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1. UVOD

1.1. Moguénosti dermalne primjene eteri¢nih ulja

Etericna ulja su hlapljive, prirodne, kompleksne smjese koje karakterizira snazan
miris, a proizvode ih biljke kao sekundarne metabolite. U prirodi eteri¢na ulja imaju funkciju
zastite od fitopatogenih mikroorganizama, smanjenja transpiracije, privlacenja insekata pri
oprasivanju, odbijanja biljojeda i ihibicije rasta drugih biljaka. Sintetiziraju se u svim biljnim
organima (cvjetovima, listovima, sjemenkama, plodovima, korjenju, kori...) te se pohranjuju u
sekretornim stanicama, epidermalnim stanicama, medustani¢nim Supljinama i kanalima ili u
Zlijezdanim stanicama (Bakkali i sur., 2008).

Eteri¢na su ulja tekuca, lako hlapljiva, prozirna te rijetko obojana. Tesko su topljiva u
vodi, a dobro su topljiva u lipidima i organskim otapalima te uglavnom imaju manju gustocu
od vode. Najcesce se ekstrahiraju postupcima vodene destilacije ili prikladnim mehani¢kim
procesima bez zagrijavanja (tjeStenjem) (Miguel, 2010).

Eteri¢na ulja su slozene prirodne smjese koje mogu sadrzavati od 20 do 60, a prema
nekoj lieraturi 1 do 200, razli¢itih sastavnica u razli¢itim koncetracijama. Sastav etericnog ulja
1 koncentracije u kojima su prisutne sastavnice ne ovise samo o biljnoj vrsti, ve¢ 1 o
klimatoloSkim uvjetima u kojoj je biljka rasla te o godiSnjem dobu branja. Eteri¢na ulja
obi¢no sadrze dvije ili tri glavne sastavnice u relativno visokim koncetracijama (20-70%) u
usporedbi s ostalim sastavnicama koje su prisutne u tragovima (manje od 1%). Glavne
sastavnice uobiCajeno odreduju bioloska svojstva etericnih ulja. Daleko najceS¢i kemijski
spojevi prisutni u sastavu eteri¢nih ulja su terpeni i terpenoidi te u manjoj mjeri aromatski
derivati fenilpropana. Svi spojevi su karekterizirani malom molekulskom masom (Bakkali i
sur., 2008).
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Slika 1. Primjeri kemijskih struktura nekih komponenti eteri¢nih ulja (Bakkali i sur.,
2008).

Eteri¢na ulja se ekstrahiraju iz mnogih aromati¢nih biljaka karakteristi¢nih za podrucja
umjerene do tople klime, kao §to je Mediteran, gdje predstavljaju vazan dio tradicionalnih
farmakopeja i narodne medicine. Jo§ od davnina eteri¢na su ulja imala svoju primjenu te su
bila poznata njihova baktericidna, virucidna, fungicidna, insekticidna i druga svojstva. | danas
imaju svoju primjenu kako u farmaceutskoj industriji i kozmetici, tako i u agrikulturi i
industriji hrane (Bakkali i sur., 2008).

1.1.1. Antimikrobni i antivirusni u¢inak

S obzirom na razvoj rezistencije mikroorganizama, sve se viSe paZnje posvecuje
razvoju novih antimikrobnih agensa s novim mehanizmima djelovanja. S obzirom na otprije
poznata antimikrobna svojstva eteri¢nih ulja, 1 ona su predmet istrazivanja. Kako je jedna od
osnovnih prirodnih funkcija etericnih ulja obrana od mikroorganizama, vec¢ina ih pokazuje
odredenu antimikrobnu aktivnost (Reichling i sur., 2009). Neki primjeri su navedeni u tablici
1.



Tablica 1. Neke od biljaka s eteri¢cnim uljima antimikrobnih svojstava (Reichling i

sur., 2009).
Podrijetlo eteri¢nih ulja  Gram (+) Gram (-) Plijesni  Gljivice
Allium sativium + +
Foeniculum vulgare + +
Juniperus communis + +
Lavandula angustifolia +
Melaleuca alternifolia + +
Mentha arvensis + + +
Mentha spicata + +
Nigella sativa + + +
Pimpinella anisum + +
Salvia sclerea +
Thymus pulegioides + +

Antimikrobna aktivnost eteri¢nih ulja prema bakterijama i gljivicama ocituje se u
interferenciji s metabolizmom komponenti citoplazmatske membrane i stani¢ne stijenke.
Nekoliko je istrazivanja pokazalo kako komponente eteri¢nih ulja, posebice monoterpeni,
poveéavaju fluidnost i permeabilnost citoplazmatske membrane, remete red membranskih
proteina, inhibiraju stani¢no disanje i mijenjaju procese transporta iona (Reichling i sur.,
2009).

Poznati su primjeri topikalne primjene etri¢nih ulja kao antimikrobnog agensa. Tako
je, naprimjer, istrazivan potencijal pripravka za pranje koji sadrzi 5% eteri¢no ulje Cajevca
(Melaleuca alternifolia) na eradikaciju meticilin-rezistentne Staphylococcus aureus (MRSA)
s koze pacijenata. Pokazalo se kako je razina eradikacije u razini s onom kod standardnih
postupaka koji ukljucuju sintetske antiseptike (Caelli i sur., 2000).

Moguca je 1 upotreba etericnih ulja kao konzervansa u kozmetickim pripravcima. U
jednom istrazivanju usporedene su kozmeticke emulzije s eteriCinim uljima kao
konzervansima, nasuprot istovjetnih emulzija sa standardnim konzervansom metilparabenom.
Eteri¢na ulja lavande (Lavandulla officinallis), ¢ajevca (Melaleuca alternifolia) i cimeta
(Cinnamomum zeylanicum), uklopljena u pripravak u koncentraciji 2,5%, testirana su protiv
odredenih sojeva bakterija Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli i Staphylococcus
aureus te gljivice Candida albicans. Eteri¢na su ulja pokazala snazniju inhibicijsku aktivnost
protiv testiranih sojeva u usporedbi s metilparabenom. Istrazivanje je pokazalo kako eteri¢na
ulja mogu potencijalno zamijeniti sintetske konzervanse garantiraju¢i mikrobiolosku
stabilnost kozmetickih proizvoda (Herman i sur., 2013).

Eteri¢na ulja pokazuju antivirusnu aktivnost protiv DNA 1 RNA virusa s virusnom

ovojnicom. Naprotiv, na viruse bez ovojnice nemaju utjecaja. Istrazivanja su pokazala kako



neke sastavnice eteri¢nih ulja interferiraju s virusnom ovojnicom, maskiraju¢i komponente
koje su odgovorne za adsorpciju ili ulazak virusa u stanicu domacina. Neka od eteri¢nih ulja
koja pokazuju snazan antivirusni ucinak na aciklovir-rezistentne sojeve Herpes Simplex
virusa, etericna su ulja limuna (Citrus limon), eukaliptusa (Eucalyptus globulus), ¢ajevca
(Melaleuca alternifolia), mente (Mentha piperita), dumbira (Zingiber officinale) i ruzmarina
(Rosmarinus officinalis) (Reichling i sur., 2009).

U jednom randomiziranom istraZzivanju procijenjivana je ucinkovitost eteri¢nog ulja
Cajevca u obliku 6% gela za lokalnu terapiju herpesa na usnama. Srednje vrijeme re-
epitelizacije, nakon tretmana etericnim uljem, bilo je 9 dana u usporedbi s 12,5 dana nakon
primjene placeba, Sto jasno ukazuje na korist tretmana eteri¢cnim uljem. Eteri¢no ulje ¢ajevca
potencijalno je korisna, jeftinija alternativa za topikalnu terapiju herpesa koja ne predstavlja

prijetnju razvoja rezistencije (Reichling i sur., 2009).

1.1.2. Antioksidacijski i protuupalni u¢inak

Cilj je istrazivanja antioksidacijske aktivnosti eteri¢nih ulja njihov potencijal kao
kozmeceutika i konzervansa u farmaceutskoj, kozmetic¢koj i industriji hrane. Istrazivanjima je
pokazano kako sastavnice eteri¢nih ulja djeluju antioksidacijski, prevenirajuci lipidnu
peroksidaciju kroz hvatanje slobodih radikala (eng. radical scavenging) te u manjoj mjeri
kelacijom metalnih iona. Takoder, vazno je saznanje kako konstituensi eteri¢nih ulja djeluju
sinergisticki jer se pokazalo kako pojedinacne komponente imaju slabiju antioksdativnu
aktivnost od aktivnosti samih eteri¢nih ulja (Miguel, 2010).

Protuupalni ucinak eteri¢nih ulja, osim antioksidacijskoj aktivnosti, pripisuje se i
interakciji sa signalnim kaskadama koje ukljucuju citokine i regulatorne faktore transkripcije
te posljedicno utjeCcu na smanjenu ekspresiju proupalnih gena. Etericno ulje kamilice
(Matricaria spp.), na primjer, od davnina je poznato po svom protuupalnom ucinku, te se
zbog toga koristilo za olaksavanje simptoma povezanih s ekcemima, dermatitisom i drugim

koznim iritacijama (Miguel, 2010).



1.1.3. Uc¢inak na cijeljenje rana

Ucinak etericnih ulja na cijeljenje rana temelji se prije svega na njihovom
antiseptickom te kombiniranom antimikrobnom i protuupalnom ucinku. Takav je ucinak
potvrden mnogim radovima. U jednom istrazivanju procijenjen je ucinak 6% otopine
etericnog ulja lavande u kombinaciji sa 6% otopinom eteri¢nog ulja kamilice na zacjeljivanje
rana u pacijenata s kronicnim ranama u periodu od 3 do 4 mjeseca. Otopine su primjenjene
direktno na rane i dodane zavoju, te se pokazalo kako rane tretirane otopinama eteri¢nih ulja
zarastaju brze od kontrole. Stovise, dokazano je kako eteri¢no ulje kamilice, uz umjeren
antimikrobni, pokazuje znacajan antitrombotski ucinak in vitro, §to moze biti znacajno u
zacjeljivanju rana (Woollard i sur., 2007).

Za eteri¢no ulje timijana (Thymus spp.) postoje mnogi dokazi o pozitivnom utjecaju na
zacjeljivanje opeklina. Osim antimikrobnog i antifungalnog uc¢inka, ono utje¢e na smanjenu
proizvodnju dusSikovog oksida vaznog medijatora upale kod opeklina. Istrazivanjem na
Stakorima  pokazano je kako, osim pozitivnhog protuupalnog ucinka zbog smanjene
proizvodnje duSikovog oksida, ono olakSava zacjeljivanje rana. Naime, topikalna primjena
etericnog ulja timijana poboljSava odlaganje kolagena, angiogenezu i migraciju keratinocita,
procese vazne kod zacjeljivana opeklina (Woollard i sur., 2007).

Eteri¢no ulje bosiljka (Ocimum spp.) takoder ima pozitivna svojstva na cijeljenje rana,
dakazana in vivo. Temelje se na antisepti¢kim te, ponajvise, protuupalnim ucincima koji se
ocituju kroz snaznu inhibiciju povecanja vaskularne permeabilnosti i inhibiciju migracije

leukocita, kao i blokiranje cikloksigenaze i lipoksigenaze (Woollard i sur., 2007).

1.1.4. Repelentni ucinak eteri¢nih ulja

Eteri¢na ulja pokazuju optimalni repelentni ucinak protiv mnogih vrsta insekata.
Repelentna aktivnost se povezuje s prisustvom monoterpena i seskviterpena te je zamijecen
sinergistiCki u¢inak ovih sastavnica etericnih ulja. Neke od biljaka koje imaju eteri¢na ulja s
repelentnim svojstvima su ruzmarin (Rosmarinus officinalis), bosiljak (Ocimum basilicum),
menta (Mentha x piperita) te vise vrsta eukaliptusa (Eucalyptus spp.) (Nerio i sur., 2010).

Budu¢i da su eteri¢na ulja vrlo hlapljiva, kako bi se produzio repelentni uc¢inak nakon

topikalne primjene, potrebno je uklopiti etericna ulja u pogodne nosaCe. IstraZivane



formulacije koje se temelje na kremama, polimernim smjesama ili mikrokapsulama pokazuju
znacajno produzenje repelentne aktivnosti nakon topikalne primjene. Budu¢i da neka eteri¢na
ulja posjeduju jaci repelentni ucinak od najcescih sintetskih repelenata, a s obzirom na
njihovu sigurnost i1 ekolosku prihvatljivost, postoji velik potencijal za razvoj formulacija za
topikalnu primjenu s etericnim uljima i1 njihovim sastavnicama kao repelentnim sredstvima

(Nerio i sur., 2010).

1.1.5. Eteri¢na ulja kao promotori penetracije

Promotori penetracije su agensi koji povecavaju difuzivnost lijeka kroz kozu,
smanjujuéi barijerni otpor stratum corneuma bez osteCenja stanica. Idealno, promotori
penetracije imaju sljede¢a svojstva: farmakoloski su inertni, ne iritiraju, nisu toksi¢ni ni
alergeni, kompatibilni su s lijekovima, imaju dobra svojstva otapanja, pristupacne su cijene,
ne uzrokuju gubitak tjelesnih tekuc¢ina (vode) te se lako uklanjaju s koZe koja nakon toga
mora brzo povratiti svoju barijernu funkciju. Danas su poznati mnogi prirodni i sintetski
promotri penetracije kao $to su sulfoksidi, urea, masne kiseline i njihovi derivati, alkoholi i
surfaktanti, a u posljednje se vrijeme intenzivno istarazuje potencijal eteri¢nih ulja i njihovih
izoliranih sastavnica kao promotora penetracije. Pokazalo se kako eteri¢na ulja s visokim
sadrzajem terpena i terpenoida djeluju kao potentni promotori penetracije (Pathan i Setty,
2009).

Eteri¢na ulja i njihove sastavnice su sigurni i pogodni pojac¢ivaci penetracije kako za
hidrofilne, tako i za hidrofobne lijekove. U pozadini takvog djelovanja su razni mehanizmi od
kojih neki jo§ nisu u potpunosti razjasnjeni. Tako je, na primjer, pokazano kako je eteri¢no
ulje paprene metvice (Mentha x piperita) u niskoj koncentraciji smanjilo perkutanu
apsorpciju odredenih lijekova, dok je u visokoj koncentraciji smanjilo integritet dermalne
barijere pa je apsorpcija bila povecana. Etericno ulje bosiljka unaprijedilo je perkutanu
apsorpciju indometacina, poboljSavaju¢i raspodjelu lijeka u statum corneum te remeteci
stani¢énu morfologiju (Herman i Herman, 2015).

Mehanizam djelovanja aktivnih sastavnica eteri¢nih ulja kao promotora penetracije
temelji se na mijenjanju strukture barijere stratum corneuma i interakciji s membranskim
lipidima stratum corneuma. Tako, na primjer, u istrazivanju penetracije tamoksifena,

terpenski alkoholi timol 1 mentol djeluju poboljSavajuci raspodjelu lijeka u statum corneum,



dok terpenoidi karvon i eukaliptol djeluju na preraspodijelu membranskih lipida stratum
corneuma (Herman i Herman, 2015).

Toksi¢nost i citotoksicnost etericnih ulja dobro je dokumentirana. Dokazano je kako je
toksi¢nost eteri¢nih ulja i njihovih sastavnica relativno mala u usporedbi s ve¢inom sintetskih
promotora penetracije. Smatra se, stoga, kako su eteri¢na ulja sigurna za upotrebu kao

promotori penetracije (Herman i Herman, 2015).

1.2. Nanoemulzije za dermalnu primjenu

Nanoemulzije su transparentni, termodinamicki stabilni sustavi dviju tekuéina koje se
ne mijesaju, kao $to su ulje i voda, koji su stabilizirani medupovrSinskim filmom molekula
surfaktanta. VeliCina Cestica dispergirane faze najcesce je izmedu 5 i 200 nm. Za pripremu
nanoemulzija koriste se kosurfaktanti i suotapala. Surfaktanti smanjuju povrSinsku napetost na
granici faza, te tako smanjuju koli¢inu energije potrebnu za nastajanje nanemulzije,
omogucéujuci spontano formiranje istih. Zbog velike koli¢ine surfaktanta, potrebna su
ispitivanja biokompatibilnosti emulzija (Devarajan i Ravichandran, 2011).

Najcesce vrste nanoemulzija su: ulje u vodi, gdje su kapljice uljne faze dispergirane u
kontinuiranoj vodenoj fazi; zatim voda u ulju, gdje su kapljice vodene faze dispergirane u
kontinuranoj uljnoj fazi; te bidisperzne nanoemulzije, gdje su mikorodomene ulja i vode
dispergirane unutar sustava. Kod sva tri sustava medupovrSina je stabilizirana prikladnom
kombinacijom surfaktanata i kosurfaktanata (Devarajan i Ravichandran, 2011).

Nanoemulzije mogu poboljsati apsorpciju i1 biodostupnost djelatnih tvari, Stite
molekulu od oksidacije i hidrolize, omogucuju primjenu hidrofilnih 1 lipofilnih djelatnih tvari
te se mogu koristiti za razlicite putove primjene. Znacajna prednost nanoemulzija pred drugim
vrstama emulzija je ve¢a ukupna povrsna Cestica zbog njihove male velicine. Utvrdeno je da
se smanjivanjem veli¢ina Cestica poboljSava stabilnost i povecava prikladnost sustava za
prenosenje aktivnih sastojaka (Devarajan i Ravichandran, 2011).

Topikalna primjena lijekova moze imati mnoge prednosti od kojih je jedna
izbjegavanje metabolizma prvog prolaska kroz jetru i s njim povezanih toksi¢nosti. Druga je
direktna 1 ciljana dostava lijeka na zahvaceno podru¢je koze. Posebno je znacajno S§to
moduliranjem sastava nanoemulzije moze biti prilagodavana penetracija lijeka kroz kozu

(Devarajan i Ravichandran, 2011).



1.2.1. Nanoemulzije s uklopljenim eteri¢nim uljima

Prisutni su brojni primjeri uklapanja eteri¢nih ulja kao i bioaktivnih komponenti
eteri¢nih ulja u nanoemulzije. Tako su, na primjer, Lu i suradnici izradili nanoemulzije sa
citralom. Citral je monoterpen koji je prisutan u nekim etericnim uljima te posjeduje
antimikrobna svojstva. Medutim, slabo je topljiv u vodi te je podlozan oksidacijskoj
razgradnji koja dovodi do gubitka antimikrobne aktivnosti. Uklapanjem u nanoemuzije
osigurana je bioloska aktivnost citrala (Lu i sur., 2018).

Barradas i i suradnici razvili su nanoemulzije tipa ulje u vodi za dostavu eteri¢nog ulja
koromaca (Foeniculum vulgare). Razvijene su i karakterizirane nanoemulzije s eteri¢nim
uljem kao uljnom fazom uz upotrebu neionskih surfaktanata. Pripremljeno je 11 vrsta
nanoemulzija s razli¢itim omjerom surfaktanata te su 4 pokazale zadovoljavajuéu stabilnost.
Nanoemulzije su pokazale komapatibilnost s pH ljudske koze, te je pretpostavljeno kako
takve nanoemulzije imaju potencijal za topikalnu primjenu (Barradas i sur., 2015).

Takoder, uspje$no su izradene nanoemulzije s eteriénim uljem sjemenki kumina
(Cuminum cyminum). Eteri¢no ulje sjemenki kumina sadrzi fenolne spojeve koji posjeduju
svojstva hvatanja slobodnih radikala (eng. radical scavenging). Cilj je bio izraditi
nanoemulzije za transdermalnu dostavu etericnog ulja s dugotrajnim sistemskim
antioksidacijskim i hepatoprotektivnim ucinkom. Autori su izradili i Kkarakterizirali 6
nanoemulzija razli¢itog omjera surfaktanata i kosurfaktanata kako bi pronasli nanoemulzije
zadovoljavajuce stabilnosti i kapaciteta uklapanja eteri¢énog ulja. Provedene su ex vivo studije
prodiranja fenolnih komponenti etericnog ulja kroz stratum corneum. Takoder, in vitro
sudijama dokazana je antioksidacijska aktivnost formulacije, dok su in vivo studijama na

Stakorima dokazana antioksidacijska i hepatoprotektivna aktivnost (Mostafa i sur., 2015).



1.3. Mikroemulzije za dermalnu primjenu

Mikroemulzije su termodinamicki stabilne disperzije dvije tekuce faze koje se
medusobno ne mijeSaju uz dodatak emulgatora i1 koemulgatora koji stabiliziraju
mikroemulzijski sustav. Nastaju spontano ili uz vrlo mali utroSak energije. Veli¢ina kapljica
disperzne faze mikroemulzije je 20-200 nm. Zbog velike dodirne povrSine faza sustava,
potrebna je velika koli¢ina povrSinski aktivnih tvari za njegovu stabilizaciju. Mikroemulzije
su transparentni sustavi u usporedbi s makroemulzijama koje su mlije¢no bijelog izgleda

(Pepi€ i sur., 2012).

Tablica 2. Najcesce sirovine koje se koriste za izradu mikroemulzija (Pepi¢ i sur.,

2012).
Funkcija Podrijetlo | Sirovine
Hidrofobna faza Prirodna | maslinovo, sojino, kukuruzno, kokosovo,
ulja ricinusovo, jojobino
Sintetska | izopropilni miristat, izopropilni palmitat, etilni
ulja laurat, oleinska kiselina, cetilni behenat
Povrsinski aktivne | Prirodne | lecitin, alkilni glukozidi, alkilni esteri
tvari (PAT);
surfaktanti
Sintetske | anionske: Na-dodecilsulfat, Na-lauretsulfat
neionske: Tween, Span, Brij, Pluronic, cetanol,
kokoamidni monoetanolamin
kationske: cetiltrimetilamonijev bromid
amfolitske: dodecilni betain, kokamidopropilni betain
Kosurfaktanti Prirodni fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilglicerol
I njihovi derivati
Sintetski | etanol, izopropanol, propanol, transkutol,
polietilenglikol (PEG), propilenglikol
Hidrofilna faza voda

Mikroemulzije su velikog kapaciteta uklapanja kozmeceutika. Uklopljeni
kozmeceutici otopljeni su u disperznoj fazi. Hidrofobni kozmeceutici uklapaju se u
mikroemulzije tipa ulje u vodi (U/V), dok se hidrofilni kozmeceutici uklapaju u
mikroemulzije tipa voda u ulju (V/U). Primjeri kozmeceutika koji su uklapani u
mikroemulzijski sustav su: kemijski UV filtri (avobenzon, oksibenzon), vitamini (A, D, E, K,

B-karoten, L-askorbinska kiselina), antiperspiransi (aluminijeve soli, aluminij-cirkonijeve



soli), antibakterijske tvari (triklozan, soli kvarternih amonijevih spojeva, soli cinka i bakra) te

tvari za izbjeljivanje (koji¢na kiselina, arbutin) (Pepi¢ i sur., 2012).

Slika 2. Transparentna mikroemulzija (A) i mlije¢no bijela (makro)emulzija (B)
(Pepié i sur., 2012).

Upotreba mikroemulzija u dermatokozmetickim pripravcima ima mnoge prednosti. Uz
ve¢ spomenut veliki kapacitet uklapanja, mikroemulzije imaju privlatna kozmeticka svojstva
(izgled) zbog upotrebe novih sirovina i tehnologija te osiguravaju uéinkovitu opskrbu koze
lipidima i1 vlagom. PoboljSana dermalna apsorpcija razli¢itih kozmeceutika omogucena je
uéinkom povrsinski aktivnih tvari kao pospjeSivaca apsorpcije, izrazitom hidratacijom
povrsinskog sloja koze te pove¢anom adhezijom zbog nanometarskih dimenzija disperzne
faze i1 relativno niske povrSinske napetosti sustava. Nedostaci mikroemulzija posljedica su
visokog udjela povrsinski aktivnih tvari, nuznih za njihovu pripravu, a s kojima su povezane

mogucnosti iritacije koze (Pepic i sur., 2012).

1.3.1. Mikroemulzije s uklopljenim eteri¢nim uljima

Jedan od primjera uklapanja eteri¢nog ulja u mikroemulzije je sustav s etericnim uljem
dumbira vrste Zingiber cassumunar. Ovo eteri¢no ulje ima izrazita protuupalna svojstva, te je
pretpostavljeno kako ¢e se uklapanjem u mikroemulzije povecati njegova stabilnost i
protuupalni uc¢inak. Razvijene su mikroemulzije u kojima se uljna faza sastojala od eteri¢nog
ulja, vodena faza od propilen glikola i vode (2/1), a kao surfaktant je koristen Tween 20.

Dokazana je sigurnost za primjenu na ljudima jer pripremljene mikroemulzije nisu pokazivale
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toksi¢ne ucinke na ljudske mononuklearne stanice iz periferne krvi. Takve mikroemulzije
pokazivale su zadovoljavajucu stabilnost, Stovise, povecana je fizicka stabilnost komponenti
etericnog ulja. Naime, pokazalo se kako mikroemulzija Stiti spoj sabinen od isparavanja
zagrijavanjem, sastojak etericnog ulja odgovoran za protuupalni u¢inak. Postavljena hipoteza
se pokazala to¢nom jer su mikroemulzije s uklopljenim etericnim uljem pokazale vecu
protuupalnu aktivnost od samog etri¢nog ulja. Stoga je zakljuceno kako su mikroemulzije
prikladan sustav za dostavu eteri¢nog ulja jer je poboljSana i stabilnost i efikasnost (Chaiyana
i sur., 2017).

1.4. Nanogelovi za dermalnu primjenu

Nanogelovi su vodene disperzije Cestica hidrogela nanometarskih veli¢ina koje se
formiraju fizickim ili kemijskim umrezavanjem (eng. cross-linking) hidrofilnih ili amfifilnih
polimera. Razvijeni su kao nosaci lijekova i mogu biti dizajnirani tako da spontano uklope
bioloski aktivne molekule formirajuéi ionske, vodikove ili hidrofobne veze. Nanogelovi imaju
visoki kapacitet uklapanja, veliku stabilnost te mogucnost ,,odgovora“ na promjene u okolisu
kao S§to su ionska jakost, pH i temperatura, $to ih ¢ini odli¢nim nosacima lijekova. Kemijskim
prilagodbama nanogelova moguce je posti¢i ciljanu dostavu lijekova. (Kabanov 1 Vinogradov,

2009).

Hidrofobni dio polimera Vodotopivi polimer

Nanogel

Slika 3. Formiranje nanogela s uklopljenom djelatom tvari u vodenom mediju
(Kabanov i Vinogradov, 2009).
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Nanogelovi za topikalnu primjenu izradeni su od biokompatibilnih 1 biorazgradivih
sintetickih i polusintetickih polimera ukljucuju¢i poli(laktid-co-glikolid) (PLGA), poli(e-
kaprolakton) (PCL), kitozan te kombinaciju kitozana i poli gama-glutaminske kiseline
(gamma-PGA). Hidrofilni nanogel poboljsava dostavu lijeka u kozu. Naime, gel pomaze
stvaranju ujadnacene disperzije nosaca u matriksu i produzuje vrijeme kontakta s kozom kao i

odlaganje nosaca na kozu (Batheja i sur., 2011).

1.4.1. Nanogelovi s uklopljenim eteri¢nim uljima

Poznato je koriStenje eteri¢nih ulja uklopljenih u nanogel u tehnologiji konzervacije
hrane. Eteri¢no ulje ruzmarina (Rosmarinus officinalis) uklopljeno u kitozanski nanogel
pokazalo je poboljSana svojstva. Uz povecanu stabilnost, uklapanjem u nanogel povecao se
inhibitorni uéinak eteri¢nog ulja na bakteriju Staphylococcus aureus (Mohsenabadi i sur.,
2018).

Almeida i suradnici pripremili su nanogel s uklopljenim etericnim uljem limunske
trave (Cymbopogon citratus). Nanogel je pripremljen od poli(laktid-co-glikolida) (PLGA) te
ex vivo eksperimentom ispitana inhibicijska aktivnost protiv Herpes simplex virusa.
Formulacija je snazno inhibirala virus u ne-citotoksi¢noj koncentraciji koja je bila 42 puta
niza od samog etericnog ulja. Nadalje, utvrdeno je kako ova formulacija §titi etericno ulje od
hlapljenja. Zakljuceno je kako ovakva formulacija, s obzirom na iskazane prednosti, ima

potencijal za topikalnu primjenu protiv virusa herpesa (Almeida i sur., 2018).

1.5. Nanocestice za dermalnu primjenu

Nanocestice su sustavi u kojima je aktivni sastojak uklopljen ili zarobljen unutar
¢vrstog matriksa. Ovisno o tipu matriksa nanocestice mogu biti klasificirane u polimerne 1
lipidne nanocestice. Nanocestice se najcesce koriste kada aktivni sastojak nije stabilan niti u
kontinuiranoj, niti u disperznoj fazi emulzija (Golubovic-Liakopoulos i sur., 2011).

Polimerne nanocestice cCesto se koriste za transdermalnu dostavu lijekova jer
poveéavaju stabilnost lijeka, povecavaju prodiranje lijeka kroz stratum corneum i

omogucavaju kontrolirano oslobadanje. Za formuliranje polimernih nanocestica koristi se
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Sirok spektar polimernih materijala, te stoga strukture Cestica mogu varirati od Cestica s
kontinuiranom ovojnicom do onih s otvorenom i poroznom strukturom. Aktivne tvari mogu
biti adsorbirane na povrSinu nanocestice, uklopljene unutar kontinuirane ovojnice ili
dispergirane u polimernom matriksu. Naj¢es$¢i prirodni polimer za izradu nanocestica za
dermalnu primjenu je kitozan, dok su najCe$¢i sintetski polimeri poli(laktid-co-glikolid)
(PLGA), polilaktidi (PLA) i poli(e-kaprolakton) (PCL) (Carter i sur., 2018).

Najcesce koristene lipidne nanocestice su ¢vrste lipidne nanocestice (eng. solid lipid
nanoparticles, SLN). Takve ¢vrste sferi¢ne Cestice sastoje se od hidrofobne jezgre triglicerida
ili derivata masnih kiselina s relativno visokim talistem koja je okruZena slojem fofolipida.
Prednost ¢vrstih lipidnih nanocestica, pred polimernim ¢esticama, ukljucuje biorazgradivost
lipida kao i odsutnost potencijalno toksi¢nih aditiva potrebnih za polimerizaciju (Golubovic-
Liakopoulos i sur., 2011). Takoder, ¢vrste lipidne nanocCestice povecavaju stabilnost
uklopljenih djelatnih tvari u usporedbi s djelatnim tvarima uklopljenima u U/V nanoemulzije.
Imaju pozitivna kozmeticka svojstva jer, primjenom na kozu, Cvrste lipidne nanocestice
stvaraju film okluzivnog ucinka koji sprecava isparavanje vode s povrsine koze. Emulgatori iz
¢vrstih lipidnih nanocestica spreavaju nastanak pora u strukturi lipidnog filma, znacajno
pridonosec¢i stvaranju okluzivnog ucinka, §to u konacnici rezultira poboljSanom dermalnom

apsorpcijom aktivnih tvari (Goreta i Pepi¢, 2014).

1.5.1. Nanocestice s uklopljenim eteri¢nim uljima

Razvijene su nanokapsule na bazi prirodnih polimera kitozana i alginata za uklapanje
etri¢nih ulja s primarnim ciljem povecanja stabilnosti lakohlapljivih eteri¢nih ulja. S obzirom
nanokapsula za uklapanje nekoliko razli¢itih vrsta etri¢nih ulja. Potvrdeno je kako su tako
pripremljene nanokapsule hemokompatibilne i netoksi¢ne za ljudski organizam. Utvrdeni su i
profili oslobadanja te je potvrdeno kako je zadrzana bioloSka aktivnost etericnih ulja
uklopljenih u takve nanokapsule, dok se njihova stabilnost povecala. Na osnovu takvih
saznanja potvrdeno je kako je takav sustav prikladan za biomedicinsku primjenu (Natrajan i
sur., 2015).

Nadalje, postoje primjeri uklapanja eteri¢nih ulja u ¢vrste lipidne nanocestice (SLN).

Lai i suradnici istrazivali su utjecaj uklapanja etericnog ulja jedne vrste pelina (Artemisia
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arborescens) u ¢vrste lipidne nanocCestice na transdermalnu dostavu i njegovu antiviralnu
aktivnost. Pripremljene su dvije vrste ¢vrstih lipidnih nanocestica s eteri¢nim uljem te su obje
pokazale pozitivna svojstva Sto se ti¢e fiziCke stabilnosti, kao i kapaciteta uklapanja etericnog
ulja. In vitro ispitivanjem aktivnosti formulacija protiv Herpes simplex virusa pokazalo se
kako uklapanje u nanocestice nije imalo negativan utjecaj na antiviralnu aktivnost etericnog
ulja. Permeacijskim in vitro ispitivanjima pokazalo se kako je uklapanjem u nanocestice
uvelike poboljSana akumulacija etericnog ulja u kozi, dok je izostala potencijalno Stetna

permeacija kroz kozu (Lai 1 sur., 2007).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Ljekovita svojstva eteri¢nih ulja poznata su od davnina te se i danas koriste u
farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. Eteri¢na ulja i njihove sastavnice sadrzane su u
mnogim proizvodima za topikalnu primjenu. Mnogim je istrazivanjima utvrdena pozadina
njihovog bioloskog djelovanja. U novije su vrijeme otkrivena i istrazena nova svojstva
eteri¢nih ulja koja povecavaju moguénosti njihove upotrebe. Jedno od takvih svojstava je
mogucénost nekih eteri¢nih ulja da djeluju kao promotori penetracije.

Nanotehnoloski pripravci imaju sve Siru primjenu u farmaciji. Nanoc¢estice obuhvacaju
Cestice razliCite grade, oblika, povrSinskih svojstava 1 raspodjele veli¢ina unutar
nanometarskog podrucja (<1000 nm). Koriste se, kako za dermalnu primjenu lijekova, tako i
za transdermalnu dostavu djelatnih tvari u sistemsku cirkulaciju. Nanotehnoloski pripravci
omogucuju primjenu nestabilnih i teSko topljvih aktivnih tvari, poboljSavaju dermalnu
raspolozivost uklopljene djelatne tvari i omogucuju kontrolirano oslobadanje djelatnih tvari.
Takoder, samom primjenom nanotehnoloSkih pripravaka mogu se ostvariti neki pozitivni
ucinci na kozu.

Postoje brojni primjeri uklapanja eteri¢nih ulja u nanotehnoloske nosace, prije svega,
kako bi se povecala stabilnost i produzilo terapijsko djelovanje inace lako hlapljivih eteri¢nih
ulja. NanotehnoloSke nosa¢e moguce je dizajnirati na nacin da eteri¢na ulja budu njihov
sastavni dio ili da budu uklopljena u nosac kao djelatna tvar.

Predmet proucavanja bili su mi nanotehnoloski nosaci s uklopljenim djelatnim tvarima
koji u nekom obliku sadrze eteri¢na ulja. Cilj je bio istraziti moZe li uklapanje eteri¢nih ulja u
nanotehnoloske nosace s djelatnim tvarima poboljsati svojstva formulacije te utjece li

uklapanje eteri¢nih ulja na stabilnost 1 sigurnost formulacija.
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3. MATERIJALI | METODE

Pretrazivanje literature online baza podataka obavljeno je elektroniCkim putem
pomoc¢u umrezenog racunala koje ima online pristup bazama podataka. PretraZene su
bibliografska baza podataka (PubMed) i baza podataka s cjelovitim tekstom (Science Direct).

Literatura je pretrazena prema temi istrazivanja, predmetu istrazivanja, autorima i
Casopisu. Pri pretrazivanju literature trazeni su odgovori na specifi¢na pitanja vezana za
problematiku diplomskog rada. Literatura je pretrazivana od opcih prema specijaliziranim
¢lancima pri ¢emu su odabrani ¢lanci relevantni za problematiku diplomskog rada.

Relevantni c¢lanci proucavani su analiticno 1 kritino, a vezano uz: definiranje
znanstvenog 1/ili struénog problema, istraZzivanje postoje¢ih znanja o definiranom problemu
(literaturni  navodi), oblikovanje radne hipoteze, odabir eksperimentalnih metoda za
ispitivanje hipoteze, prikaz i analizu rezultata te izvedene zakljucke. Pri proucavanju
relevantnih ¢lanaka izdvojeni su najvazniji rezultati, rasprave i zakljucci, koji su prikazani
diplomskim radom. Na temelju proucavanih ¢lanaka izvedena su vlastita razmatranja

proucavane problematike, koja su sastavni dio diplomskog rada.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Nanoemulzije s uklopljenim eteri¢nim uljima i djelatnim tvarima

4.1.1. Primjer 1

Najafi-Taher 1 suradnici izradili su nanoemulzije s eteri¢inim uljem Ccajevca
(Melaleuca alternifolia) s uklopljenim nanocesticama srebra u vodenoj fazi za terapiju
lokalnih infekcija. Na dobivenoj nanoemulziji provedena su ispitivanja citotoksi¢nosti,
antimikrobne aktivnosti i procijenjen je sinergisti¢ki antimikrobni ucinak nanoemulzija s
eteri¢nim uljem Cajevca i srebrnih nanocestica (Najafi-Taher i sur., 2018b).

Nanocestice srebra su poznate kao antibiotski agens koji pokazuje snaznu
citotoksi¢nost protiv Sirokog spektra mikrorganizama. Antimikrobna aktivnost srebrnih
nanocestica, izmedu ostalog, ukljucuje vezanje za DNA i blokiranje transkripcije, produkciju
slobodnih radikala, vezanje za negativho nabijene komponente bakterijskih proteina,
uzrokujuéi strukturne promjene i deformacije bakterijske membrane (Duran i sur., 2016).

Eteri¢no ulje cajevca (Melaleuca alternifolia) dobiva se parnom destilacijom listova
cajevca. Ovo eteri¢no ulje pokazuje snaznu antimikrobnu aktivnost s malim potencijalom za
razvoj rezistencije. Antimikrobna aktivnost ukljucuje interferenciju s homeostazom kalija,
bakterijskom respiracijom, kao i lizu cijelih stanica (Lins i sur., 2016).

U prethodnim istrazivanjima utvrdeno je kako kombinacija srebrnih iona i etericnog
ulja Cajevca pokazuje znacajnu antimikrobnu aktivnost protiv vrsta Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus i Candida albicans (Low i sur. 2013).

Najafi-Taher i suradnici pripremili su nanoemulzije etericnog ulja ¢ajevca, koristeci
kao surfaktant smjesu Tween 80® i Span 80® u omjeru 72:28. Vodena faza pripremljena je
otapanjem smjese surfaktanta i etanola u vodi koriStenjem magnetnog mjesaca. Zatim je u
vodenu fazu umijeSana uljna faza uz umjereno mijesanje 15 minuta, te je dobivena
transparentna nanoemulzija. Na kraju su u smjesu dodane nanocestice srebra (Najafi-Taher i

sur., 2018b).
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Eteri¢no ulje Surfaktant i Nanocestice
Cajevea kosurfaktant Voda srebra

Nanoemulzija eteri¢nog ulja
¢ajevca sa nanocesticama
srebra u vodenoj fazi

Magnetni mjesac

Slika 4. Shematski prikaz postupka pripreme nanoemulzije etericnog ulja Cajevca s
nanocesticama srebra u vodenoj fazi (prilagodeno prema Najafi-Taher i sur., 2018b).

Tako pripravljena nanoemulzija podvrgnuta je testiranju mikrobioloske aktivnosti na

standardnim i rezistentnim sojevima bakterija Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa.

Disk difuzijski testovi pokazali su znafajnu mikrobioloSku aktivnost u usporedbi s

tetraciklinom, pogotovo prema rezistentnim sojevima. Takoder, metodom mikrodilucije

pokazano je kako je minimalna inhibitorna koncentracija srebrnih nanocestica 1 etericnog ulja

Cajevca znadajno smanjena u takvom sustavu, u usporedbi sa samim srebrnim nanocesticama i

sa samim etericnim uljem cajevca, $to je objasnjeno sinergistickim ucinkom. Takvim

smanjenjem koncentracije potrebne za antimikrobnu aktivnost smanjuju se potencijalni

toksicni ucinci pojedinih komponenti (Najafi-Taher i sur., 2018b).

Tablica 3. Minimalna inhibitorna koncentracija srebrnih nanocestica i eteri¢nog ulja
Cajevca kao zasebnih komponetni i u kombinaciji (Najafi-Taher i sur., 2018b).

Formulacija MIC za rezistentne | MIC za rezistentne
E. coli S. aureus
Nanocestice same 25 pg/ml 25 pg/ml
srebra _
kombinacija 8 ng/ml 12,5 pg/ml
Eteri¢no ulje samo 5 pg/ml 5 pg/ml
cajevea kombinacija 0,8 pg/ml 1,25 pg/ml
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Takoder, provedena su istrazivanja citotoksi¢nosti na ljudskim plué¢nim stanicama
fibroblasta, te je utvrdeno kako dizajnirani nanosustav ne uzrokuje znacajnu toksi¢nost na
ljudskim stanicama. Dakle, utvrdeno je kako takav sustav predstavlja potencijal kao uspjesan

antimikrobni agens, pogotovo prema rezistentnim patogenima (Najafi-Taher i sur., 2018b).

4.1.2. Primjer 2

Najafi-Taher i suradnici dizajnirali su i optimizirali gel za topikalnu primjenu koji se
bazira na nanoemulzijama eteri¢nog ulja ¢ajevca (Melaleuca alternifolia) u koje je uklopljena
aktivna tvar adapalen za lokalnu terapiju akni. Cilj je bio dizajnirati formulaciju te nakon toga
usporediti djelotvornost i sigurnost primjene s gelom registriranim na trzitu koji sadrzi 0,1%
adapalena (Najafi-Taher i sur., 2018a).

Adapalen je retinoid, sintetski derivat naftoi¢ne kiseline, Cesto koriSten u lokalnoj
terapiji akni. Djeluje na komedone, reguliraju¢i stani¢nu diferencijaciju, te djeluje i na upalne
i ne-upalne lezije (Czernielewski i sur., 2001). Takoder, ve¢ su istrazivani potencijali nano-
nosaca s adapalenom za lokalnu terapiju akni vulgaris (Prasad i sur., 2012).

Eteri¢na ulja Cesto su u upotrebi kao dodatak terapije akni. Etericno ulje Cajevca
ucinkovito je u lokalnoj terapiji akni, izmedu ostalog, zbog svojih antimikrobnih svojstava
(Najafi-Taher i sur., 2018a).

Proucavan je utjecaj vrste 1 koncentracije surfaktanta na wveli¢inu 1 stabilnost
nanoemulzija. Kao najbolji surfaktant pokazala se smjesa Tweena 80 i Spana 80 u omjeru
75:25. Organska faza gradena je od eteri¢nog ulja ¢ajevca (6%), adapalena (0,1%) i dimetil
sulfoksida (DMSQO) (10%). Organska je faza zatim dodana u vodenu fazu gradenu od etanola i
surfaktanata. Nakon pripreme nanoemulzije spontanim emulgiranjem, u formulaciju je dodana
gelirajuca tvar, 1% Carbopol 934, kako bi se dobio pripravak pogodan za topikalnu primjenu
(Najafi-Taher i sur., 2018a).

Karakterizacijom dobivenih nanoemulzija utvrdeno je kako je wveli¢ina Cestica
nanoemulzije 1055 nm. Zeta potencijal iznosio je 0,073 mV. Tako niska vrijednost zeta
potencijala bila je oCekivana s obzirom na primjenu neionskih surfaktanata. Kako bi se
procijenila stabilnost formulacije, podvrgnuta je ciklusima zamrzavanja i odmrzavanja, te je

utvrdeno kako nema znacajnije promjene u velicini Cestica. Takoder, nije bilo promjene u
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morfologiji 1 veli€ini Cestica nakon dugotrajne pohrane, te je zakljuCeno kako je formulacija
stabilna u uvjetima skladistenja (Najafi-Taher i sur., 2018a).

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti protiv Propionibacterium acnes, provedeno je
mjerenjem minimalne inhibitorne koncentracije pripremljene formulacije u usporedbi s
eteri¢nim uljem c¢ajevca i nanoemulzijama bez uklopljenog adapalena (Slika 5.). Minimalna
inhibitorna koncentracija nanoemulzija etericnog ulja ¢ajevca s uklopljenim adapalenom niza
je od minimalne inhibitorne koncentracije nanoemulzija bez uklopljenog adapalena. Pokazalo
se da, iako adapalen sam po sebi nema antimikrobna svojstva, uklapanje adapalena u
nanoemulzije eteri¢nog ulja Cajevca povecava antimikrobnu aktivnost formulacije (Najafi-

Taher i sur., 2018a).
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Slika 5. Rezultati procjene minimalne inhibitorne koncentracije za Cisto eteri¢no ulje
¢ajevca (TTO), nanoemulziju etericnog ulja cajevca (TTO NE), nanoemulziju
etericnog ulja cajevca s adapelenom (TTO NE + ADA) i klindamicin protiv P. acnes
(Najafi-Taher i sur., 2018a).

~#=ADA rezistrirani gal TTO NE-ADA z=l

Kumulativno oslobadanje adapalena (%)

Vrijeme (h)

Slika 6. In vitro oslobadanje adapalena iz nanoemulzije eteri¢nog ulja Cajevca s
uklopljenim adapalenom u obliku gela (TTO NE + ADA gel) u usporedbi s gelom s
adapalenom registriranim na trzistu (ADA registrirani gel) (Najafi-Taher i sur.,
2018a).
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Uz pomo¢ Franzove difuzijske celije proucavano je oslobadanje lijeka iz dobivene
formulacije, u usporebi s oslobadanjem iz gela registriranog na trzistu (Slika 6.). Tijekom
prvih 6 sati primje¢eno je produzeno oslobadanje iz obje formulacije. Kumulativno
oslobadanje adapalena iz nanoemulzija etericnog ulja cajevca bilo je nesSto nize od
kumulativnog oslobadanja iz registriranog gela. Medutim, razlika nije bila znaCajna, te je
zakljuCeno kako je oslobadanje adapalena iz pripremljene formulacije zadovoljavajuce
(Najafi-Taher i sur., 2018a).

Utvrdeno je kako ova formulacija ima za posljedicu mnogo bolju raspodjelu lijeka u
kozi nego formulacija s adapalenom prisutna na trzistu (Slika 7.). Naime, primjenom gela s
adapalenom, adapalen prodire u epidermalni sloj, ali ne i u dermis. Primjenom samo otopine
adapalena, vecina adapalena prodire kroz epidermis i dermis te doseze sistemsku cirkulaciju.
Najbolju raspodjelu pokazuju nanoemulzije etericnog ulja cajevca u koje je uklopljen
adapalen jer njihovom primjenom adapalen prodire kroz epidermis, te se zadrzava u dermisu,

gdje pokazuje terapijsko djelovanje (Najafi-Taher i sur., 2018a).

distribucija adapalena (%o)

| I

ADA registrirani gel TTO NE+ADA gel -\D—\ otopina

B =zpidzrmis raceptorska komora

Slika 7. Raspodjela adapalena primjenom gela s adapalenom registriranog na trzistu
(ADA registrirani gel), nanoemulzije eteri¢nog ulja ¢ajevca s uklopljenim adapalenom
u obliku gela (TTO NE + ADA gel) i otopine adapalena (ADA otopina) u slojevima
koze i receptorskoj komori (Najafi-Taher i sur., 2018a).

Takoder, provedeno je istrazivanje kozne iritacije, te je pokazano kako primjenom
formulacije ne dolazi do iritacije. Nadalje, testiranjem na Zivotinjama pokazano je kako nema
mjerljive sistemske apsorpcije adapalena iz takve formulacije, ¢ime je dokazana Sigurnost
pripravka (Najafi-Taher i sur., 2018a).

Nanoemulzije eteri¢nog ulja ¢ajevca s uklopljenim adapalenom pokazale su znacajno
poboljsanje u raspodjeli adapalena, kao i povecanje antimikrobne aktivnosti. S obzirom na
dokazanu sigurnost, pripravljena formulacija ima znacajan potencijal za daljnja istrazivanja i

buducu primjenu u lokalnoj terapiji akni vulgaris (Najafi-Taher i sur., 2018a).
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4.1.3. Primjer 3

Barradas 1 suradnici razvili su nanoemulzije na bazi etericnih ulja za topikalnu
primjenu psoralena, te je ispitana dermalna raspodjela psoralena iz takvih sustava.
Komponente nanoemulzija (eteri¢na ulja i surfaktanti) odabrane su na temelju topljivosti
aktivne tvari 1 veliCine Cestica. Dobivene su nanoemulzije tipa ulje u vodi temeljene na
eteri¢nom ulju; prva na bazi etericnog ulja koromaca (Foeniculum vulgare) i druga na temelju
etericnog ulja klin¢i¢a (Syzygium aromaticum), za transdermalnu primjenu 8-metoksalena.
Koristen je kitozan kao ugusciva¢ kako bi se dobila nanoemulzija u obliku hidrogela koja je
pogodna za topikalnu primjenu (Barradas i sur., 2017).

Psoraleni su triciklicki furanokumarini koji se u kombinaciji s ultraljubicastim
svjetlom koriste u fotokemoterapiji (PUVA terapiji) psorijaze. PUVA terapija ukljucuje
topikalnu ili sistemsku primjenu psoralena te izlaganje UV svjetlu (de Wolff i Thomas, 1986).
Lokalna je primjena mnogo sigurnija zbog pojave nezeljenih ucinaka psoralena nakon
sistemske primjene. Medutim, psoraleni imaju slab kapacitet prodiranja u dublje dijelove
koze, te se istrazuju sustavi koji bi poboljsali prodiranje psoralena (Barradas i sur., 2017).

Eteri¢na ulja koromaca i klin¢i¢a izabrana su izmedu 13 razlicitih eteri¢nih ulja na
temelju topljivosti 8-metoksalena u njima. Surfaktanti su izabrani na temelju ispitivanja
veliCine Cestica 1 stabilnosti sustava, te je za nanoemulzije s eteri¢nim uljem klin¢i¢a odabran
Pluronic F68 u koncentraciji od 10%, a za nanoemulzije s etericnim uljem koromaca
Cremophor RH40 u koncentraciji 3% (Barradas i sur., 2017).

Primjena nanoemulzija s eteri¢nim uljem klin¢i¢a dovela je do smanjenog stupnja
transdermalnog prijenosa psoralena i njegovog povecanog dermalnog zadrzavanja. Takva
svojstva sustava zadrzana su i dodatkom kitozana kao uguséivaca. Zakljuceno je kako takva
formulacija ima potencijal za primjenu u PUVA terapiji zbog visoke djelotvornosti
(povecanog dermalnog zadrzavanja psoralena) i smanjenog potencijala sistemske izlozenosti
lijeku. Nazalost, sustav s etericnim uljem koromaca promijenio je svojstva dodatkom
kitozana. Naime, povecano je transdermalno prodiranje psoralena koje bi povecalo sistemsku

apsorpciju (Barradas i sur., 2017).
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4.2. Mikroemulzije s uklopljenim etericnim uljima i djelatnim
tvarima
4.2.1. Primjer 1

Volpe i suradnici razvili su mikroemulzije tipa ulje u vodi bazirane na etericnom ulju
bosiljka (Ocimum basilicum) kao nosa¢ za kemijski UVB filter — oktil-p-metoksi cinamat.
Takoder, uz osnovnu namjenu kao UVB filtar, predloZzeno je protuupalno i repelentno
djelovanje pripravka (\Volpe i sur., 2018).

Oktil-p-metoksi cinamat (OMC) je organski spoj koji ima svojstvo apsorpcije UV
zraCenja. Upotreba OMC-a Siroko je raSirena u proizvodima za zaStitu od Sunca i on
predstavlja jedan od najées¢ih lipofilnih UV filtara. OMC apsorbira zracenje u UVB dijelu
spektra (290-320nm). Medutim, izlaganjem Suncevoj svjetlosti primje¢uje se smanjenje UV
apsorpcije zbog fotolize OMC-a (Pattanaargson i sur., 2004). Takvo smanjenje djelotvornosti
moze se donekle izbje¢i uklapanjem OMC-a u prikladne nosace. Kao prikladan nosac
nedavno je predloZzena mikroemulzija tipa ulje u vodi (Nascimento i sur., 2018).

Eteri¢no ulje bosiljka (Ocimum basilicum) poznato je u tradicionalnoj medicini zbog
svojeg protuupalnog, antioksidacijskog, antimikrobnog, antifungalnog i repelentnog ucinka.
Za takva svojstva odgovorna je pristnost bioaktivnih komponenti kao $to su, izmedu ostalih
estragol, linalol, cineol, a-pinen, B-pinen. Studijama je potvrden prutupalni i antiedematogeni
ucinak. Dobro je istrazena repelentna aktivnost, posebno protiv komaraca vrste Aedes
aegypty, glavnog vektora uzrotnika mnogih bolesti. Takoder, vazno je istaknuti
biokompatibilnost etericnog ulja bosiljka. Prethodnim studijama, temeljenima na testu kozne
iritacije, nisu opazene nikakve reakcije na takvo eteri¢no ulje (Rodrigues i sur. 2016).

Mikroemulzije su priredene koriStenjem biokompatibilnih materijala. Kao surfaktanti
koriSteni su dekaetilen glikol mono-dodecil eter (DME) i etanol u omjeru 2:1. Razvijeno je 6
vrsta mikroemulzija s koncentracijom etericnog ulja bosiljka izmedu 6 i 10%. Oktil-p-metoksi
cinamat (OMC) dodan je u mikroemulzije u koncentraciji od 1,5%, a uklopljen je
umjesavanjem U uljnu fazu. Ispitana je stabilnost pripravljenih mikroemulzija, te je zaklju¢eno
kako bi bile stabilne u uvjetima transporta i skladistenja (Volpe 1 sur., 2018).

Jedan od glavnih ciljeva istrazivanja bio je usporediti kinetiku fotolize OMC-a u
priredenim mikroemulzijama u usporedbi s OMC-om u vodenom mediju kako bi se utvrdile
potencijalne prednosti primjene mikroemulzija kao nosaca (Volpe i sur., 2018). Naime,

fotoliza OMC-a ocituje se u njegovoj transformaciji iz E u Z izomer. Apsorpcijski koeficijent
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Z izomera je znacajno nizi od apsorpcijskog koeficijenta E izomera, §to uzrokuje smanjenje

ucinkovitosti OMC-a kao UV filtera (Hanson i sur., 2016).

o]
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Slika 8. lzomerizacija oktil-p-metoksi cinamata iz E izomera u Z izomer
(Pattanaargson i sur., 2004).

Kako su i E-OMC i Z-OMC fluorescentne molekule, fotoizomerizacija se moze pratiti
uz pomo¢ molekularne fluorescencije. Kao $to se vidi sa slike 9., ispitivanje je pokazalo veci
stupanj izomerizacije za OMC u vodenoj otopini nego za OMC uklopljen u mikroemulzije s
etericnim uljem bosiljka. Ispitivanje ukazuje da uklapanje u takav sustav smanjuje stupanj

fotoizomerizacije OMC-a induciran UVB zrac¢enjem (Volpe i sur., 2018).

Intenzitet fluorescencije

Vrijeme (s)

Slika 9. Prikaz fotoizomerizacije oktil-p-metoksi cinamata (OMC); isprekidana linija
odgovara profilu fotoizomeracije OMC-a u vodenom mediju; puna linija odgovara
profilu fotoizomeracije OMC-a uklopljenog u mikroemulzije s etericnim uljem
bosiljka (\Volpe i sur., 2018).

Takoder, prethodno opisanom in vitro metodom, procijenjen je zastitni faktor takve
formulacije, te je zakljuceno kako je on optimalan za ovu vrstu formulacije (Volpe 1 sur.,

2018).
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Mikroemulzije tipa ulje u vodi s etericnim uljem bosiljka predstavljaju djelotvoran
nosa¢ za OMC kao kemijski UV filter. Sustav je prireden od prihvatljivih, dostupnih i
biokompatibilnih materijala za topikalnu upotrebu. Uklapanjem etericnog ulja bosiljka u
sustav postignuta su protuupalna i repelentna svojstva. Dobiven je sustav jedinstvenih
svojstava koji bi u isto vrijeme S§titio od Sunca, djelovao blagotvorno na prethodno nastalu
upalu koze zbog izlaganja Suncu te imao i repelentno djelovanje, posebno na komarce, $to bi

dalo dodatnu vrijednost kona¢nom kozmetickom proizvodu (Volpe i sur., 2018).

4.2.2. Primjer 2

Lv i suradnici istrazivali su potencijal mikroemulzija temeljenih na eteri¢nim uljima
kako bi poboljsali topljivost, pH stabilnost, fotostabilnost i koznu permeaciju kvercetina (Lv 1
sur., 2017).

Kvercetin je flavonoidni spoj koji se smatra jednim od najjacih prirodnih
antioksidansa. In vitro i in vivo eksperimentima demonstrirano je kako kvercetin Stiti
keratinocite od egzogenih oksidiraju¢ih sredstava, hvata slobodne radikale i inhibira lipidnu
peroksidaciju nakon izlaganja UV zraenju. Pored navedenih, pokazuje protuupalne,
antibakterijske, antiviralne, antikancerogene ucinke, ima pozitivno djelovanje na cijeljenje
rana te posjeduje anti-ageing ué¢inke na keratinocite. Dakle, topikalna primjena kvercetina ima
mnoge pozitivne ucinke na kozu (Hatahet i sur., 2016). Medutim, terapijski u¢inci kvercetina
su ograni¢eni zbog njegove slabe topljivosti u vodi, slabog prodiranja u kozu i njegove
nestabilnosti s obzirom na svijetlost, alkalne uvijete i tempertauru. Takva se ograni¢enja
mogu nadvladati uklapanjem kvercetina u prikladne nosace kao §to su mikroemulzije (Lv i
sur., 2017).

S obzirom na poznata svojstva etericnih ulja kao promotora apsorpcije,
pretpostavljeno je kako ¢e se uklapanjem u mikroemulzije temeljene na eteriénim uljima
poboljsati stabilnost, topljivost i permeacija kvercetina u kozu, dok ¢e u isto vrijeme etericna
ulja zadrzati svoja pozitivna bioloSka svojstva 1 zajedno s kvercetinom sinergisti¢ki djelovati
na za$titu koze. KoriStena eteri¢na ulja bila su eteri¢na ulja paprene metvice (Mentha x
piperita), klin¢ica (Syzygium aromaticum) i ruzmarina (Rosmarinus officinalis) (Lv i sur.,
2017).

25



Mikroemulzije su pripremljene tako da su surfaktant i kosurfaktant, Cremophor EL i
1,2-propandiol, pomijesani u omjeru 2:1 i mije$ani na sobnoj temperaturi 1 sat. Zatim je u
smjesu surfaktanata dodano eteri¢no ulje, tako da surfaktanti s etericnim uljem ¢ine omjer 7:3,
te je u ovakvu smjesu dodan kvercetin. Pripravak je mijeSan 2 sata kako bi se dobio
samoemulgirajuc¢i sustav. Mikroemulzije tipa ulje u vodi dobivene su dodavanjem 1 g
samoemulgirajuceg sustava u 19 mL deionizirane vode. Tako pripremljene mikroemulzije
sadrze 47% Cremophora EL, 23% 1,2-propandiola i 30% eteri¢nog ulja (Lv i sur., 2017).

Dobivene mikroemulzije su karakterizirane, a rezultati su prikazani u tablici 4.
Mikroemulzije s etericnim uljem klin¢ica (ME2) pokazale su znaCajno manji indeks

polidisperznosti i zeta potencijal (Lv i sur., 2017).

Tablica 4. Vrijednosti veli¢ine Cestica (PS), indeksa polidisperznosti (PDI) i zeta
potencijala (Z) mikroemulzija temeljenih na eteri¢nim uljima metvice (ME1), klin¢i¢a
(ME2) i ruzmarina (ME3) (Lv i sur., 2017).

ME1 ME2 ME3
PS(nm) | 12,66x0,54 | 9,740,004 | 11,61%0,08
PDI 0,265+0,041 | 0,077+0,008 | 0,38520,01
Z (mV) -4,35:0,25 | -0,992+0,05 | -4,05£0,14

Topljivost kvercetina u vodi iznosi samo 0,013 mg/mL. U istrazivanju je utvrdeno
kako je topljivost kvercetina bolja u svim komponentama mikroemulzija, te je znacajno
poboljSana u smjesi surfaktanata s eteri¢nim uljima u koju je kvercetin dodavan kod pripreme
mikroemulzija. Tako je, na primjer, utvrdeno kako je topljivost kvercetina u odnosu na ostala
eteriCna ulja najbolja u etericnom ulju metvice i iznosi 15,73 mg/mL, dok je topljivost u
smjesi surfaktanata i eteriénog ulja metvice iznosila 20,81 mg/mL (Lv i sur., 2017).

S obzirom na poznatu kemijsku nestabilnost kvercetina, ¢ak 1 u blago bazi¢nim
uvjetima, provedena su ispitivanja stabilnosti pri razli¢itim uvjetima pH. Kako bi se utvrdila
stabilnost pripremljenih mikroemulzija u razli¢itim uvijetima pH, mjerene su veli¢ine Cestica
mikroemulzija u razli€itim otopinama s rasponom pH vrijednosti izmedu 1 i 13. Promjena
veli¢ine s porastom pH bila je zanemariva, te je zaklju¢eno kako su mikroemulzije temeljene
na etericnim uljima stabilne u Sirokom rasponu pH vrijednosti. Takoder, utvrdena je i
stabilnost kvercetina uklopljenog u mikroemulzije u usporedbi s kvercetinom u vodenoj
otopini, s obzirom na promjenu pH. Kao §to se vidi iz slike 10., kvercetin je bio stabilan u

kiselim 1 neutralnim uvjetima, medutim dio se razgradio u alkalnim uvjetima. Ipak, pokazalo
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se kako mikroemulzije donekle Stite kvercetin od razgradnje u alkalnim uvjetima. Utvrdeno je
kako mikroemulzije temeljene na etericnim uljima klin¢i¢éa (ME2) i ruzmarina (ME3) imaju
bolji zastitini u¢inak od mikroemulzija temeljenih na eteri¢nom ulju metvice (ME1) (Lv i sur.,

2017).
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Relativna koncentracija kvercetina (%)

Otopina ME1 ME2 ME3

Slika 10. Stabilnost kvercetina pri razli¢itim pH u vodenoj otopini i mikroemulzijama
temeljenima na etericnim uljima metvice (ME1), klin¢i¢a (ME2) i ruzmarina (ME3)
(Lv isur., 2017).
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Slika 11. Fotostabilnost kvercetina u vodenoj otopini i mikroemulzijama temeljenima
na etericnim uljima metvice (ME1), klin¢i¢a (ME2) i ruzmarina (ME3) (Lv i sur.,
2017).

Takoder, kvercetin je podloZan razgradnji izlaganjem UV zracenju, stoga je provedeno
ispitivanje fotostabilnosti kvercetina uklopljenog u mikroemulzije. Pokazalo se kako se

kvercetin u vodenoj otopini pod utjecajem UV zracenja vrlo brzo razgraduje. Naime, nakon
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12,5 sati izlaganja gotovo dvije tre¢ine kvercetina su razgradene (Slika 11.). Naprotiv,
kvercetin uklopljen u mikroemulzije temeljene na eteri¢nim uljima pokazao je mnogo vecu
stabilnost jer je i nakon dugotrajnog izlaganja UV zrafenju u sva tri sustava ostalo vise od
93% od pocetne koli¢ine kvercetina. Medu tri vrste mikroemulzija nije bilo znacajne razlike i
sve su pokazale kako dobro Stite kvercetin, te je zakljuCeno kako prisutnost etericnog ulja ima
vaznu ulogu u zastiti kvercetina od razgradnje (Lv i sur., 2017).

In vitro ispitivanja dermalne premeacije provedena su uz pomo¢ Franzove difuzijske
¢elije, usporedujuéi permeaciju kvercetina iz vodene otopine s onom iz mikroemulzija. Kao
Sto je vidljivo iz slike 12., koli¢ina permeiranog kvercetina postupno se povecavala s
vremenom. Kumulativna koli¢ina permeiranog kvercetina iz vodene otopine dosegla je 2,54

ng/cm?, dok je iz mikroemulzija iznosila visestruko vise; 8,54 pg/cm?

za mikroemulzije
eteri¢nog ulja metvice, 7,98 pg/cm? za mikroemulzije eteri¢nog ulja klinéi¢a te 9,12 pg/cm?
za mikroemulzije eterinog ulja ruzmarina. Utvrdeno je kako mikroemulzije temeljene na
etericnim uljima znacajno poboljSavaju koznu permeaciju kvercetina koja je 2,5 do 3 puta
veca od one iz vodene otopine. PoboljSanje permeacije pripisano je kombiniranom ucinku

surfaktanata i eteri¢nog ulja (Lv i sur., 2017).
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Slika 12. In vitro profili permeacije kvercetina iz vodene otopine i mikroemulzija
temeljenih na eteri¢cnimm uljima metvice (ME1), klin¢i¢a (ME2) i ruzmarina (ME3)
(Lvisur., 2017).

Autori su dokazali kako uklapanje kvercetina u mikroemulzije temeljene na etericnim

uljima znatno poboljsava topljivost, stabilnost, kao i dermalnu permeaciju kvercetina, §to je
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izrazito korisno pri topikalnoj primjeni kvercetina. S obzirom na iskazana svojstva te poznata
pozitivna bioloska svojstva uklopljenih eteri¢nih ulja, takav sustav ima potencijal za daljnje

istrazivanje i razvoj (Lv i sur., 2017).

4.2.3. Primjer 3

Isti autori proveli su sli¢no istraZivanje u kojemu su istrazivali utjecaj uklapanja trans-
resveratrola u mikroemulzije temeljene na razli¢itim eteri¢nim uljima na njegovu topljivost,
fotostabilnost te antioksidacijsko i fotoprotektivno djelovanje. Takoder, ispitali su potencijal
poboljSanja permeacije trans-resveratrola iz mikroemulzija temeljenih na eteri¢nim uljima
(Lv isur., 2018).

Trans-resveratrol  je prirodni  polifenolni  spoj s dobro dokumentiranim
antioksidacijskim i protuupalnim svojstvima. Osim S§to §titi kozu od oksidacijskog stresa
uzrokovanog UV zra¢enjem, moze djelovati pozitivno i kod ostalih blazih koznih upala. U
upotrebi je u kozmetickim proizvodima jer je dokazano kako popravlja izgled naborane, suhe
1 osSteCene koze te poboljSava njezinu elasti¢nost 1 fleksibilnost (Baxter, 2008). Medutim,
postoje problemi pri topikalnoj primjeni trans-resveratrola. Zbog njegove izrazito slabe
topljivosti u vodi, ograni¢ena je njegova permeacija u kozu. Nadalje, trans-resveratrol je
podlozan izomerizaciji i razgradnji pod utjecajem svjetlosti. Razvijeno je nekoliko sustava za
dermalnu dostavu trans-resveratrola, ukljucujuéi gelove, liposome i nanocestice kako bi se
poboljsala permeacijska svojstva i stabilnost trans-resveratrola. Cest problem kod razvoja
takvih formulacija bilo je slabo uklapanje trans-resveratrola, pa je pretpostavljeno kako bi
sustav s mikroemulzijama temeljenima na eteri¢cnom ulju mogao biti pogodniji od dosad
istrazivanih formulacija (Lv i sur., 2018).

Za pripremu mikroemulzija odabrana su etericna ulja ruze, jasmina 1 limuna.
Pretpostavljeno je kako ¢e se zbog dobre topljivosti trans-resveratrola u etericnim uljima,
poboljsati njegovo uklapanje u formulaciju. Takoder, autori su smatrali kako ¢e iz ovakvog
sustava biti poboljSana permeacija trans-resveratrola u kozu zbog poznatih svojstava eteri¢nih
ulja kao promotora apsorpcije (Lv i sur., 2018).

Kako bi se usporedio utjecaj razlicitih eteri¢nih ulja na topljivost i stabilnost trans-
resveratrola, pripremljene su mikroemulzije s istim komponentama i sli¢nim karakteristikama.
Kao i u prethodnom istraZivanju, za pripremu mikroemulzija odabrani su surfaktanti

Cremophor EL i 1,2-propandiol u omjeru 2:1. U smjesu surfaktanata dodavana su eteri¢na
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ulja i trans-resveratrol te je smjesa mijeSana 2 sata na magnetnom mjeSacu kako bi se dobio
samoemulgirajuc¢i sustav. Mikroemulzije tipa ulje u vodi izradene su dodavanjem 1 g
samoemulgirajuceg sustava u 19 g deionizirane vode. Mikroemulzije se sastoje od 47%
Cremophora EL, 23% 1,2-propandiola i 30% eteri¢nog ulja (Lv i sur., 2018).

Mikroemulzije su karakterizirane, te je utvrdeno kako su sve tri vrste mikroemulzija
slicnih veli¢ina Cestica. Pokazalo se kako mikroemulzije s etericnim uljem jasmina (MO2)
imaju manji indeks polidisperznosti, odnosno da su homogenije od ostalih formulacija.
Takoder, imale su i nesto nizi zeta potencijal od ostalih mikroemulzija (Tablica 5.) (Lv i sur.,
2018).

Tablica 5. Vrijednosti veli¢ine Cestica (PS), indeksa polidisperznosti (PDI) i zeta

potencijala (Z) za dobivene mikroemulzije temeljene na eteri¢nim uljima ruze (ME1),
jasmina (ME2) i limuna (ME3) (Lv i sur., 2018).

ME1 ME2 ME3
PS(nm) | 10,2+0,03 | 11,33t0,02 | 9,52+0,02
PDI 0,152+0,031 | 0,065£0,011 | 0,244%0,009
Z (mV) -5,680,15 | -2,62+0,09 | -4,98+0,12

Topljivost trans-resveratrola u vodi izrazito je slaba i iznosi 0,0126 mg/mL. Topljivost
u eteri¢nim uljima je mnogostruko bolja, te se pokazalo kako je trans-resveratrol najbolje
topljiv u eteri¢cnom ulju jasmina, 30,82 mg/mL. Topljivost u eteri¢cnom ulju limuna prili¢no je
slabija i iznosi 0,33 mg/mL $to je jo§ uvijek 25 puta vise od topljivosti u vodi. Najbolju
topljivost trans-resveratrol ocekivano je pokazao u smjesama surfaktanata i eteri¢nog ulja,
gdje je topljivost iznosila izmedu 9 1 27 mg/mL, ovisno o vrsti eteri¢nog ulja (Lv i sur., 2018).

Kako bi se utvrdili zaStitni ucinci mikroemulzija temeljenih na etericnim uljima,
usporedena je fotostabilnost trans-resveratrola uklopljenog u pripremljene mikroemulzije s
fotostabilno$¢u trans-resveratrola vodenoj otopini i s fotostabilnoS¢u trans-resveratrola
uklopljenog u micele gradene od Cremophora EL. Kao S§to je prikazano na slici 13., nakon
izlaganja UV zracenju neSto dulje od 14 sati, koncentracija trans-resveratrola u vodenoj
otopini smanjila se s 250 pg/mL na 113 pug/mL. U isto vrijeme, razgradnja trans-resveratrola
uklopljenog u mikroemulzije bila je znacajno niZa, a najbolji zastitni uc¢inak pokazale se
mikroemulzije temeljene na etericnom ulju limuna gdje je preostalo 239 pupg/mL
nerazgradenog trans-resveratrola. lako su i micele gradene od Cremophora EL pokazale

odredeni zaStitni ucinak, moZe se nedvojbeno utvrditi kako prisutnost eteri¢nih ulja u
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formulaciji igra vaznu ulogu u smanjenju razgradnje i izomerizacije trans-resveratrola pod

utjecajem UV zracenja (Lv i sur., 2018).
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Slika 13. Fotostabilnost trans-resveratrola nakon izlaganja UV zracenju, u vodenoj
otopini, micelama Cremophora EL 1 mikroemulzijama temeljenima na etericnim
uljima ruze (ME1), jasmina (ME2) i limuna (ME3) (Lv i sur., 2018).

Usporedene su antioksidacijske aktivnosti trans-resveratrola, praznih mikroemulzija
temeljenih na etericnom ulju i mikroemulzija temeljenih na etericnom ulju s uklopljenim
trans-resveratrolom. Antioksidacijska aktivnost ispitana je testiranjem hvatanja slobodnih
radikala (eng. radical scavenging) uz pomo¢ molekule DPPH (Lv i sur.,, 2018).
Standardizirani test ukljucuje otopinu s poznatom koli¢inom molekule DPPH (slobodnog
radikala) u koju se dodaje ispitivana formulacija. Smanjenje koncentracije molekule DPPH
moze se pratiti mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 517 nm, te je u izravnoj korelaciji
s antioksidacijskim kapacitetom testirane formulacije (Mishra i sur., 2012). Utvrdeno je kako
prazne mikroemulzije temeljene na etericnim uljima ruze 1 jasmina pokazuju visok potencijal
inaktivacije slobodnih radikala, ¢ak i veéu od samog trans-reveratrola. Naprotiv,
mikroemulzija temeljena na etericnom ulju limuna pokazala je znac¢ajno manju sposobnost
inaktivacije slobodnih radikala. Takav se ucinak pripisuje prirodnoj antioksidacijskoj
aktivnosti eteri¢nih ulja ruze i jasmina. Najvaznije je istaknuti kako su mikroemulzije
temeljene na etericnim uljima s uklopljenim trans-resveratrolom pokazale znacajno viSu
antioksidacijsku aktivnost i od samog trans-resveratrola i od praznih mikroemulzija
temeljenih na eteri¢nim uljima (Lv i sur., 2018).

Ispitivanjem na kulturi stanica utvrden je fotoprotektivni ucinak pripremljenih

formulacija u usporedbi s praznim mikroemulzijama i samim trans resveratrolom (Slika 14.).
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Najbolji fotoprotektivni u¢inak imaju mikroemulzije s etericnim uljima ruze (ME1) i jasmina
(ME2) i uklopljenim trans-resveratrolom, dok su mikroemulzije temeljene na eteri¢nom ulju

limuna (ME3) pokazale slabiji fotoprotektivni u€inak (Lv i sur., 2018).

30

20 -

Vijabilnost stanica (%)

Prazne ME3
ME3

B
B
vl
b3
i
]
=
]
3]
&

Slika 14. Fotoprotektivni u¢inak mikroemulzija temeljenih na eteri¢nim uljima ruze
(ME1), jasmina (ME2) i limuna (ME3) sa i bez uklopljenog trans-resveratrola (Lv i
sur., 2018).

Franzovom difuzijskom ¢elijom, s misjom kozom kao modelom, provedeno je in vitro
ispitivanje permeacije trans-resveratrola te je usporedena permeacija iz vodene otopine s
onom iz pripremljenih mikroemulzija (Slika 15.). Pokazalo se kako je kumulativna koli¢ina
trans-resveratrola koji je permeirao iz mikroemulzija 2.3 do 2.8 puta veca od permeiranog
trans-resveratrola iz vodene otopine. Nedvojbeno je utvrdeno kako su mikroemulzije

temeljene na eteri¢nim uljima poboljSale permeaciju trans-resveratrola (Lv i sur., 2018).
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Otopina ME1 ME2 ME3

Slika 15. In vitro permeacija trans-resveratrola iz vodene otopine i pripremljenih

mikroemulzija temeljenih na etericnim uljima ruze (ME1), jasmina (ME2) i limuna
(MES3) (Lv i sur., 2018).
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Izradeni su in vitro profili oslobadanja, te je utvrdeno kako se trans-resveratrol najbrze
oslobada iz mikroemulzija temeljenih na etericnom ulju limuna, $to se pripisalo njegovoj
nesto slabijoj topljivosti u eteriénom ulju limuna u usporedbi s topljivosti u etericnom ulju
ruze 1 jasmina. Takoder, na kulturi stanica utvrdena je citotoksi¢nost pripremljenih
mikroemulzija. Pokazalo se kako je citotoksicnost moguca u izrazito velikim
koncentracijama, te je utvrdena neskodljiva koncentracija od 125 pg/mL koja ¢e biti koriStena
u daljnim istrazivanjima (Lv i sur., 2018).

Istrazivanjem je dokazano kako wuklapanje trans-resveratrola u mikroemulzije
temeljene na eteri¢énim uljima, osim $to povecava njegovu stabilnost i dermalnu permeaciju,
poboljsava njegova terapijska svojstva poboljSavanjem antioksidacijskog i fotoprotektivnog
ucinka. S obzirom na iskazana svojstva, sustav ima potencijal za daljnje istrazivanje i

razvijanje formulacije za topikalnu primjenu trans-resveratrola (Lv i sur., 2018).

4.3. Nanogelovi s uklopljenim eteri¢nim uljima i djelatnim tvarima

Biorazgradivi polimerni nanogelovi oblozeni pojacivac¢ima penetracije i s uklopljenim
citotoksi¢nim lijekovima, primjenjeni topikalno, predstavljaju obecavajucu strategiju u
lije¢enju karcinoma kozZe. Sahu i suradnici istrazili su kemoterapijski potencijal nanogela
izgradenog od PLGA i kitozana s uklopljenim 5-fluorouracilom te obloZenog eteri¢nim uljem
eukaliptusa kao promotora penetracije (Sahu i sur., 2017).

Etericno ulje eukaliptusa bogato je seskviterpenima, te su prethodna istrazivanja
pokazala njegov utjecaj na poboljSanu apsorpciju i raspodjelu 5-fluorouracila. Takoder,
prethodno je utvrdeno kako etericno ulje eukaliptusa u malim koncetracijama znacajno
poboljSava penetracijska svojstva nanoformulacija. Glavni nedostatak promotora apsorpcije je
Sto se povezuju s iritacijom koze i nastankom edema (Pathan i Setty, 2009). Pretpostavljeno je
kako ¢e primjena male koliCine eteri¢nog ulja eukaliptusa poboljati potencijal penetracije
polimernih Cestica nanogela s uklopljenim 5-fluorouracilom, uz istovremeno izbjegavanje

lokalne iritacije i pojave edema (Sahu i sur., 2017).
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Slika 16. Shematski prikaz priprave cestica nanogela s dvostrukom ovojnicom od
PLGA 1 kitozana obloZenog eteriénim uljem eukaliptusa 1 uklopljenim 5-
fluorouracilom (Sahu i sur., 2017).

5-fluorouracil je zarobljen unutar PLGA jezgre koja je zatim oblozena Kitozanom, koji
ima kationska svojstva, kako bi doslo do ionskih interakcija Cestica i anionske povrSine
membrane stanica karcinoma. Zatim je povrSina obloZena eteri¢nim uljem eukaliptusa u

koncentraciji 1% za pobolj$anje penetracije Cestica u stratum corneum (Sahu i sur., 2017).
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Slika 17. Prikaz mehanizma djelovanja sustava (Sahu i sur., 2017).

Ispitivanjima zeta potencijala utvrdene su vrijednosti +46,10 mV za Cestice nanogela 1

+48,25 za Cestice nanogela s uklopljenim 5-fluorouracilom. Pozitivna vrijednost zeta
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potencijala otkriva kationsku prirodu Gestica i dobru stabilnost, s obzirom na vrijednosti zeta
potencijala unutar raspona 40-60 mV koji je granica za stabilne disperije nanoformulacija.
Tehnikom dinamickog rasprSenja svjetlosti (engl. dynamic light scattering; DLS) utvrdeno je
kako je veli¢ina Cestica izmedu 190 nm i 220 nm, $to je idealna veli¢ina za prolaz kozne
barijere. Uklapanje 5-fluorouracila u formulaciju iznosilo je oko 40% S$to je proglaseno
zadovoljavajué¢im (Sahu i sur., 2017).

Ispitivanje penetracije formulacije provedeno je koriStenjem Franzove difuzijske Celije
sa svinjskom kozom izmedu donorskog i akceptorskog odjeljka. Dobiveni su i usporedeni
profili penetracije 5-fluorouracila uklopljenog u istrazivanu formulaciju i 5-fluorouracila iz
vodene otopine. Utvrdeno je kako je iz formulacije nanogela, unutar 24 sata, oslobodeno 75-
80% 5-fluorouracila u usporedbi s otopinom iz koje je oslobodeno 35% S-fluorouracila.
Takav profil pokazuje znaCajnu eX Vivo ucinkovitost penetracije nanogela oblozenog

eteri¢nim uljem eukaliptusa i uklopljenim 5-fluorouracilom (Sahu i sur., 2017).
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Slika 18. Kumulativno oslobadanje 5-fluorouracila iz ispitivane formulacije (plavo) i
iz otopine 5-fluorouracila (zeleno) (Sahu i sur., 2017).

Stvoren je novi sustav u obliku nanogela obloZenog eterénim uljem eukaliptusa za
transdermalnu dostavu 5-fluorouracila. Autori su raznim in vitro i ex vivo nalazima, koristeci
kozu svinje, utvrdili mnoge prednosti takvog sustava u terapiji karcinoma koze, te postoji
potencijal za daljnja istrazivanja Cestica nanogela s dvostrukom ovojnicom od PLGA i
kitozana oblozenog s etericnim uljem eukaliptusa i uklopljenim 5-fluorouracilom (Sahu i sur.,
2017).
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4.4. Nanocestice s uklopljenim eteri¢nim uljima i djelatnim tvarima
4.4.1. Primjer 1

Kamel i suradnici dizajnirali su lipidne nanocestice s diosminom i razli¢itim eteri¢nim
uljima kao osnovu kozmetickih proizvoda s fotoprotektivnim djelovanjem i pozitivnim
ucinkom na starenje koze, tzv. anti-ageing u¢inkom. Cilj je bio utvrditi mogu li neka eteri¢na
ulja poboljsati djelovanje diosmina (Kamel i sur., 2017).

Diosmin je prirodni flavonoidni glikozid koji se zbog svog vazoprotektivnog
djelovanja koristi u lijeGenju varikoznih vena i hemeroida. Diosmin posjeduje nekoliko
razli¢itth mehanizama djelovanja zbog kojih se koristi i u kozmeti¢kim proizvodima
ostvaruju¢i fotoprotektivne i anti-ageing ucinke na kozu. Takvi mehanizmi ukljucuju
protuupalno djelovanje kroz smanjenje kapilarne cirkulacije, smanjenje kapilarne
permeabilnosti, pojacani limfni protok, inhibiciju nekih medijatora upale i druge. Takoder,
posjeduje antimutagena svojstva 1 reagira sa slobodnim radikalima. Medutim, vrlo je slabo
topljiv u vodi §to predstavlja prepreku u njegovoj primjeni (Manthey, 2000).

Istrazivanje je imalo za cilj razviti kozmeticki proizvod koji sadrzi lipidne nanocestice
kao nosac za diosmin u kombinaciji s razli¢itim eteri¢nim uljima s profilakti¢kim i kurativnim
djelovanjem protiv okolisnih ¢imbenika s utjecajem na kozu. Naime, uklapanjem u lipidne
nanocestice poboljSana je dostava diosmina, a prethodno je utvrdeno kako lipidne nanocestice
same po sebi imaju svojstvo zastite od Sunca. Pretpostavljeno je kako ¢e etericna ulja zbog
svojih protuupalnih, antioksidacijskih, antimikrobnih i ostalih svojstava poboljsati Zeljeni
u¢inak diosmina na kozu. Istrazivana eteri¢na ulja su: eteri¢no ulje ruzmarina (Rosmarinus
officinalis), eteri¢no ulje dumbira (Zingiber officinale) i eteri¢no ulje sjemenki grozda (Vitis
vinifera). Pripremljene lipidne nanocestice su karakterizirane, ispitana je njihova stabilnost te
je in vitro i in vivo ispitvanjima ispitano djelovanje nanocestica s uklopljenim diosminom i
eteriénim uljima u usporedbi s lipidnim nanocesticama s uklopljenim diosminom, ali bez
etericnog ulja (Kamel i sur., 2017).

Lipidne nanocestice pripremljene su tako $to su lipidne komponente otopljene 1
zagrijane na temperaturu izmedu 60 i 70°C. Vodena je faza zatim zagrijana na istu
temperaturu i dodana uljnoj fazi. Dobivena emulzija podvrgnuta je sonikaciji pri 20 W 90 s.
Kod pripreme lipidnih nanocestica bez etericnog ulja, umjesto etericnog ulja dodana je ista
koli¢ina tekuceg parafina. U sve 4 vrste lipidnih nanocestica uklopljen je diosmin u

koncentraciji 2% (m/m) (Kamel i sur., 2017).
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Tablica 6. Sastav pripremljenih lipidnih nanocestica (Kamel i sur., 2017).

Sirovina Masa (mg)
Apifil® GC 90

Bijeli parafin 150

Ulje* 100
Metanol 60
Propilen glikol 100
Tween 80® 100
Destilirana voda 400

*LN1 — tekuc¢i parafin
LN2 — eteri¢no ulje ruzmarina
LN3 — eteri¢no ulje dumbira
LN4 — eteri¢no ulje sjemenki grozda

Sva 4 tipa lipidnih nanocestica imala su veli¢inu Cestica izmedu 121,1 i 144,3 nm.
lako su u svaku formulaciju uklopljena druga eteri¢na ulja, nije bilo znacajne razlike u
veli¢ini Cestica. Prednost tako malih Cestica je §to, zbog svoje adhezivnosti, stvaraju okluzivni
sloj na kozi koji ima ucinak vlazenja zbog spreCavanja transepidermalnog gubitka vode
(Kamel i sur., 2017).

Mjerenjem indeksa polidisperznosti utvrdena je uniformnost veli¢ina Cestica za svaku
pojedinu formulaciju. Naime, raspodjela veli¢ina iznosila je izmedu 0,229 i 0,253, a
vrijednosti manje od 0,3 odraZavaju homogenost veli¢ina Cestica. Zeta potencijali sve 4 vrste
Cestica su oko -30 mV. Takva vrijednost ukazuje na zadovoljavajucu stabilnost Cestica zbog

inhibicije njihove agregacije koja je posljedica elektrostatske repulzije (Kamel i sur., 2017).

Tablica 7. Vrijednosti veli¢ine Cestica (PS), indeksa polidisperznosti (PDI) i zeta
potencijala (Z) za dobivene lipidne nanocestice (Kamel i sur., 2017).

LN1 LN2 LN3 LN4
PS (nm) 144,3+12,32 | 121,1+6,95 121,6+9,23 123,3+8,65
PDI 0,240+0,03 0,229+0,04 0,253+0,02 0,252+0,02
Z (mV) -29,0+1,05 -31,9+2,08 -28,1+0,98 -31,9+1,08

Uklapanje diosmina u pripremljene nanocestice bilo je gotovo potpuno $to potvrduje
kako je odabrani tip nosaca pogodan za istrazivanu djelatnu tvar. Nije bilo znac¢ajne razlike u
uklapanju diosmina izmedu lipidnih nanocestica s razli¢itim vrstama eteri¢nog ulja (Kamel 1
sur., 2017).

Nakon godine dana skladiStenja, formulirane naocCestice zadrzale su svoj integritet te
nije bilo nikakvih promjena konzistencije i boje. Takoder, nije bilo nikakve znacajne

promjene veliCina Cestica nakon skladiStenja. Vrijednosti raspodjele veli¢ina Cestica 1 zeta
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potencijala i dalje su ostali unutar Zeljenog raspona. Takvi su nalazi potvrdili zadovoljavajuc¢u
stabilnost razvijenih lipidnih nanocestica (Kamel i sur., 2017).

Antioksidacijska aktivnost pripremljenih nanocestica ispitana je testiranjem hvatanja
slobodnih radikala (eng. radical scavenging) uz pomo¢ prethodno opisane metode s
molekulom DPPH. Kao §to je prikazano na slici 19., formulacija lipidnih nanocestica bez
uklopljenog eteri¢nog ulja (LN1) pokazala je najmanju inaktivaciju slobodnih radikala. Dakle,
pokazano je kako etericna ulja poboljSavaju antioksidacijsku aktivnost formulacije s
diosminom. Takoder, lipidne naocestice s etericnim uljem ruzmarina (LN2) 1 etericnim uljem
sjemenki grozda (LN4) pokazale su neSto veéu antioksidacijsku aktivnost od lipidnih
nanocestica s eteri¢nim uljem dumbira (LN3) (Kamel i sur., 2017).
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Slika 19. Antioksidacijska aktivnost izradenih formulacija (Kamel i sur., 2017).

Izmjeren je UV apsorpcijski spektar pripremljenih lipidnih nanocestica za raspon
valnih duljina izmedu 290 1 400nm. UV apsorpcijski spektar odraZava potencijal pojedinih
formulacija da blokiraju UV zracenje. IzraCunata je povrsina ispod krivulje (AUC) koja je u
izravnoj korelaciji s potencijalom blokiranja UV zracenja. Kao $to se vidi iz tablice 8., lipidne
naocestice s diosminom bez uklopljenog eteri¢nog ulja imaju uvjerljivo najmanju vrijednost
AUC, §to pokazuje kako je dodatak etericnog ulja poboljSao ucinak zastite od Sunca.
Pretpostavlja se kako je do ovog ucinka doslo jer kombinacija razlicitih organskih spojeva
(diosmin 1 spojevi u sastavu etericnih ulja) povecava apsorpcijski potencijal formulacije.
Takoder, izraCunat je zaStitni faktor (SPF) koji je u korelaciji s apsorpcijskim spektrom.
Najmanji SPF imaju lipidne nanocestice bez eteri¢nog ulja (Tablica 8.), Sto znaci kako je
zaStitni faktor formulacije pove¢an dodatkom etericnog ulja. Razlike u izmjerenim

vrijednostima izmedu triju formulacija s uklopljenim etericnim uljima objasnjavaju se
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razli¢itim sastavom etericnih ulja. Najbolji ucinak zastite od Sunca pokazale su lipidne

nanocestice s diosminom i eteri¢nim uljem dumbira (LN3) (Kamel i sur., 2017).

Tablica 8. Izmjereni uc¢inak zastite od Sunca dobivenih formulacija (Kamel i sur.,

2017).
) AUC uv SPF
apsorpcijskog
spektra
LN1 204,65 3,75
LN2 264,25 514
LN3 351,48 8,14
LN4 334,05 7,34

In vivo studija provedena je na odraslim albino miSevima. Dorzalna strana miSeva je
obrijana te su miSevi podjeljeni u $est skupina. Cetiri skupine miSeva tretirane su izradenim
formulacijama. Na zivotinje su svaki dan, 1 sat prije izlaganja Suncu, primjenjene formulacije
te su zivotinje izlozene izravhom Sunéevom zraCenju u trajanju od 2 sata. Peta skupina
miSeva nije tretirana niti jednom formulacijom, ali je izloZena Suncevoj svjetlosti, te je sluzila
kao pozitivna kontrola. Sesta skupina nije izlozena Sundevoj svjetlosti, te je sluzila kao
negativna kontrola. Koza albino miSeva svaki je dan vizualno pregledavana te je stvaranje

eritema i bora ocjenjeno od 0 do 3, kao $to je prikazano u tablici 9. (Kamel i sur., 2017).

Tablica 9. Sustav procjene koznih reakcija nakon izlaganja Suncu (Kamel i sur.,
2017).

Pojava | Nema

crvenila | Uiednaceno crvenilo pravilnih granica
Jako crvenilo s blagim edemom na dodir
Jako crvenilo s izrazenim edemom
izdignutim iznad ravnine koze

Pojava | Nema

bora Pojava plitkih grubih bora

Nekoliko grubih bora

Pojava dubokih bora

WIN|F- O

WIN|F- O

Tako dizajniran eksperiment posluzio je za ispitivanje zaStitnog utjecaja lipidnih
nanocestica s diosminom i eteri¢cnim uljem na kozu izlozenu Sunc¢evom zracenju (eng. photo-
ageing). Rezultati su prikazani u tablici 10. Prvog dana nije bilo nikakvih vidljivih promjena
na kozi, osim kod pozitivne kontrole na kojoj su od pocetka bile vidljive negativne posljedice
izloZenosti Suncevom zracenju. Nakon tri dana znakovi fototoksi¢nosti pojavljuju se kod svih
skupina izlozenih Suncevom zraenju. Kod svih se skupina znakovi fototoksi¢nosti
povecavaju produljenjem perioda izloZenosti. Medutim, jasno se vidi kako skupine koje su
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tretirane formulacijama lipidnih nanocestica (LN1, 2, 3 i 4) pokazuju manju incidenciju
pojave koznih promjena nego skupina koja predstavlja pozitivnu kontrolu, odnosno koja nije
tretirana. Tako je dokazan fotoprotektivni potencijal pripremljenih lipidnih nanocestica s
diosminom. Takoder, lipidne nanocestice bez uklopljenog etericnog ulja (LN1) pokazuju
slabiji protektivni ucinak od ostalih lipidnih nanocestica, $to pokazuje kako kombinacija
etericnog ulja s diosminom ima pozitivan utjecaj na supresiju fototoksi¢nih utjecaja. Najbolji
zaStitini ucinak imala je formulacija lipidnih nanocestica s diosminom i eteri¢nim uljem
ruzmarina (LN2). HistopatoloSkom analizom uzoraka tkiva koze, koji su izuzeti nakon

zavrSetka eksperimenta, potvrdeni su ovi nalazi (Kamel i sur., 2017).

Tablica 10. Rezultati eksperimenta; utjecaj izlaganja Suncu na kozu albino miSeva
(Kamel i sur., 2017).

Negativna | Pozitivna LN1 LN2 LN3 LN4
kontrola kontrola

1.dan | Eritem 0,00 0,44+0,53 0,00 0,00 0,00 0,00
Bore 0,00 0,33+0,30 0,00 0,00 0,00 0,00
2.dan | Eritem 0,00 0,67+0,53 0,00 0,00 0,00 0,00
Bore 0,00 0,56+0,50 0,00 0,00 0,00 0,00

3.dan | Eritem 0,00 1,44+0,53 | 0,78+0,44 | 0,11+0,33 | 0,44+0,53 | 0,33+0,11
Bore 0,00 1,33+0,50 | 0,67+0,33 | 0,11+0,33 | 0,33+0,44 | 0,22+0,11
4. dan | Eritem 0,00 1,78+0,44 | 1,00+0,50 | 0,33+0,50 | 0,56+0,53 | 0,67+0,60
Bore 0,00 1,67+0,50 | 0,89+0,33 | 0,22+0,44 | 0,44+0,33 | 0,56+0,13
5. dan | Eritem 0,00 1,89+0,33 | 1,22+0,44 | 0,44+0,53 | 0,67+0,50 | 0,78+0,44
Bore 0,00 1,78+0,44 | 1,11+0,33 | 0,33+0,50 | 0,56+0,33 | 0,67+0,50
6. dan | Eritem 0,00 2,11+0,60 | 1,33+0,50 | 0,56+0,53 | 0,78+0,44 | 0,89+0,33
Bore 0,00 2,00+0,50 | 1,22+0,44 | 0,44+0,53 | 0,67+0,50 | 0,78+0,44
7.dan | Eritem 0,00 2,67+0,50 | 1,56+0,53 | 0,89+0,30 | 1,00+0,30 | 1,11+0,33
Bore 0,00 2,56+0,53 | 1,44+0,53 | 0,78+0,33 | 0,89+0,33 | 1,00+0,00

Vrijedno je istaknuti kako su lipidne nanocestice s eteriénim uljem ruZzmarina (LN2)
pokazale najbolji zastitini utjecaj u in vivo istrazivanju, iako je njihov izmjereni zastitni faktor
(SPF) u in vitro istrazivanju bio manji u odnosu na preostale dvije formulacije s etericnim
uljima. To se pripisuje nekim intrinzi¢nim svojstvima eteri¢nog ulja ruzmarina, prije svega
najboljem protuupalnom djelovanju (Kamel i sur., 2017).

Rezultati istrazivanja potvrdili su kako uklapanje eteri¢nih ulja u sustav poboljSava
svojstva lipidnih nanocCestica s diosminom. Naime, pobolj$ana su antioksidacijska svojstva,
zastitini faktori formulacija, kao i fotoprotektivna svojstva. S obzirom na utvrdenu stabilnost
dobivenih formulacija, one predstavljaju potencijal za daljnja istrazivanja i eventualnu

kozmeti¢ku primjenu (Kamel i sur., 2017).
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4.4.2. Primjer 2

Badri i suradnici razvili su i opisali polimerne nanocestice s uklopljenim eteri¢nim
uljem sjemenki crnog kima (Nigella sativa) i indometacinom za topikalnu primjenu.
Pretpostavljeno je kako ¢e etericno ulje sjemenki crnog kima povecati protuupalno i
analgetsko djelovanje indometacina (Badri i sur., 2018).

Indometacin pripada skupini nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSAID), te se koristi
za terapiju vrudice, boli, otecenosti i ukocensti. Naime, zbog svojeg snaznog protuupalnog
djelovanja indometacin ima zadovoljavjuce ucinke kada se primjeni vanjskim putem, odnosno
topikalno. Kada je primjenjen oralno, moze izazvati nuspojave u probavnom sustavu u obliku
gastri¢kih ulkusa i krvarenja u probavnom sustavu (Sostres i sur., 2010). Jo$ jedna prednost
topikalne primjene indometacina je njegova veéa djelotvornost u terapiji povrsinskih ozljeda
kada je primjenjen lokalno (Akermark i Forsskahl, 1990). Indometacin je vrlo slabo topljiv u
vodi §to ga ¢ini idealnim kandidatom za uklapanje u nanocestice (Badri i sur., 2018).

Eteri¢no ulje sjemenki crnog kima (Nigella sativa) poznato je u narodnoj medicini u
terapiji bolesti i stanja kao Sto su reumatizam, bronhitis, astma itd. Dobro su opisana
protuupalna, analgetska, spazmoliti¢ka i antioksidacijska svojstva eteri¢nog ulja crnog kima
(Ahmad i sur, 2013). Najvaznije fitokemijske sastavnice eteri¢nog ulja sjemnki crnog kima su
timokinon, p-cimen, a-pinen, timohidrokinon, linoleinska kiselina i druge. Timokinon je
najobilnija komponenta eteri¢nog ulja sjemenki crnog kima i najodgovornija za njegovo
terapijsko djelovanje. Timokinon snazno inhibira produkciju dusikovog oksida (NO), inhibira
mnoge medijatore upale kao Sto su, izmedu ostalih, TNF-a i interleukin 6 te inhibira
ciklooksigenazu (COX)-2 (Hossen i sur., 2017).

Prethodno je dobro opisano uklapanje indometacina u nanoCestice bazirane na
polimeru poli (e-kaprolaktonu). Poli (e-kaprolakton) (PCL) je biokompatibilan i siguran
polimer za in vivo primjenu (Badri i sur., 2018).

Nanodestice su pripremljene metodom nanoprecipitacije. Organska je faza
pripremljena blagim zagrijavanjem 200 mg PCL-a i 25 mL acetona u koje je zatim,
mijeSanjem na magnetnom mjesacu, dodano 40 mg indometacina i 300 mg etericnog ulja
sjemenki crnog kima. VVodena faza je pripremljena otapanjem 5 mg polivinil alkohola (PVA)
u destiliranoj vodi te je nakon potpunog otapanja dodan Tween-80® u koli¢ini od 135 mg.
Organska je faza ukapavanjem dodana u vodenu fazu. Na kraju je otparen aceton (Badri i sur.,
2018).
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Slika 20. Priprema polimernih nanocestica s uklopljenim indometacinom i eteri¢nim
uljem sjemenki crnog kima (Badri i sur., 2018).

Veli¢ina i zeta potencijal dobivenih Cestica izmjereni su DLS tehnikom. Veli¢ina
nanocestica bila je izmedu 230 i 260 nm. Izmjereni zeta potencijal iznosio je izmedu -20 i -30
mV §to pokazuje stabilnost dobivenih nanocestica. U¢inkovitost uklapanja indometacina u
nanocestice bila je 70 %, dok je u€inkovitost uklapanja eteri¢nog ulja bila 84% (Badri 1 sur.,
2018).

Testiranje stabilnosti formulacije provedeno je skladistenjem 30 dana na razliitim
temperaturama (4°C, 25°C i 40°C). Svakih 10 dana izvrSena su mjerenja veli¢ine Cestica i zeta
potencijala (Slika 21.). Veli¢ina Cestica nije znacajno varirala tijekom 30 dana ispitivanja,
interval veli¢ina bio je izmedu 250 i 270 nm. Zeta potencijal neSto je viSe varirao, medutim,
vrijednosti su i dalje bile takve, izmedu -30 i -20 mV, da ukazuju na stabilne nanocestice
(Badri i sur., 2018).
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Slika 21. Rezultati ispitivanja stabilnosti polimernih nanocestica s indometacinom i
eteri¢nim uljem sjemenki crnog kima (Badri i sur., 2018).

Badri i suradnici uspje$no su pripremili nanocestice temeljene na poli (e-kaprolaktonu)
u koje je uklopljen indometacin i etericno ulje sjemenki crnog kima. Formulacija je uspje$no
karakterizirana, te je dokazana njezina stabilnost. Pretpostavlja se kako je iz ovakvih
nanocestica poboljsana dermalna permeacija indometacina, kao i da su poboljSana terapijska
svojstva. Da bi se ove pretpostavke potvrdile, potrebno je provesti daljnja istrazivanja (Badri i
sur., 2018).
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5. ZAKLJUCCI

e Moguce je uspjeSno izraditi nanotehnoloSke nosace s etericnim uljima i
uklopljenim djelatnim tvarima koji imaju zadovoljavajuéu fizi¢ku stabilnost.

e Formulacije s etericnim wuljima wu in vitro ispitivanjima pokazuju
zadovoljavajucu sigurnost, te eteri¢na ulja kao konstituensi nanonosaca imaju
prednost pred nekim sintetskim tvarima sa sigurnosnog aspekta.

e Dijelatne tvari koje su dobro topljive u etericnim uljima lako je uklopiti u
nanonosace, kao §to su mikroemulzije i nanoemulzije, koji sadrze etericno ulje
kao uljnu fazu.

e Prisutnost eteri¢nih ulja u formulaciji moze povecati fizicku stabilnost djelatne
tvari na vanjske utjecaje kao $to su UV zracenje i promjene pH vrijednosti.

e Djelujuéi kao promotori permeacije, etericna ulja omogucéuju bolju permeaciju
i raspodjelu djelatne tvari u kozi.

e Etericna ulja uklapanjem u nanotehnoloske nosae zadrzavaju svoja
farmakoloSka svojstva i Cesto djeluju sinergisticki s uklopljenom djelatnom
tvari poboljsavajuci tako njenu biolosku aktivnost.

e S obzirom kako su eteri¢na ulja prirodni spojevi razli¢itog sastava, pojedina
eteri¢na ulja pokazuju bolja svojstva od drugih u odredenim formulacijama.

e Uklapanjem etericnih ulja u nanotehnoloske nosate mogucée je dobiti
formulacije jedinstvenih svojstava za kozmeticku primjenu.

e Vecina postojecih formulacija je jo§ u pocetnoj fazi razvoja i provedena su
samo in vitro ispitivanja te prije eventualne upotrebe treba provesti daljnja in

Vvivo ispitivanja.
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7. SAZETAK

Etericna ulja prisutna su u topikalnoj primjeni zbog svojih antimikrobnih,
antioksidacijskih, protuupalnih i drugih pozitivnih uéinaka. Posebno je ineresantna njihova
primjena kao promotora penetracije.

Upotrebom nanotehnoloskih nosaca, kao S$to su nanoemulzije, mikroemulzije,
nanogelovi 1 nanocestice, omogucuje se primjena nestabilnih i teSko topljivih djelatnih tvari,
poboljsava se dermalna raspolozivost i omogucava kontrolirano oslobadanje djelatnih tvari.

Primjenom eteri¢nih ulja u nanotehnoloskim pripravcima s uklopljenom djelatnom
tvari, dobivaju se sustavi jedinstvenih svojstava. Eteri¢na ulja dodatno poboljSavaju fizicku
stabilnost uklopljene djelatne tvari, njenu permeaciju i raspodjelu u kozi, a posljedi¢no i
biolosku aktivnost djelatne tvari. Upotrebom etericnih ulja mogucée je pripremiti
nanotehnoloske nosace s boljim kapacitetom uklapanja za odredene djelatne tvari. Nadalje,
etericna ulja u nanotehnoloSkim pripravcima zadrzavaju svoja farmakoloska svojstva i
djelujudi sinergisticki poboljSavaju ucinak uklopljene djelatne tvari.

Brojna su in vitro ispitivanja pokazala sigurnost i ucinkovitost nanotehnoloskih
formulacija s uklopljenim eteri¢nim uljima i djelatnim tvarima. Stoga, takve formulacije
predstavljaju veliki potencijal za daljnje istrazivanje. Prije svega, potrebno je utvrditi njihovu

sigurnost i uc¢inkovitost u klinickoj primjeni.
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8. SUMMARY

Essential oils are used for topical application because of their antimicrobial,
antioxidant, anti-inflammatory, and other beneficial effects. Their use as penetration
enhancers is particularly interesting.

Nanotechnological carriers, such as nanoemulsions, microemulsions, nanogels and
nanoparticles, enable application of unstable and poorly soluble active ingredients, improve
dermal availability and enable sustained release of active ingredients.

Use of essential oils in nanotechnological carriers with encapsulated active ingredients
enables production of formulations with unique properties. Essential oils further improve
active ingredient physical stability, improve active ingredient permeation and skin
distribution, and consequently its biological activity. Using essential oils, it is possible to
prepare nanotechnological carriers with better encapsulation efficiency for some active
ingredients. Furthermore, essential oils in nanotechnological carriers retain their
pharmacological properties and acting synergistically, improve the effect of encapsulated
active ingredient.

Numerous in vitro researches show nanotechnological formulations with encapsulated
essential oils safety and efficiency. Therefore, there is a huge potential for further research of
such formulations. Especially, their safety and efficiency in clinical trials should be

determined.

52



Temeljna dokumentacijska kartica

Sveuciliste u Zagrebu Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Zavod za farmaceusku tehnologiju

Domagojeva 2, 10000 Zagreb, Hrvatska

PRIMJENA ETERICNIH ULJA U NANOTEHNOLOSKIM PRIPRAVCIMA S
UKLOPLJENIM DJELATNIM TVARIMA ZA DERMALNU PRIMJENU

Ivan Malji¢
SAZETAK

Eteri¢na ulja prisutna su u topikalnoj primjeni zbog svojih antimikrobnih, antioksidacijskih,
protuupalnih i drugih pozitivnih u¢inaka. Posebno je ineresantna njihova primjena kao promotora
penetracije.

Upotrebom nanotehnoloskih nosaca, kao S§to su nanoemulzije, mikroemulzije, nanogelovi i
nanocestice, omogucuje se primjena nestabilnih i1 tesko topljivih djelatnih tvari, poboljSava se
dermalna raspolozivost i omoguéava kontrolirano oslobadanje djelatnih tvari.

Primjenom etericnih ulja u nanotehnoloSkim pripravcima s uklopljenom djelatnom tvari,
dobivaju se sustavi jedinstvenih svojstava. Eteri¢na ulja dodatno poboljsavaju fizicku stabilnost
uklopljene djelatne tvari, njenu permeaciju i raspodjelu u kozi, a posljedi¢no i biolosku aktivnost
djelatne tvari. Upotrebom etericnih ulja moguée je pripremiti nanotehnoloske nosace s boljim
kapacitetom uklapanja za odredene djelatne tvari. Nadalje, etericna ulja u nanotehnoloskim
pripravcima zadrzavaju svoja farmakoloska svojstva i djelujuci sinergisticki poboljSavaju ucinak
uklopljene djelatne tvari.

Brojna su in vitro ispitivanja pokazala sigurnost i u¢inkovitost nanotehnoloskih formulacija s
uklopljenim eteri¢cnim uljima i djelatnim tvarima. Stoga, takve formulacije predstavljaju veliki
potencijal za daljnje istrazivanje. Prije svega, potrebno je utvrditi njihovu sigurnost i u¢inkovitost u
klini¢koj primjeni.

Rad je pohranjen u Sredi$njoj knjiznici Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Rad sadrzi: 52 stranice, 21 grafi¢ki prikaz, 10 tablica i 51 literaturni navod. Izvornik je na
hrvatskom jeziku

Klju¢ne rije¢i: Eteri¢na ulja, nanotehnoloski nosa¢i, nanoemulzije, mikroemulzije, nanogelovi,
nanocestice, dermalna primjena

Mentor: Dr. sc. Ivan Pepié¢, izvanredni profesor SveudiliSta u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta

Ocjenjivaci: Dr. sc. Ivan Pepi¢, izvanredni profesor Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta
Dr. sc. Sanda Vladimir-Knezevi¢, redoviti profesor Sveucilista u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Dr. sc. Anita Hafner, izvanredni profesor Sveudilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta

Rad prihvacen: prosinac 2018.



Basic documentation card

University of Zagreb Diploma thesis
Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Department of Pharmaceutical Technology

Domagojeva 2, 10000 Zagreb, Croatia

USE OF ESSENTIAL OILS IN NANOTECHNOLOGICAL CARRIERS WITH
ENCAPSULATED ACTIVE INGREDIENTS FOR DERMAL APPLICATION

Ivan Malji¢
SUMMARY

Essential oils are used for topical application because of their antimicrobial, antioxidant, anti-
inflammatory, and other beneficial effects. Their use as penetration enhancers is particularly
interesting.

Nanotechnological carriers, such as nanoemulsions, microemulsions, nanogels and
nanoparticles, enable application of unstable and poorly soluble active ingredients, improve dermal
availability and enable sustained release of active ingredients.

Use of essential oils in nanotechnological carriers with encapsulated active ingredients enables
production of formulations with unique properties. Essential oils further improve active ingredient
physical stability, improve active ingredient permeation and skin distribution, and consequently its
biological activity. Using essential oils, it is possible to prepare nanotechnological carriers with better
encapsulation efficiency for some active ingredients. Furthermore, essential oils in nanotechnological
carriers retain their pharmacological properties and acting synergistically, improve the effect of
encapsulated active ingredient.

Numerous in vitro researches show nanotechnological formulations with encapsulated
essential oils safety and efficiency. Therefore, there is a huge potential for further research of such
formulations. Especially, their safety and efficiency in clinical trials should be determined.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemisty.

Thesis includes: 52 pages, 21 figures, 10 tables and 51 reference. Original is in Croatian language.

Keywords: Essential oils, nanotechnological carriers, nanoemulsions, microemulsions, nanogels
nanoparticles, dermal application

Mentor: Ivan Pepié, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy
and Biochemistry

Reviewers: Ivan Pepié, Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy
and Biochemistry
Sanda Vladimir-Knezevi¢ Ph.D. Full Professor, University of Zagreb Faculty of
Pharmacy and Biochemistry
Anita Hafner Ph.D. Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy
and Biochemistry

The thesis was accepted: December 2018.



