate
with the metal plate and 2 mL of medium at the basolateral side. MTT
assay was performed after 24 h according to the protocol by Pauly and
coworkers (Pauly et al., 2009). The medium was removed and 0.7 mL of
MTT solution in the medium (0.5 mg mL™1) was added to both apical
and basolateral side and the cell model was incubated for 3 h at 37 °C.
Subsequently, the MTT solution was removed and formazan crystals
were dissolved by the addition of 0.7 mL of isopropanol (Kemig) to both
sides. The absorbance was measured at 570 nm with a microplate
reader (1420 Multilabel counter VICTOR?, Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA).

2.12.2. Ex vivo corneal biocompatibility

Corneal biocompatibility was assessed on freshly excised porcine
corneas. Briefly, fresh porcine eyeballs were obtained from Large White
pigs (age 6-7 months, weight 90-115 kg, both female and male ani-
mals) from a local slaughterhouse. Porcine eyeballs were enucleated,
rinsed with an isotonic saline solution (NaCl 0.9%; B. Braun,
Melsungen, Germany) and transported in cold KRB buffer in a container
held on ice. After transport, the eyeballs were submerged in 1%
Betadine® solution (Alkaloid, Skopje, North Macedonia) for 3-5 min for
microbial decontamination and subsequently washed with phosphate
buffered saline pH 7.4 (PBS; Sigma-Aldrich) containing 1% (V/V) pe-
nicillin/streptomycin/amphotericin B mixture (Cat. No. 17-745E;
Lonza, Basel, Switzerland). The transport of porcine eyeballs and the
excision of corneo-scleral buttons were performed within 2 h of animal
death. The corneas were excised as corneo-scleral buttons in a laminar-
flow hood (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and placed with the
epithelial side down on 15 mL conical centrifuge tube caps. 1 mL of 4%
(w/V) agar (Muller Hinton II Agar, BBL™, Becton, Dickinson and
Company, Sparks, MD, USA) in DMEM/F-12 (Gibco®, Life
Technologies™, Carlsbad, CA, USA) cell culture medium without sup-
plements, previously autoclaved (121 °C, 20 min) and if necessary re-
heated in a microwave to a liquid state was pipetted on endothelial side
of each corneo-scleral button, in order to enable the formation of a
naturally curved shape of the corneas. After cooling and subsequent
gelling of the agar solution the corneo-scleral buttons were placed on a
6-well plate (endothelial side down) and 3.5 mL of DMEM/F-12
(Gibco®, Life Technologies™), supplemented with 10% (V/V) FBS
(Biosera, Boussens, France) and 10% (V/V) penicillin/streptomycin/
amphotericin B mixture was added to each well, so that the corneas
were exposed to the air. The corneo-scleral buttons were left overnight
in the incubator (humidified atmosphere, 5% CO,, 37 °C) and treatment
with the NE samples was done the following day. The medium was
aspirated and custom-made silicone rings were placed onto the corneas.
200 pL of a test sample was added inside each ring and the corneas were
incubated at 37 °C for 5 and 15 min. After each time-point the samples
were removed, the corneas were washed with PBS and the extent of any
corneal damage was evaluated visually with the aid of fluorescein so-
lution (2 mg mL™Y) in PBS and a cobalt-blue lamp (Conéptica,
Barcelona, Spain). Briefly, the silicone rings were placed on the corneas
again and 200 pL of the fluorescein solution was put inside and left for
20 s. The fluorescein solution was removed, the corneas were washed
with PBS and photographs were taken through a yellow filter of the
cobalt-blue lamp. PBS was used as negative control, while acetone
(Sigma-Aldrich), 0.1 M NaOH solution and 0.025% (w/V) benzalk-
onium chloride (BAK; Sigma-Aldrich) solution in PBS were used as
positive controls. All the samples were tested in triplicate.
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2.13. Quantification

The quantitative determination of ibuprofen was performed by
UPLC using an Agilent Infinity 1290 (Agilent) with the Acquity UPLC
BEH Shield RP18 Column (1.7 pm, 2.1 mm X 50 mm) (Waters, Milford,
MA, USA) and isocratic elution. For ibuprofen solubility study ibu-
profen solutions in oil were diluted with methanol. The mobile phase
was composed of NaH,PO, buffer (prepared in in Milli-Q™ water
(Merck-Millipore), 1.2 mg mL™%, pH 2.5) and acetonitrile (ACN; Merck-
Millipore) in 60:40 (V/V) ratio. The following UPLC conditions were
applied: column temperature 50 °C, flow rate 0.4 mL min~?, injection
volume 4 pL, detection wavelength 225 nm. For ibuprofen entrapment
efficiency the filtrates were analyzed without dilution. The following
UPLC conditions were applied: mobile phase buffer:ACN in 65:35 (V/V)
ratio, column temperature 50 °C, flow rate 0.8 mL min~ %, injection
volume 4 pL, detection wavelength 225 nm. For ibuprofen quantifica-
tion in in vitro release samples, different methods were used for receptor
and donor compartment sample analysis. The receptor compartment
samples were analyzed using the same method as for ibuprofen en-
trapment efficiency analysis, with the only difference in the injection
volume which was 20 pL. The donor compartment samples were diluted
with methanol prior analysis and then analyzed with the method used
for ibuprofen solubility study. All samples and standard solutions were
filtrated through 0.2 pm Spartan™ regenerated cellulose filters prior
analysis. For each sequence standard solutions were prepared in du-
plicate and injected alternately. At least five standard solution injec-
tions were done in each injection sequence. System suitability was
evaluated according to the following criteria: relative standard devia-
tion (RSD) of the detector response factor for all standard solution in-
jections in the sequence is not more than 2.0% and tailing factor of
ibuprofen peak is not more than 1.5. The UPLC methods were validated
in terms of linearity, accuracy and repeatability. The methods were
found to be linear (R®> = 0.99), accurate (recovery values 98-102%)
and repeatable (relative standard deviation of peak area
(RSD) = 2.0%).

2.14. Statistical analysis

Statistical analyses were performed on the data obtained from the
study on mucoadhesion and in vitro biocompatibility using One-way
ANOVA followed by a multiple comparisons Tukey’s and Dunnett’s post
hoc test, respectively with P < 0.05 set as the minimal level of sig-
nificance. Calculations were performed with the GraphPad Prism soft-
ware (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA; www.graphpad.com).

Ibuprofen in vitro release profiles from the tested NEs and controls
were compared by the similarity factor (f5) calculation, as previously
described (Diaz et al., 2016). The mean cumulative amounts of the
released drug from the two formulations were compared at each time
point. The release profiles were considered similar when f, > 50.

3. Results and discussion

Ophthalmic NEs are complex dosage forms with several physico-
chemical parameters, such as nanodroplet size, size distribution and
zeta-potential, formulation viscosity profile as a function of applied
shear, pH, osmolarity, and surface tension, affecting their in vivo per-
formance (Qu et al., 2018; Walenga et al., 2019). Although NEs are
complex, they can be easily manufactured on a large scale using specific
equipment, such as microfluidizers and high-pressure homogenizers,
and sterilized by filtration or autoclavation. Formulation parameters
(type and concentration of excipients) as well as process parameters
(homogenization pressure and number of homogenization cycles) are
the determinants of formulation physicochemical parameters, but spe-
cifically for the treatment of DED, formulation parameters are possibly
the key determinants of formulation effect on the tear film stability. In
clinical studies of CsA NE, a significant improvement over the baseline
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for several in vivo outcome measures was indicated for formulation
without API (Simmons and Vehige, 2007; Stevenson et al., 2000;
Walenga et al., 2019). Moreover, studies that measured tear film
breakup time (TBUT), a metric of tear film stability defined as the time
from the opening of the eyelids to the initial dry spot formation, showed
an increase in TBUT 1 h after instillation of an artificial tear product
with composition similar to Restasis® (Simmons and Vehige, 2007). The
long residence time of the lipid components, detected 3 to 4 h after
instillation, may be the cause of TBUT enhancement (Stevenson et al.,
2000; Walenga et al., 2019). Therefore, special emphasis should be
placed on the selection of excipients in order to obtain a functional NE
for DED treatment.

3.1. Excipient and formulation considerations

While in primary NEs oil phase is emulsified with water phase using
a surfactant, in secondary NEs an oppositely charged polyelectrolyte is
deposited over a primary NE droplet surface (Rai et al., 2018). To ob-
tain positively charged secondary NEs, we selected chitosan as the
positively charged polyelectrolyte and Lipoid S 45 lecithin as the an-
ionic surfactant enabling interaction with chitosan (Hafner et al.,
2009). Moreover, Lipoid S 45 lecithin is a fat-free soybean lecithin with
45% (w/w) phosphatidylcholine and 10-18% (w/w) phosphatidy-
lethanolamine, two constituents of the natural tear film important for
its stability. Moreover, studies suggest that lower levels of the two polar
phospholipids are present in individuals with tear film deficiencies
(Jones et al., 2017; McCulley and Shine, 1997; Shine and McCulley,
1998).

The selection of the internal oil phase depends on the compatibility
of the oil with lecithin and on the solubility of the drug in the oil,
especially because the oil phase concentration in the eye drops should
not exceed 5% (Tamilvanan and Benita, 2004). In this study, among
ophthalmically acceptable oils tested (castor oil, soybean oil, sesame
oil), lecithin was easily soluble without heating only in Miglyol® 812, a
medium-chain-triglyceride (MCT) oil consisting of a mixture of trigly-
cerides of saturated fatty acids. Furthermore, ibuprofen was also shown
to have high solubility in Miglyol® 812 (92.7 + 0.2 mg g~ ') and
Miglyol® 812/lecithin (50:1, w/w) solution (101.3 *+ 3.3 mg g~ !).

A total of 5 NE formulations of Miglyol® 812 (5%, w/w) and lecithin
(0.1, 0.25, 0.5, 0.75 and 1%, w/w) were prepared by microfluidization
under the pressure of 1000 bar and 10 cycles (Table 1). The resulting
NEs were highly fluid and homogenous with milky-white appearance,
characterized with droplet size from 251.6 to 140.1 nm, PDI from 0.100
to 0.174 and zeta-potential from —40.1 to —48.8 mV with increasing
the amount of lecithin in the formulation. At this point, the con-
centration of lecithin adequate to render the droplets negatively
charged was to be determined and, as it can be seen from Table 1, all
the NEs prepared had highly negative zeta-potential. The most im-
portant criterion in manufacturing NEs is to obtain a desired droplet
size with monomodal distribution. The mean droplet size expectedly
decreased with the increase in the amount of lecithin, but with lecithin
concentrations higher than 0.75% (w/w) PDI started to increase. Even
though the NE produced with the lowest concentration of lecithin
(0.1%, w/w) had the largest mean droplet size, it was chosen for further

Table 1
Droplet size, PDI and zeta-potential of NEs with 5% (w/w) Miglyol® 812 and
increasing amounts of lecithin.

Lecithin (%, w/w) Droplet size (nm) PDI Zeta-potential (mV)

0.1 2516 = 1.6 0.100 = 0.016 —-40.1 £ 15

0.25 220.1 = 2.4 0.089 *= 0.018 —449 + 1.3

0.5 184.8 + 1.2 0.116 *= 0.008 —-469 * 1.0

0.75 160.1 = 1.9 0.112 = 0.010 —489 + 1.2

1.0 140.1 = 2.5 0.174 *= 0.048 —48.8 =+ 1.2
Values are mean + SD (n = 2).
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Table 2
Droplet size, PDI and zeta-potential of NEs with 5% (w/w) Miglyol® 812, 0.1%
(w/w) lecithin and increasing amounts of Kolliphor® EL.

Kolliphor® EL (%, w/  Droplet size (nm)  PDI Zeta-potential
w) (mV)

0.25 212.3 + 3.8 0.112 + 0.017 -20.7 = 0.7
0.5 181.1 = 2.9 0.092 + 0.026 —159 *= 0.4
1.0 138.6 = 1.8 0.108 + 0.017 —-13.0 = 0.4
2.0 99.1 = 1.9 0.176 + 0.019 —-6.2 = 0.6
2.5 83.6 = 1.2 0.201 + 0.018 -3.6 *= 0.3

Values are mean + SD (n = 2).

formulation development studies because its zeta-potential was already
highly negative, and another non-ionic surfactant was to be introduced
for further droplet size reduction and stabilization.

It has already been demonstrated that a combination of lecithin
with a second more hydrophilic surfactant can lead to formation of NEs
with decreased droplet size and increased stability, even in the presence
of an API (Trotta et al., 2002). Therefore, Kolliphor® EL was included as
the second, more hydrophilic surfactant, as it is approved in ophthalmic
formulations by the FDA in concentrations up to 5% (FDA Database:
Inactive ingredients). A total of 5 NE formulations of Miglyol® 812 (5%,
w/w), lecithin (0.1%, w/w) and Kolliphor® EL (0.25, 0.5, 1, 2 and 2.5%,
w/w) were prepared by microfluidization (Table 2). The addition of
Kolliphor® EL in NE with lecithin caused an expected droplet size re-
duction. Even though a slight increase in PDI was noticed with Kolli-
phor® EL concentrations higher than 1% (w/w), all NEs had
PDI < 0.200 and were therefore considered to be monodisperse (Klang
and Valenta, 2011). Most importantly, the addition of Kolliphor® EL
had a major influence on NE zeta-potential; the zeta-potential values
were approaching zero with the increase in Kolliphor® EL concentra-
tion. The presence of the non-ionic surfactant, Kolliphor® EL on the
droplet surface probably reduced the density of negatively charged
molecules from lecithin packed on the droplet surface. Thus, to decide
which formulation should be selected for further studies, a compromise
was made between the lowest droplet size and PDI and a zeta-potential
negative enough to enable electrostatic interaction with positively
charged chitosan molecules. NE with 0.5% (w/w) Kolliphor® EL with
droplet size 181.1 + 2.9 nm, PDI of 0.092 =+ 0.026 and zeta-potential
of —15.9 = 0.4 mV was chosen for further studies.

After optimizing the formulation parameters (i.e. the concentration
of lecithin and Kolliphor® EL), optimization of process parameters was
performed. The homogenization pressure and the number of cycles
(passes of the formulation through microfluidizer) were gradually in-
creased and the results are graphically shown in Fig. S1. In accordance
with previously reported data (Meleson et al., 2004; Uluata et al.,
2016), the formulation droplet size and PDI decreased with increasing
homogenization pressure and number of cycles, while the zeta-potential
remained practically unchanged through all the conditions applied.
However, no further droplet size (and PDI) reduction was achieved

Table 3
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when the homogenization pressure was increased to 1300 bar. There-
fore, the homogenization pressure of 1000 bar was chosen for further
studies. Even though only a minor droplet size reduction (3.6 nm) was
achieved when the number of cycles under this pressure was increased
from 3 to 5, we decided to use 5 cycles for further NE preparation to
assure sufficient homogenization of the formulations. The same opti-
mized formulation was prepared under the selected process parameters
(1000 bar, 5 cycles) using a high-pressure homogenizing device and
similar results (droplet size, PDI, zeta-potential) were obtained (Fig.
S2), which indicates that preparation of the formulation could be
transferable to high-energy methods other than microfluidization.

The cationic polysaccharide chitosan was chosen to form a coating
around the oil droplets making them positively charged and therefore
mucoadhesive. The selection of chitosan was also based on its bio-
compatibility and biodegradability since it can be degraded by lyso-
zyme which is highly concentrated in tears (de la Fuente et al., 2010).
Additionally, the antimicrobial properties of chitosan could be very
advantageous for patients with DED who often suffer secondary infec-
tions (de la Fuente et al., 2010). To obtain chitosan-coated secondary
NEs, we screened the effect of addition of LM,, and MM,, chitosan so-
lution to the prepared NE under magnetic stirring. The final chitosan
concentration ranged from 0.05 to 0.5% (w/w). Since chitosan was
added as 1% (w/w) solution, the concentration of other NE components
(oil and surfactants) decreased. To assure the same nanodroplet surface
area available for coating with chitosan molecules, the concentration of
Miglyol® 812 was set to 2.5% (w/w) in all the formulations by the
addition of double-distilled water where necessary. Chitosan-coated
NEs prepared with LM,, chitosan had lower droplet size and PDI values
than those prepared with MM,, chitosan (Table 3), which can be ex-
plained by a thinner coating layer formed by chitosan with lower M,,
(Li et al., 2016). Chitosan M,, did not seem to have a strong influence on
the final NE zeta-potential, as already reported (Mun et al., 2006).
Therefore, LM,, chitosan was chosen for further formulation optimiza-
tion in low and high concentration (0.05 and 0.3%, w/w) resulting with
zeta-potential of 29.2 + 0.2 and 40.3 + 0.9 mV, respectively. Further
step was the addition of chitosan in the aqueous phase prior phase
mixing and processing on microfluidizer. The comparison between
chitosan-coated NEs obtained with the two different methods is shown
in Table 4. A decrease in NE mean droplet size, zeta-potential and PDI is
evident when chitosan is added prior processing on microfluidizer. The
moment of chitosan addition to the formulation seemed to have a major
impact on the final NE characteristics. The observed decrease in droplet
size, PDI and zeta-potential could be a consequence of intercalation of
chitosan molecules between surfactant molecules at the droplet surface
and a mixed interfacial film formation with overall positive surface
charge (Jumaa and Muller, 1999). The NE formulation with higher
chitosan concentration had higher PDI, which was expected because
chitosan products show a broad range of molecular weights (Nguyen
et al., 2009). The morphological AFM analysis was performed as a
complementary method to confirm the results obtained by PCS. The

Droplet size, PDI and zeta-potential of NEs with 2.5% (w/w) Miglyol® 812, 0.05% lecithin, 0.25% (w/w) Kolliphor® EL and different chitosan (low (LM,,) and medium

molecular weight (MM,,)) concentrations.

LM,, MM,,
Chitosan (%, w/w) Droplet size (nm) PDI Zeta-potential (mV) Droplet size (nm) PDI Zeta-potential (mV)
0.05 199.6 + 1.6 0.072 = 0.002 29.2 + 0.2 255.9 + 447 0.240 *= 0.066 31.8 + 1.3
0.1 199.3 + 4.5 0.138 = 0.052 327 = 0.1 282.6 = 9.6 0.305 = 0.003 353 + 1.0
0.2 279.0 = 28.4 0.288 = 0.001 37.4 = 0.0 418.7 *= 139.3 0.652 = 0.039 389 + 1.6
0.3 360.9 + 14.7 0.489 =+ 0.013 40.3 = 0.9 583.7 + 36.1* 0.841 =+ 0.023 41.4 + 2.4
0.4 390.1 + 27.4 0.504 = 0.014 39.0 = 0.5 626.8 + 74.3* 0.853 = 0.065 422 * 2.2
0.5 325.7 = 15.0 0.535 = 0.070 427 = 1.6 749.4 = 27.7* 0.791 = 0.175 44.0 £ 2.0

Values are mean *= SD (n = 2).

* The result may not represent the real mean value due to very high PDI (> 0.7).
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Table 4
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Comparison of LM,, chitosan coated NEs prepared with two different methods described in Section 2.3.2.

Chitosan added after microfluidization

Chitosan added before phase mixing

Chitosan (%, w/w) Droplet size (nm) PDI Zeta-potential (mV) Droplet size (nm) PDI Zeta-potential (mV)
0.05 199.6 = 1.6 0.072 *= 0.002 29.2 + 0.2 179.3 = 2.3 0.061 =+ 0.015 18.7 = 1.9
0.3 360.9 + 14.7 0.489 =+ 0.013 40.3 = 0.9 179.3 * 7.6 0.169 += 0.011 30.0 = 1.5
Values are mean *= SD (n = 2).
A B
[um]
C D
10
£ €
s s
o ]
® ®
Q Q
N N

200 300
Distance [nm]

0
100

400

300 400 500

Distance [nm]

200

0
100

600

Fig. 1. AFM images of NC2 formulation (0.3%, w/w LM,, chitosan, 2.5%, w/w Miglyol® 812, 0.05%, w/w lecithin and 0.25%, w/w Kolliphor® EL): (a) 2D topography
(5 x 5 um scan area); (b) 3D topography (5 X 5 um scan area); (c) and (d) profiles of two representative NE droplets marked on the 2D topography (a).

analysis pointed out spherical droplets with dimensions similar to those
obtained with PCS measurements (Fig. 1). Thus, the second preparation
method where the addition of chitosan to the formulation is done be-
fore processing on microfluidizer was used in further studies, leading to
the lowest droplet size and PDI of chitosan-coated NEs.

Optimized chitosan-coated NEs with 0.05 (NC1) and 0.3 (NC2) %
(w/w) chitosan, and the uncoated control formulation (N) stored in
ambient or refrigerated conditions over 30 days did not show any sig-
nificant differences in their appearance. However, in comparison to
freshly obtained formulations a certain decrease in PDI was observed,
especially after 30-day storage at 25 °C (Fig. 2). NC1 did not show
major changes in droplet size, but the droplet size of NC2 notably in-
creased after 30-day storage at 25 °C. A small increase in zeta-potential
was also observed for NC2 formulation stored at 25 °C. Acceptable
stability was further studied with special thermodynamic stability tests,
which predict droplet integrity in case of temperature fluctuations (6
cycles of refrigeration and heat, 3 freeze-thaw cycles) (Fig. 3). NC1 and
NC2 remained visually unchanged showing no phase separation.
Heating-cooling cycles caused certain droplet size increase in NC2
(approximately 1.6 times), with noticeable PDI fluctuations, but

without significant changes in zeta-potential. On the other hand,
heating-cooling cycles did not cause notable changes in the formula-
tions N and NC1 Three freeze-thaw cycles showed negligible effect on
droplet size and zeta-potential of all NEs tested, with certain PDI in-
crease in NC2. Kinetic instability such as creaming, settling or any other
form of phase separation was ruled out by centrifugation of the for-
mulations at 9000-g. After centrifugation an apparent phase separation
was observed in all the formulations, but after only a mild agitation the
formulations turned uniform again, which was also confirmed by dro-
plet size, PDI and zeta-potential measurements (Fig. 3). Although these
stability studies demonstrated superior stability of NC1 over the NC2
formulation, none of the formulations showed creaming or phase se-
paration after 30-day storage or stress tests, which was the prerequisite
for ibuprofen introduction.

3.2. Loading of chitosan-coated NEs with ibuprofen and their optimization
for topical ophthalmic administration

In ophthalmic formulations, ibuprofen is used at low concentrations
(between 0.1 and 0.2%, w/w). Ibuprofen-loaded NEs were prepared by
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Fig. 2. Droplet size, PDI and zeta-potential of chitosan-coated NEs with 0.05 (NC1) and 0.3 (NC2) % (w/w) chitosan, and the uncoated control formulation (N)
measured after preparation and 30-day storage at 4 or 25 °C. NEs were prepared by adding chitosan to water phase before phase mixing and microfluidization. Data

are expressed as mean *= SD (n = 2-3).

ibuprofen dissolution in the oil phase prior phase mixing and the final
NE composition is shown in Table 5. In addition to ibuprofen in-
corporation in the oil phase, in this step of chitosan-coated NE opti-
mization, formulation tonicity was adjusted by the addition of glycerol
in the aqueous phase. Glycerol was chosen as the tonicity agent not to
induce significant alterations in the physicochemical properties of the
chitosan-coated NEs (Teixeira et al., 2017) and also due to its short-
lasting osmoprotective effect (Baudouin et al., 2013).

Ibuprofen is a weak acid, BCS class II compound, and its molecules
are well encapsulated into the oil droplets due to the hydrophobic
character of the drug (Gue et al., 2016). Ibuprofen entrapment effi-
ciency was higher than 98% in all the NEs (Table 6). Droplet size and
PDI remained similar after ibuprofen incorporation, but the zeta-po-
tential of chitosan-coated INC1 and INC2 formulations was slightly
higher than for unloaded NC1 and NC2 formulations (Table 6). In vivo
performance of ophthalmic NEs is further affected by the formulation
pH, surface tension and viscosity profile as the function of the applied
shear. The pH of all the chitosan-coated NE formulations was around
4.5 regardless of ibuprofen incorporation (Table 6), due to the acetic
acid addition necessary to dissolve chitosan. Wide pH range can be

tolerated by the ocular surface, especially when the ophthalmic product
is not buffered (Lang et al., 2005; Fialho and da Silva-Cunha, 2004). A
study performed on 6 healthy volunteers showed that immediately after
the instillation of 20 pL of 0.067 M phosphate-buffered saline, pH 5.5,
the pH value of the tear film was found to be about 6.0-6.5 and that the
tear film rapidly became more alkaline, reaching pH 7 in about 1 min,
and approximately its normal value in an additional 1-1.5 min
(Yamada et al., 1998) It is generally accepted that low pH of an oph-
thalmic product will not necessarily cause stinging or discomfort upon
instillation if the pH of the tears can be rapidly brought back to normal
values (Lang et al., 2005), but data about the buffering capacity of tears
in DED are lacking. However, there are studies that indicate slightly
higher pH of tears of participants with DED (Khurana et al., 1991; Norn,
1988). Even though DED patients often have lower tear volume, this
alkaline shift might be a compensatory mechanism to return the pH of
tears to more neutral values after instillation of an acidic ophthalmic
product, as it is the case with chitosan-coated NEs.

Surface tension is an important physicochemical formulation para-
meter that determines spreading of a formulation across the ocular
surface and also influences capillary drainage through the nasolacrimal
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Fig. 3. Droplet size, PDI and zeta-potential of chitosan-coated NEs with 0.05 (NC1) and 0.3 (NC2) % (w/w) chitosan, and the uncoated control formulation (N)
measured before and after stress tests (heating-cooling cycles, centrifugation and freez-thaw cycles). Data are expressed as mean * SD (n = 2-3).
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Table 5
The final NE composition.
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Formulation  Ibuprofen (%, w/w)  Chitosan LM,, (%, w/w)  Miglyol® 812 (%, w/w)  Lecithin (%, w/w)  Kolliphor® EL (%, w/w)  Glycerol (%, w/w)  Water (%, w/w)
N - - 2.5 0.05 0.25 2.5 94.7

IN 0.2 - 2.5 0.05 0.25 2.5 94.5

NC1 - 0.05 2.5 0.05 0.25 2.5 94.65

INC1 0.2 0.05 2.5 0.05 0.25 2.5 94.45

NC2 - 0.3 2.5 0.05 0.25 2.5 94.4

INC2 0.2 0.3 2.5 0.05 0.25 2.5 94.2

ducts, affecting precorneal residence time of the instilled formulation.
All the surface tension measurements were carried out at the eye drop
application temperature, i.e. 25 °C, to be comparable with the tear film
surface tension values reported, which were also measured at 25 °C.
Chitosan and ibuprofen both induced a decrease in the formulation
surface tension (Table 6). Surface active properties of chitosan are well-
known, as it can be used as an O/W emulsion stabilizer (Payet and
Terentjev, 2008). Ibuprofen surface active properties have also been
confirmed (Baydoun et al., 2004; Rao et al., 1992) and are probably the
reason for additional surface tension decrease when ibuprofen was in-
troduced to the chitosan-coated NEs. The surface tension at the air in-
terface of the preocular tear film has physiological range of
40-46 mN m !, while in DED the characteristic range is approximately
44-53 mN m~ ! (Nagyova and Tiffany, 1999). In general, higher surface
tension values coincide with lower tear film stability, but the scarce
literature data reported that the eye drops with a surface tension below
35 mN m ™! are painful and uncomfortable (Hotujac Grgurevic et al.,
2017; Ludwig and Reimann, 2015). Higher concentration of chitosan in
the INC2 formulation pushed the surface tension slightly below this
limit.

Viscosity profile as the function of the applied shear showed a
Newtonian fluid behavior of the NEs. The measured viscosity values
were similar to the viscosity of water, with a slight increase with the
addition of chitosan (1.1-4.1 mPa s, Table 6). The measured viscosity
values were in the physiological range of a human tear film (1-9 mPa s)
(Pandit et al., 1999; Tiffany, 1991), which has been proposed as the
desirable viscosity range for the artificial tears that follow Newtonian
behaviour (Acar et al., 2018). Moreover, low formulation viscosity
enables dosing accuracy and ease of eye-drop administration.

Tear film hyperosmolarity plays etiological role in DED and osmo-
protectants could provide necessary protection of cells under extreme
osmotic stress by balancing the osmotic pressure without disturbing cell
metabolism (Jones et al., 2017). Osmolarity of all ibuprofen-loaded NEs
was in the osmolarity range of a normal tear film (Table 6), i.e. between
270 and 315 mOsm kg ™' (Willcox et al., 2017).

After 30-day storage at 4 °C INC1 and the control chitosan-uncoated
formulation IN showed only a minor droplet size increase of 8.2 and
5.3 nm, respectively, while PDI and zeta-potential values remained
unchanged or very similar (INC1: 0.127 + 0.016, 22.8 = 2.3 mV; IN:
0.101 = 0.008, —12.2 + 1.8 mV). However, a significant droplet size
increase of 35.3 nm (18%) was noted for INC2 formulation, while its
PDI and zeta-potential remained quite similar to those of the freshly-
prepared INC2 formulation (0.323 + 0.034, 38.9 *+ 1.4). Overall, it
seems that the addition of ibuprofen caused a detectable instability of
the INC2 formulation. On the contrary, stability of the INC1 formula-
tion with lower chitosan concentration was not compromised. The pH
of all the formulations remained practically unchanged after 30-day
storage at 4 °C (data not shown).

Altogether, the results obtained from physicochemical character-
ization pointed out INC1 as the formulation with all the physico-
chemical properties within the acceptable range for ophthalmic use.
The INC1 droplet size, zeta-potential, viscosity, osmolarity and surface
tension resemble the values reported for NEs produced using Novasorb®
technology (Lallemand et al., 2012). In addition, the INC1 formulation
was found to be stable under all the experimental conditions tested.

3.3. Sterilization

Sterility is a basic requirement for ophthalmic NEs and filtration
and/or autoclavation are usually used for sterilization of the final
product. Clearly, elevated temperatures during the autoclavation, can
seriously affect the final NE physicochemical characteristics.
Autoclavation can cause hydrolysis of some lipids and lecithins, re-
sulting in liberation of free fatty acids, which can compromise NE sta-
bility. Furthermore, it has already been reported that the autoclaving
process can lead to destabilization of chitosan-coated lipid emulsions
(Jumaa and Muller, 1999), which could be explained by temperature
induced chitosan interchain crosslinking involving the amino groups
(Lim et al., 1999). Indeed, autoclavation of the chitosan-coated NEs
(NC1, NC2, INC1 and INC2) at 121 °C during 20 min resulted in
meaningful changes in both physicochemical properties (increase in
droplet size and PDI, reduction of zeta-potential, Fig. 4) and visual
appearance (change in color and creaming). In contrast, NEs without
chitosan (N and IN) showed satisfying stability after the autoclaving
process regarding their droplet size, PDI and zeta-potential. However,
filtration of chitosan-coated NEs through PES filters with 0.2 um pore
size did not affect any of the parameters tested (Fig. 4), as reported
previously (Gue et al., 2016). Therefore, the final chitosan-coated NEs
can be easily sterilized by aseptic filtration through a sterilizing mem-
brane into a sterile suite (Floyd, 1999), without the need for aseptic
preparation procedure.

3.4. In vitro ibuprofen release

In general, drug release from a NE involves partitioning of the drug
from the oil droplets into the surfactant layer and then into the aqueous
phase (Singh et al., 2017). While diffusing out from the oil, the drug
comes in contact with the surrounding aqueous media and depending
on its solubility and the volume of the aqueous media it can undergo
nanoprecipitaion. Biorelevant methods for in vitro release testing of
ophthalmic products are still in development (Jug et al., 2018). In vitro
drug release from nano-sized ophthalmic delivery system is currently
assessed using a variety of membrane diffusion techniques including
simple dialysis methods, dialysis methods using modified Apparatus 1
or 2 as well as Franz diffusion cells (Jug et al., 2018). We chose a
dialysis method using modified Apparatus 2, and since the concentra-
tion of ibuprofen present in the NE formulations exceeds ibuprofen
water solubility (Hussain et al., 2018), a commercially available ibu-
profen oral suspension (20 mg mL ™~ 1. Neofen®, Belupo, Croatia), diluted
with double-distilled water to the appropriate concentration, and ibu-
profen oil (Miglyol® 812) solution were used as controls. The obtained
in vitro release profiles are shown in Fig. 5. About 90% of ibuprofen was
released from the NEs in 120 min. The tsqq, of IN, INC1 and INC2 was
30, 35 and 41 min, respectively. Unsurprisingly, ibuprofen release was
significantly faster from the NE formulations than from the ibuprofen
suspension (tsgy, = 68 min; fs < 45) and oil solution (tsgy, = 94 min;
f < 30), due to the large total nanodroplet surface area available for
drug diffusion in the NEs. Such a release profile could be beneficial
regarding the limited drug residence at the ocular surface. The addition
of chitosan to the NE formulation seemed to slightly slow down ibu-
profen release, but the statistical significance was confirmed only
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Table 6

Ibuprofen-loaded NEs characterized in terms of droplet size, PDI, zeta-potential, entrapment efficiency, pH, viscosity, osmolarity and surface tension.

Osmolarity (mOsm kg™ ") Surface tension (mN

Viscosity (mPas)

Entrapment efficiency

(%)

Zeta-potential (mV)

PDI

Droplet size (nm)

Formulation

+ 0.7

38.9

+ 185

271.0

+ 0.1)

1.1 £ 0(1.1

+ 0.04

4.42

+ 0.10

98.24

0.2

-15.6

+ 0.017

0.116

+ 0.4

172.5

IN

(42.4 = 0.5)
35.7

(275.5 = 15.6)
300.3

(5.83 = 0.05)

4.41

(-18.2 * 3.5)

(0.127 = 0.013)

0.127

(177.8 = 1.1)

175.1

+ 0.3

1.0

+

1.9 £ 0.1(1.8 £ 0)

0.03

+

24.6 + 0.4(18.0 = 1.7) 98.73 + 0.03

0.013

+

1.1

+

INC1

(38.0 = 0.7)
34.5

(298.5 = 1.3)

291.5

(4.49 = 0.01)

4.42

(0.114 = 0.006)

0.295

(1839 = 1.2)
192.4

0.2

20.2

+

0.4

4.1

0.01

+

36.8 + 2.0(29.6 =+ 1.5) 98.86 * 0.01

0.120

+

28.9

+

INC2

(39.4 = 0.4)

(316.5 = 1.7)

(4.0 = 0.2)

(4.39 = 0.05)

(0.243 = 0.024)

(177.4 = 2.6)

Values are mean + SD (n = 3); values in brackets refer to ibuprofen-free formulations.
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between IN and INC2 formulations (f = 48). This could be explained
by localisation of chitosan molecules on the NE droplet surface, forming
a certain barrier to ibuprofen release.

3.5. Chitosan-coated NE mucoadhesive properties

Mucoadhesive interactions between chitosan and mucin are com-
plex and involve electrostatic attraction, hydrogen bonding, and hy-
drophobic effects (Sogias et al., 2008). The relative contributions of
each physical interaction depend on the pH and ionic strength of the
surrounding medium (Ding et al., 2019). Mucoadhesive properties of
the chitosan-coated NEs were assessed by determining rheological be-
havior of mixtures of mucin dispersions in STF with the NE formula-
tions (Hassan and Gallo, 1990). In this method, NEs were mixed with
mucin dispersion in STF and a synergistic viscosity increase caused by
interactions between NEs and mucin chains was recorded and calcu-
lated as #y, according to Eq. (2). Interestingly, even anionic NE without
chitosan (IN) showed mucoadhesive behavior, as the calculated 7
value was around 30 mPa s (Fig. 6). Chitosan-coated INC1 and INC2
formulations, on the other hand, showed significantly stronger mu-
coadhesion (INC1: P = 0.0210; INC2: P = 0.0184), having #;, of around
48 mPas, due to the well-known electrostatic interactions between
positively charged chitosan molecules and negatively charged mucin
chains (Sogias et al., 2008). However, there was no statistically sig-
nificant difference between #, of INC1 and INC2 formulations
(P = 0.9927), indicating that higher chitosan concentration was not
able to augment the effect of mucoadhesion of the NEs tested within
this research.

3.6. Biocompatibility studies

3.6.1. In vitro corneal biocompatibility

An important aspect of topical ophthalmic formulation character-
ization is the investigation of formulation biocompatibility with the
corneal epithelium. Although biocompatibility of chitosan is well-
known, and it has been widely used in nanosystems investigated for
topical ocular application, a concentration-dependent toxicity effect has
been reported (de la Fuente et al., 2010; Diebold et al., 2007). Also,
surfactants are able to non-specifically partition into the plasma
membrane causing membrane fluidization, which is associated with the
concentration-dependent increase in permeability but also toxicity, due
to epithelial abrasion (Brayden et al., 2014). Even though surfactants
have a long history of use in ophthalmic drug delivery and in this study
surfactants normally present in the tear film as well as other ophthal-
mically acceptable formulation components were used, safety has to be
evaluated in vitro. The most extensively characterized human-derived
cell line used in corneal biocompatibility and transcorneal permeability
studies is the immortalized human corneal epithelial cell line (HCE-T)
(Juretic et al., 2017). The majority of in vitro biocompatibility screen-
ings is currently undertaken using cells cultured in a two-dimensional
(2D) environment (Fitzgerald et al., 2015). However, this does not ac-
curately reflect the three-dimensional (3D) structure of corneal epi-
thelium. The use of inadequate experimental tools can lead to wrong
conclusions about formulation biocompatibility (Krtalic et al., 2018).
Using 3D cell-based models it is possible to predict biocompatibility in
vivo more closely than with the conventional 2D models because 3D
models have more realistic representation of the tissue complexity,
including drug, oxygen and nutrient gradients. Therefore, to test cor-
neal epithelium biocompatibility we employed 3D HCE-T cell-based
model. HCE-T corneal model viability was evaluated by colorimetric
MTT assay after 30-min incubation with the NE samples and it was
expressed as the percentage of mitochondrial dehydrogenase activity,
using the cells treated with HBSS as the reference point (100% of mi-
tochondrial dehydrogenase activity). As it can be seen from Fig. 7, the
viability of the cells treated with ibuprofen suspension (IBU S) de-
creased to about 85%, which is significantly lower than the viability of
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Fig. 4. Droplet size, PDI and zeta-potential of chitosan-coated NEs with 0.05% (w/w) chitosan and loaded with ibuprofen (INC1) or ibuprofen free (NC1), chitosan-
coated NEs with 0.3% (w/w) chitosan and loaded with ibuprofen (INC2) or ibuprofen free (NC2), the uncoated control formulation loaded with ibuprofen (IN) or
ibuprofen free (N) measured before and after autoclaving (121 °C/20 min) or filtration (PES; 0.2 um). Data are expressed as mean #= SD (n = 2).
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Fig. 5. In vitro release profiles of ibuprofen from chitosan-coated NEs with 0.05
(INC1) and 0.3 (INC2) % (w/w) chitosan, the uncoated control formulation (IN)
and respective controls (ibuprofen oil solution and ibuprofen suspension) tested
during 6 h (360 min) in phosphate buffer pH 7.4 at 34 °C. Data are expressed as

mean * SD (n = 3-6).
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Fig. 6. Mucoadhesive properties of ibuprofen-loaded NEs determined rheolo-
gically after mixing with 20% (w/w) mucin dispersion in STF, expressed as the
viscosity component due to bioadhesion (7). Data are expressed as
mean *= SD (n = 3). *Differs from the uncoated IN formulation (P < 0.05).

1201
“AREERR
604

40-

Viability (%)

204

0
N NC1 NC2 IN  INC1 INC2 IBUS

Fig. 7. Invitro 3D HCE-T model viability (%) determined by MTT assay after 30-
min incubation with NE formulations (or ibuprofen suspension; IBU S) diluted
10 times (V/V) in HBSS pH 6.0. The cells incubated in HBSS pH 6.0 were used
as control of 100% cell viability. Data are expressed as mean *= SD (n = 6).
*Differs from the control (P < 0.05).
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the control cells (P = 0.0004). Ibuprofen loaded formulations IN and
INC1 (and the unloaded control formulations N and NC1), on the other
hand, did not significantly affect viability of the cells. This can be ex-
plained by ibuprofen encapsulation into the oil nanodroplets, hindering
its direct toxicity effect on the cells. However, the formulation INC2 and
the control unloaded formulation NC2 showed significantly lower cell
viability of 93% (P = 0.0365) and 88% (P = 0.0004), respectively.
Taking everything into account, this small but significant viability de-
crease could be ascribed to higher concentration of chitosan (0.3%, w/
w) in INC2 and NC2 formulations, which is in agreement with pre-
viously reported concentration-dependent toxicity of chitosan (Diebold
et al., 2007).

3.6.2. Ex vivo corneal biocompatibility

To confirm the data obtained from the in vitro model, biocompat-
ibility was also tested on the ex vivo model using freshly excised porcine
corneas. The corneas were incubated with NEs during 5 and 15 min and
the extent of corneal damage was evaluated visually using fluorescein
solution and a cobalt blue lamp, since fluorescein staining is a well-
known measure of corneal epithelial cell damage (Prinsen and Koeter,
1993). Photographs were taken after each incubation time point and
they are shown in Fig. 8. While PBS (negative control) and ibuprofen
suspension (IBU S; 0.2%, w/V) did not cause corneal epithelial damage,
an intense staining was observed after incubation with 0.1 M NaOH
solution and acetone (positive controls). Fluorescein staining was also
observed on BAK treated corneas after 15-min incubation. BAK was
applied as 0.025% (w/V) solution in PBS, since it is the highest con-
centration approved in the eye drops (FDA Database: Inactive in-
gredients). It can clearly be seen that IN and INC1 formulations did not
cause any changes on the corneal surface since no fluorescein staining
was detected, but the INC2 formulation caused a mild fluorescein
staining after 15-min incubation, which is in agreement with the in vitro
studies performed.

3.7. Conclusions

Herein we propose chitosan-coated NEs for improved NSAIDs de-
livery in the treatment of mild-to-moderate DED. The results of our
study pointed out INC1 as the lead formulation, having physicochem-
ical properties inside the appropriate range for ophthalmic application,
adequate stability and the possibility to be easily sterilized after pre-
paration. Also, the proposed formulation has significant mucoadhesive
character, as confirmed by the in vitro studies, and excellent bio-
compatibility, which was tested on two models, namely 3D HCE-T cell-
based model and ex vivo model using fresh porcine corneas.
Development of formulations with prolonged residence at the ocular
surface would enable reduction of the required NSAID dose providing
better benefit-risk balance of future ophthalmic drug products. In ad-
dition, ibuprofen-free NC1 formulation could also be used as a drug-free
vehicle (artificial tears) for symptomatic treatment of mild-to-moderate
DED. However, further in vivo studies are necessary to confirm these
conclusions.
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Fig. 8. Representative photographs of ex vivo model of porcine corneas captured after 5 and 15-minute treatment with ibuprofen-loaded NEs (IN, INC1 and INC2) or
control samples (PBS pH 7.4, 0.1 M NaOH, aceton, 0.025%, w/V benzalkonium chloride solution (BAK) and 0.2%, w/V ibuprofen suspension (IBU S)) and subsequent
fluorescein staining with the aid of a cobalt-blue lamp used to intensify the fluorescence signal (n = 4).
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