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SAZETAK
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TehnoloSko pitanje je bilo mogu li se pripraviti stabilni i kozmeticki prihvatljivi temperaturno
osjetjivi hidrogelovi na bazi poloksamera i hijaluronske kiseline s dodatkom ekstrakata biljke
Centella asiatica i/ili ekstrakta crvene alge, Coralline extract. BioloSko pitanje je bilo hoce li

hidrogelovii kako utjecati na hidrataciju koZe.

Hidrogelovi su pripravljeni jednostavhom metodom otapanja polimera i dodatka ekstrakata.
Karakterizirani su s obzirom na veli¢inu Cestica i reoloSka svojstva te je pokazano da se
kombiniranjem 10 % poloksamera s 1 % hijaluronske kiseline mogu pripraviti stabilni
hidrogelovi ¢ija je kriti¢na temperatura geliranja izmedu 27 i 35 °C te mogu uklapati 5 ili 10 %

ekstrakata bez da im se znacajno promijeni svojstvo geliranja i viskoznost,

Hidratacijska svojstva hidrogelova su ispitana na koZi podlaktice zdravih dobrovoljaca
koriStenjem neinvazivne biometrijske metode pomoéu MoisturMap MM100 uredaja. Analizirane
su slike povrsine koZe na koju jesu ili nisu primijenjeni uzorci hidrogelova s obzirom na razinu

sivog (Gray Index).

Reultati su pokazali da ve¢ i sam kombinirani hidrogel poloksamera i hijaluronske kiseline
posjeduje hidratacijska svojstva a najbolja hidratacijska svojstva su pokazali hidrogelovi s
ekstraktom crvene alge i kombinacijom ekstrakta crvene alge i ekstrakta C. asisatice u kojem je

bio prisutan glicerol.

Rezultati predstavljaju doprinos razvoju temperaturno osjetljivih hidrogelova za hidrataciju

koZe i normalno funkcioniranje epidermalne barijere.



SUMMARY

‘ m

The technological question was whether stable and cosmetically acceptable temperature-
sensitive hydrogels based on poloxamer and hyaluronic acid with the addition of extracts of
Centella asiatica plant and/or red algae extract, Coralline extract could be prepared. The

biological question was whether and how hydrogels affect skin hydration.

Hydrogels were prepared by a simple polymer dissolution method and addition of extracts. They
were characterized by particle size distribution and rheological properties and it has been
demonstrated that by combining 10% of poloxamer and 1% of hyaluronic acid, stable hydrogels
with a critical gelling temperature between 27 and 35 ° C can be prepared. The addition of 5 or

10% of the extracts didn't significantly changed their properties of gelation and viscosity.

Hidratation hydrogel properties were tested on the forearms of healthy volunteers by non-
invasive biometric methods using MoisturMap devices. Skin images were analyzed with regard

to the level of the gray surface of the skin to which hydroge! samples were or were not applied.

Results have shown that the combined poloxamer and hyaluronic acid hydrogel have hydration
properties and the best hydration properties have been demonstrated by hydrogels with red
algae extracts and a combination of red algae extracts and C. asisatice extract in which glycerol

was present.

The results represent a contribution to the development of temperature-sensitive hydrogels for

skin hydration and normal functioning of the epidermal barrier.



SADRZA]

PREDGOVOR 3
SAZETAK 4
SUMMARY s
UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANIA 7
CIL] ISTRAZIVANJA 10
MATERIJALI I METODE 11
MATERIJALI 11
FORMULACIJE HIDROGELOVA 11
KARAKTERIZACIJA HIDROGELOVA 13
ODREPIVANIJE VELICINE 1 RASPODJELE VELICINA CESTICA 13
REOLOSKA MJEREN]A 13
PROCJENA DJELOTVORNOSTI HIDRATACIJE IN VIVO 13
REZULTATI ] RASPRAVA 15
FORMULACIJE HIDROGELOVA 15
KEMIJSKI SASTAV CENTELLA ASIATICA (L.) 15
MEHANIZAM DJELOVANJA CENTELLA ASIATICA (L.) 16
KARAKTERIZACIJA HIDROGELOVA 19
HIDRODINAMICKI PROMJER MICELA HIDROGELOVA 19
REOLOSKA MJEREN]A 21
PROCJENA DJELOTVORNOSTI HIDRATACIJE IN VIVO 29
ZAKLJUCCI 33
LITERATURA 34
ZIVOTOPIS 36




7
UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Koza ima mnogobrojne funkcije, osobito u obrani od fizi¢kih, kemijskih ili bioloskih ¢imbenika. Koza
sudjeluje u regulaciji homeostaze vode i elektrolita i sekrecijski je organ. Ukljuéena je u percepciju i
imunoloski odgovor cijelog organizma (1). Poremecaji ili oStecenja tako opseznog i viSenamjenskog
organa kao $to je koZa mogu biti ozbiljna prijetnja zdravlju pa ¢ak i Zivotu. KoZa prosjetne odrasle
osobe zauzima povrsinu od priblizno 1,5-2,0 m? i ¢ini jednu desetinu tjelesne mase. Sacinjena je od
dva razlicita sloja, epidermisa i dermisa, medusobno odvojena bazalnom membranom, ispod kojih se
nalazi potkozno masno tkivo (hipodermis) Druge komponente koze su Zlijezde znojnice i lojnice,
folikuli dlaka i nokti. Epidermis sadrzi nekoliko vrsta stanica, medu kojima su dominantni
keratinociti. Druge epidermalne stanice su melanociti, Merkelove stanice i Langerhansove stanice.
Dermis je nacinjen od kolagenskih vlakana i elastina, fibronektina, proteoglikana i

glikozaminoglikana. Medutim, glavna komponenta ovog sloja su fibroblasti (1).

Keratinociti formiraju epidermalnu barijeru prolazec¢i vrlo slozenim procesom diferencijacije, koji
ukljuéuje promjenu njihove morfologije i strukturne cjelovitosti, koji se naziva keratinizacija ili
kornifikacija. Promjene u procesu keratinizacije epidermisa utjecu na formiranje koZne barijere te
najceSce rezultiraju poremec¢enom barijerom koja omogucava unos imunoreaktivnih tvari u kozu. To
doprinosi i potice upalne procese koZze ali takoder utjece i na druge organe. U mnogim uobicajenim
koznim bolestima, uklju¢ujuéi atopijski dermatitis i psorijazu, opaZeni su nedostaci u formiranju

koZzne barijere (2).

Najvaznijia i najucestalija posljedica oslabljene funkcije koZne barijere je smanjena hidratacija
roznatog sloja (stratum corneum, SC) epidermisa odnosno prekomjerno gubljenje vode (engl.

TransEpidermal Water Loss, TEWL) iz epidermisa (3).

Hidratiziranost SC odreduje izgled i fizicka svojstva koZe. Smanjena hidratacija povrsine koze
rezultira njezinim suhim, grubim i objeSenim izgledom uz gubitak elasti¢nosti. Drugi vidljivi znakovi

ukljuéuju pigmentaciju i pojavu benignih tumora koze (3).

Na funkciju i obnavljanje koZne barijere, te time i na svojstva hidratacije koze, mogu utjecati brojni
vanjski (ekstrinzi¢ni) i unutarnji (intrinzi¢ni) faktori. Od unutarnjih faktora je najznacajnije starenje
(4)-

Starenje kozZe je slozen proces koji kontrolira genetika (kronolosko starenje) i/ili utjecaj vanjskih
¢imbenika (ekstrinzi¢no starenje). Starenjem koZe dogadaju se razli¢ite modifikacije stanica i tkiva.
Nekoliko je studija pokazalo da proces starenja rezultira smanjenom proliferacijskom aktivnoséu i
keratinocita i fibroblasta. Tijekom godina prirodno se smanjuje brzina obnavljanja stanica i sinteza
kolagena tipa I i tipa IlI te hijaluronske kiseline (HA) u koZnim fibroblastima. Epidermis postaje tanji

s dobi i kao rezultat se razvijaju bore.



Gubitak sposobnosti regeneracije je i uzrok i mjera starenja koze (5.6).

Formulacije protiv starenja koZe trebaju, uz aktivne sastojke za poticanje regeneracije, svakako
sadrzavati tvari koje hidratiziraju koZu odnosno odrzavaju funkcionalnost epidermalne barijere. To
je neophodno i za postizanjelokalnog terapijskog uc¢inka i za dostavu/penetraciju aktivnih sastojaka
do ciljnih stanica. Takoder, formulacije ne bi trebale imati Stetne lokalne i/ili sustavne nuspojave.
Stoga se stalno istrazuju i razvijaju inovativne topikalne formulacije za hidrataciju i protiv starenja

koZe s djelatnim sastojcima koji su djelotvorni i stabilni te istovremeno sigurni i netoksi¢ni (7).

Kako je prije receno, prirodni proces starenja rezultira gubitkom hijaluronske kiseline (HA), jedne od
najvaznijih komponenata izvanstanicnog matriksa uz kolagen i elastin. HA je glikozaminoglikan
velike molekulske mase (10-104 kDa) sastavljen od ponavljaju¢ih disaharidnih jedinica N-
acetilglukozamina i glukuronske kiseline. HA igra klju¢nu ulogu u hidrataciji tkiva i zadrzavanju vlage
zbog sposobnosti vezanja molekula vode ¢ime moze dose¢i do 1000 puta vecu molekulsku masu. U
kozi se HA nalazi u dermisu i u epidermalnim medustani¢nim prostorima, a sintetiziraju je
fibroblasti, keratinociti i ostale stanice koZe. HA se vrlo brzo obnavlja, tijekom 0,5 do nekoliko (2-3)
dana a njezina se koli¢ina smanjuje s dobi. HA je vrlo ¢esto koriSten sastojak kozmetickih pripravaka

za hidrataciju i protiv starenja koZe, osobito hidrogelova (8).

Hidrogelovi su trodimenzionalne polimerne mreZe za koje je poznato da imaju djelotvorna svojstva
vlaZenja zbog visokog sadrzaja vode. Njihova hidrofilna baza stvara na kozi vrlo djelotvorni matriks
za isporuku aktivnih sastojaka u koZu. Termoosjetljivi hidrogelovi se posebno Koriste za lokaliziranu,
kontroliranu i kontinuiranu dostavu aktivnih sastojaka, temeljeno na pomaku u konformaciji,
topljivosti i hidrofilnoj/hidrofobnoj ravnoteZi zbog toplinskih podrazaja (9,10). Njihova formulacija i
svojstva mogu se podesiti tako da odgovaraju kinetici oslobadanja bioaktivnog sastojka te su stoga od
velikog interesa za njegu i terapiju koZe kao transdermalni terapijski sustavi (11-13). Ustanovljeno je
da se HA resorbira s povrsine koZe i brzo prolazi kroz epidermis. Stoga se moze ocekivati da HA moze

potaknuti unos lijekova/aktivnih sastojaka u kozu, barem $to se ti¢e dubljih slojeva dermisa (14).

Jedna od biljaka koje se koriste u dermatologiji je
Centella asiatica (L) Urban iz obitelji Apiaceae,
takoder poznata po imenu Gotu kola. Raste u
tropskim regijama Azije, Oceanije, Afrike |
Amerike. Ekstrakt €. asiatica (CA; Medunarodna
nomenklatura kozmeti¢kih sastojaka, INCI)

koristi se kao sastojak kozmetike (15).

Primarni aktivni sastojci CA su saponini (koji se nazivaju i triterpenoidi), koji ukljucuju

aziatikozide, u kojima je trisaharidni dio povezan s aglikonom azijskom kiselinom,



madekasozidom i madazijskom kiselinom. (Aglikon je neSecerni spoj koji ostane nakon Sto se
glikozidna skupina u glikozidu zamijeni atomom vodika. Veza izmedu glikona i aglikona naziva
se glikozidna veza.) Ti triterpenski saponini i njihovi sapogenini uglavnom su odgovorni za
zacjeljivanje rana i vaskularne ucinke. Osim toga, ukupni ekstrakt sadrZi biljne sterole,
flavonoide i druge komponente bez poznate farmakoloske aktivnosti, to jest, obilno tanine (20-
25%), esencijalne kiseline (0,1% s beta-kariofilenom, trans-beta-farnezinom i germakrenom D),
fitosterole (kampesterol, sitosterol, stigmasterol), mucilagene smole, aminokiseline (alanin,
serin, aminobutirat, aspartat, glutamat, lizin i treonin), flavonoide (derivate kvercetina i
kempferola), alkaloide (hidrokotin), gorke komponente (valerin), masne kiseline (linolnuy,

linolensku, oleinsku, palmitinsku i stearinsku) (15).

Kozmeticke formulacije koje sadrze ekstrakt CA imaju hidratantna i protuupalna svojstva. Stoga
se CA ekstrakti mogu koristiti u hidratantnim kozmetickim pripravcima i takoder nadopuniti

tretman suhe i osjetljive koze (16).

Mehanizam djelovanja ukljucuje promicanje proliferacije fibroblasta i povecanje sinteze
kolagena, kao i kiselih mukopolisaharida, povecanje intracelularnog sadrzaja fibronektina i
mitoticke aktivnosti u germinativnom sloju epidermisa, znacajno poboljsanje c¢vrstoce

novoformirane koZe kao i inhibiciju upalne faze hipertrofi¢nih oziljaka i keloida (15,16).
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CIL] ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je bio priprava i karakterizacija termoosjetljivih hidrogelova s
hijaluronskom kiselinom i razli¢itim ekstraktima CA te ispitivanje njihove hidratacijske

djelotvornosti.
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MATERIJALI 1 METODE

MATERIJALI

KoriStene su dvije vrste ekstrakata biljke C. asiatica: E1 = Phytoliquid Centella P (INCI: Aqua
(and) Butylene Glycol (and) Centella Asiatica Leaf Extract) i E2 = Phytexcell Centella Asiatica
(INCI: Glycerin (and) Butylene Glycol (and) Aqua (and) Centella Asiatica Leaf Extract). Potom C =
Crodarom Coralline (INCI: Aqua (and) Glycerin (and) Corallina Officinalis Extract) koji je
prirodni ekstrakt crvene alge bogat magnezijem i kalcijem. Te ekstrakte je kao besplatne uzorke
ljubazno ustupila CRODAROM, francuska podruznica Croda grupe (Ujedinjeno Kraljevstvo).
Hijaluronska kiselina (HA) nabavljena je od Kemiga (Hrvatska). Pluracare® F 127 NF Prill (INCI:
Poloxamer 407) nabavljen je od tvrtke BASF Care Creations (Njemacka). Za sve pokuse korisStena

je procis¢ena voda. Ostali koristeni reagensi bili su analitickog stupnja ¢istoce.

FORMULACIJE HIDROGELOVA

Poloksamerski (P) gelovi pripravljeni su hladnom metodom, jednostavnim mijeSanjem
magnetnom mjeSalicom. KoriSten je Pluracare F-127(P-407) u odredenoj koncentraciji i
redestilirana voda (Aqua redestillata; gs). Otopine poloksamera drzane su u hladnjaku pri 5° C

tijekom 6-12 h, nakon ¢ega su bile potpuno bistre.

Hidrogel poloksamera i hijaluronske kiseline (PHA) pripravljen je hladnim postupkom. Dio
redestilirane vode koristen je za otapanje P, a drugi dio za otapanje HA pri sobnoj temperaturi,
uz mijeSanje magnetnom mjeSalicom. Nakon Sto je otopina HA postala bistra gel-otopina,

pomijesana je s otopinom P i ostavljena u hladnjaku 6-12 h.

PHA hidrogel je viskozni gel i pri sobnoj temperaturi i pri temperaturi hladnjaka.

Formulacija PHA hidrogela:

% (m) I
P 407 10 % vl

HAT oo 1 \
89 .

Aqua redestillata ....ccevuu

5°C 25°C

P11A hidrogel PUA idroget

32°C

P sofutior P hidroge!

1 4
S°C




(a)

CHj
98 67 68

Poloksamer 407 (P)

OH OH
O @ 0
TR |
L 0 N
AL Jn

Hijaluronska kiselina
(HA)

(b)

12

Poloksamer 407 (P) hidrogel

\,%_

T >CGT
~S r” ‘J
Otopina (sol stanje)
(pojedinacne micele)

Hidrogel
_(pakirane micele)

Poloksamer 407 + HA hidrogel (PHA)

T > CGT
Otopina (sol stan]e]

Hidrogel
(pakirane micele medusobno

povezane s HA)

(pojedinaéne micele)

.~ Poloksamer 407 (P) ~~~~~~ Hijaluronska kiselina (HA)

Slika 1.

Strukturne formule poloksamera 407 i hijaluronske kiseline (a) te shematski prikaz nastajanja P i PHA gela iznad
kriticne temperature geliranja (b) (17).

Otopine poloksamera s ekstraktima C, E1 i E2 pripremljene su jednostavnim dodavanjem pojedinog

ekstrakta ili kombinacije dva ekstrakta hladnim postupkom u P ili PHA otopinu, da bi se daobila 5 % ili

10 % koncentracija ekstrakta.

Formulacija PHAE1 hidrogela

%(m)
P 407.nersieinnes 10
HA 1

Phytoliquid CA............ 5
Aqua redestillata.....84

Formulacija PHACEZ hidrogela

%(m)
P 407..veriiirrnissiaree 10
HA 1
Corallina ..euvvenerneens S
Phytexcell CA............ 5

Aqua redestillata .....79
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KARAKTERIZACIJA HIDROGELOVA

[ODRE'IVAN]E VELICINE | RASPODJELE VELICINA CESTICA

Analiza velic¢ina Cestica u P i PHA gelovima je provedena mjerenjem dinamickog rasprsenja
svjetlosti (Dynamic Light Scattering (DLS)) na uredaju Zetasizer 3000 HAS (Malvern
Instruments, UK). Promjer cestice dobiven ovom metodom vrijednost je koja govori o difuziji
Cestice i naziva se hidrodinamickim promjerom (di). To je promjer kugle (sfere) s jednakim
translacijskim difuzijskim koeficijentom kao promatrana (nepravilna) Cestica. Rezultati su
prikazani s dn +SD i indeksom polidisperznosti (PDI+SD). Analiza je provdena barem tri puta na

svakom uzorku,

'REOLOZKA MJERENJA

Krivulje viskoznosti (ovisnost viskoznosti o brzini smicanja) mjerene su na reometru (Anton
Paar Physica MCR 102) koriStenjem konusnog mjernog tijela (50 mm) u kombinaciji s plo¢om

pri 32 °Ci rasponu smi¢nih brzina od 0,01-100 s-L.

Viskoelasti¢na svajstva izradenih sustava provedena su u linearnom visokoelasti¢cnom podrudju
(Anton Paar Physica MCR 102) koriStenjem metode paralelnih plota (promjera 50 mm; razmak
0,5 mm) pri kutnoj frekvenciji 1 rad/s. Mjerene su promjene viskoznosti modula pohrane (G i
modula gubitka (G") ovisno o promjeni temperature (15-45 °C). Iz sjeciSta krivulja modula

pohrane (G') i modula gubitka (G') odredene su temperature geliranja izcadenih formul acija.

PROCJENA DJELOTVORNOSTI HIDRATACIJE IN VIVO

Za ovaj dio istraZivanja dobiveno je odobrenje Povjerenstva za eti¢nost eksperimentalnog rada

Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta (29. ozujka 2018.).

U istrazivanje se ukljucilo ukupno 18 zdravih ispitanika s rasponom dobi od 20 do 65 godina
starosti, bez prethodne bolesti koZe, nakon S§to su dali svoj pisani pristanak. Studija je
dizajnirana kao jednostrana slijepa, placebo-kontrolirana studija. Ispitanici su upuceni da ne
koriste kozmeti¢ke proizvode dva tjedna prije i na dan pokusa, osim proizvoda za pranje poput
sapuna Prije svih mjerenja ispitanici su proveli u sobi najmanje 30 minuta kako bi se omogucila

puna prilagodba koZe na sobnu temperaturu (21 2 °C) i relativnu vlaznost (60% * 5%).
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Odabrana su podrucja (3-5) (svako od 9 cm?) na koZzi podlaktice obje ruke svakog dobrovoljca:
jedno polje je sluzilo kao kontrola i na njega se nisu primjenjivali uzorci hidrogelova a na ostala
podrucja su se primijenile razlic¢ite formulacije. Sadrzaj vlage u roznatom sloju je odreden
neinvazivnim biometrijskim mjerenjima pomocu uredaja s kapacitivnim senzorom za snimanje
raspodjele vlage u roznatom sloju (MoistureMap MM 100-Courage & Khazaka Electronic GmbH,

Koln, Njemacka). Mjerenja suprovdena 1, 2, 3,4 i 5 h nakon jednokratne primjene formulacija.

MoistureMap slike omogucuju vrlo precizno pregledavanje topografije koze koja se lako moze
kvantificirati u smislu gustoce i orijentacije linija. Hidratacija koZe procijenjena je statisticCkom

analizom razine sivog u podrucju interesa.

Statisticka analiza podataka dviju skupina provedena je pomocu Studentovog t-testa. Za
usporedbu tri ili viSe skupina, primijenjena je jednosmjerna ANOVA i Tukeyova visSestruka
usporedba. Znacajnim se smatrao P <0,05. Analize su provedene pomoc¢u programa GraphPad 5

Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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REZULTATI I RASPRAVA

FORMULACIJE HIDROGELOVA

Dizajnirani su temperaturno osjetljivi hidrogelovi (PHA) sastavljeni od hijaluronske kiseline
(HA) i poloksamera 407 (P) za dugotrajnu isporuku sastojaka za hidrataciju koze. Kao sastojci s
hidratiziraju¢im uc¢inkom u ovoj su studiji ispitivni biljni ekstrakti Centella asiatica (L) Urban: E1
= Phytoliquid Centella P (INCI: Aqua (and) Butylene Glycol (and) Centella Asiatica Leaf Extract) i
E2 = Phytexcell Centella Asiatica (INCI: Glycerin (and) Butylene Glycol (and) Aqua (and) Centella
Asiatica Leaf Extract). Takoder je ispitan dodatak C = Crodarom Coralline (INCI: Aqua (and)
Glycerin (and) Corallina Officinalis Extract) koji je prirodni ekstrakt crvene alge bogat
magnezijem i kalcijem. Ovi minerali su esencijalni za stanicnu komunikaciju i koheziju pa
pomazu zadrzati hidrolipidnu ravnotezu i ocuvati elasticnost koze. Corallina djeluje
hidratacijski, antioksidacijski i regenerativno stoga je idealan hidratizirajuci i revitalizirajuci

sastojak za kozu (18).

Centella asiatica se kao ljekovita biljka koristi u narodnoj medicini ve¢ stolje¢ima za Sirok
spektar indikacija. Smatra se dijelom ajurvedske, tradicionalne kineske medicine, kao i africke i

indijske medicine (19,20).

Uvrstena je u Indian Pharmacopoeia, te u Martindale European Pharmacopoeia, British Herbal
Pharmacopoeia, German Pharmacopoeia, Chinese Pharmacopoeia, Pharmacopee francaise,
Dutch Pharmacopeia, La Farmacopea Italiana X, European Pharmacopoeia VI, Polish

Pharmacopoeia IX edition.

Po europskoj farmakopeji oficinalna je Centellae asiaticae herba, a sastoji se od osuSenih,
usitnjenih nadzemnih dijelova Centella asiatica (L.) Urban, koji trebaju sadrzavati najmanje 6 %

ukupnih triterpenoidnih sastojaka izrazenih kao aziatikozidi (21).

[KE MIJSKI SAS;AV CENTELLA ASIATICA (L.)
NajvaZzniji spojevi izolirani iz CA su:

¢ centeloidi, triterpenski saponini; saponini mogu iznositi 1 % do 8 % svih sastojaka
biljke, ovisno o porijeklu CA
e centellosidi, pentaciklicki triterpenoidni saponini koji su farmakoloski aktivni i

azijska kiselina, madekazijska kiselina

najvazniji su:
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Ostali centellosidi zastupljeni u CA su: triterpenske kiseline (brahminska, madazi¢na,
terminolska kiselina i centelna kiselina), kao i njihovi glikozidi (brahminozid, madaziatikozd,
centelozid). CA ima jo$ neke sastojke kao Sto su: flavonoidi (kvercetin, kemferol) seskviterpeni
(cariofolen), fitosterole (sitosterol, stigmasterol), aminokiseline, tanine, Secere i esencijalna ulja (0,1
%). Listovi CA su bogati vitaminima B i C,a u suhoj tvari nadeni su: Fe, Ca, Mg, Na, K, Kloridi, sulfati i

fosfati.

| MEHANIZAM DJELOVANJA CENTELLA ASIATICA (L.)

Glavne aktivne tvari su azatikozidi i madekasozidi, te njihovi aglikoni azjska i madekazijska

kiselina.
Djelovanje centella asiatica ekstraktaje:

e poboljsano zacjeljivanje (cikatrizant)

e poboljSana hidratacija koze

e protuupalno ukljuc¢ujuéi sunc¢ane opekline
e antioksidacijsko

e antaging

e antivirusno

e antibakterijsko

e navarikozitete

Ekstrakt CA potice proliferaciju fibroblasta i povecéava sintezu kolagena tipa I i unutarstani¢nog
fibronektina. Takoder inhibira upalnu fazu tije kom zarastanja, te poboljSava svojstva i strukturu
novoformirane koze, prevenirajuci stvaranje hipertrofiranih oziljaka i keloida. Odavno se koristi

u lijecenju malih rana, opeklina, oZiljaka, psorijaze, skleroderme (22-25).

Terapijski potencijal CA predmet je brojnih eksperimentalnih i klini¢kih istrazivanja. Znanstvene
studije su dokazale da ima pozitivan u¢inak u lije¢enju venske insuficijencije, striae gravidarum,

rana, opeklina i kronicnih vrijedova (26-28).

U kozmetologijj se ekstrakt CA primjenjuje u tretmanima celulita, strija i fotostarenja koze, te je
vrlo Cesto sastojak u kozmetickim proizvodima za usporavanje starenja koze. U sloZenom
procesu starenja koze jedan od faktora je i izloZzenost suncu. U¢inci fotostarenja koZe upravo se
najvise ispoljavaju u dermisu i epidermisu. CA moZe poboljSati strukturu i elasti¢nost koze
osSte¢ene suncem. Madekasozid, aktivni sastojak iz CA inducira ekspresiju kolagena i modulira
medijatore upale, te daje bolju hidrataciju koZe. Time moZe sprijeciti i ispraviti neke znakove

fotostarenja koZe. To moZe biti rezultat sinergistickog uc¢inka poboljSane hidratacije, zahvaljujudi
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madekasozidu, antioksidativnog i protuupalnog djelovanja te UV zaStitnog djelovanja na koZzu i

popravka ve¢ nastalih fotooStecenja (15,29).

U dermatologiji je primjena Centella asiatica posebno ispitana kod oZiljaka, opeklina,

zacjeljivanja rana i za lijecenje ulcus cruris (30,31).

Aziatikozid, aktivni sastojak CA ima ucinak protiv stvaranja oziljka stoga jer povecava sintezu
kolagena tipa I u humanim fibroblastima, stimulira angiogenezu te poboljsava elasti¢nost krvnih
zZila, povecava razinu hidroksiprolina te povecava razinu antioksidansa u novostvorenim tkivima

(32).

EMA (Europska agencija za lijekove) izvjeStava o upotrebi | djelotvornosti pripravaka sa
ekstraktom CA (33):

e krema/mast koja sadrzi 1 % titriranog CA ekstrakta (TECA) odobrena za upotrebu na
koZi u lijeenju rana, vrijedova i opeklina.

e prah 2 % TECA - odobren za uporabu u lijecenju oZiljaka, opeklina i keloidnih oZiljaka.

Medicinski proizvodi sa ekstraktima Centella asiatica (L.) Urban odobreni su u Belgiji (od 1968.)

Francuskoj, Grekoj, Portugalu, Italiji i Spanjolskoj (EMA).
Klinicka istrazivanja za CA ekstrakt radena su za:

e pripravke CA (1 % masti 2 % prah)-ubrzano zacjeljivanje rana

e formulaciju koja sadrzi aziatikozid kao glavni aktivni sastojak te je pokazano izljeCenje
64 % inficiranih rana

e topikalnu primjenu CA na opekline 2. ili 3. stupnja te je pokazano sprjecavanje infekcije,
ubrzano zacjeljivanje i inhibicija nastanka hipertrofiranih oZiljaka

e kremu s 1 % standardiziranog ekstrakta CA te je dokazano uspjesno lijecenje Ulcus
cruris

o Kklinicki je dokazan pozitivan terapijski ucinak kod venske insuficijencije (znacajno manje

prosirenih vena i edema).

Brojne primjene CA za koje joS ne postoje klinicka istrazivanja opisane su u farmakopejama i
tradicionalnim prirucnicima ( I

i ! L df)
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Biokompatibilni polimer, poloksamer 407, primijenjen je kao temperaturno osjetljiva
komponenta zbog svojstva brze i reverzibilne sol-gel tranzicije te stabilizacije hidrofobnih tvari
u vodenim otopinama. HA, biokompatibilni polisaharid, je koriStena za kontroliranje
oslobadanja djelatnih hidratiziraju¢ih sastojaka te smanjenje koncentracije P potrebne za
geliranje uz to Sto i sama posjeduje hidratizirajuca svojstva. Prije je pokazano da dodatak visoko
molekularne HA u poloksamersku otopinu potice stvaranje gusSce pakiranih micela pri
temperaturi geliranja zbog hidrofobnih interakcija izmedu acetilnih skupina HA i metilnih
skupina na P407. To umreZavanje unutar micela, potaknuto HA, povedava C¢vrstocu

temperaturno osjetljivog hidrogela (17,34).

Cilj je bio pripraviti temperaturno osjetljive hidrogelove s minimalnom koli¢cinom poloksamera u
kombinaciji s hijaluronskom kiselinom i biljnim ekstraktima s hidratiziraju¢im svojstvima. Stoga
su najprije ispitana svojstva geliranja uzoraka s rasponom koncentracija P izmedu 5i 15 %.
Rezultati reoloskih mjerenja svojstava geliranja i temperature sol-gel prijelaza uzorakaP5 % i P

5% + HA 1% prikazani su na slici 2.

Storage Moduius G’ [Paj
Loss Moduius G* [Pa]

Siorage Modulus G* [Paj
Loss Modulus G” [Pa)

[N AF S W ST TS S S SO W e | 1Es1 e e e YU SIS ddosas
100 150 200 250 200 3.0 00 450 10,0 150 200 5.0 %0 350 200 40
Swopamye T {°C) Taenpormave T [*C)
Slika 2:

Rezultati ispitivanja viskoelasti¢nih svojstava uzorka s 5 % poloksamera 407 (lijevo) i uzorka s 5 % poloksamera
40711 % hijaluronske kiseline (desno). Promjene modula pohrane (G') i gubitka (G") u ovisnosti o promjeni
temperature biljezene su pri kutnoj frekvenciji od 1 rad/si naprezanju y=0,1 %.

MozZe se vidjeti da uzorak 5% P ne gelira pritemperaturi nizoj od 40 °C. Takoder, uzorku s 5 % P
i 1 % HA viskoelasti¢na svojstva smanjuju se s povecanjem temperature. Stoga su uzorci koji su
koristeni u daljnjim ispitivanjima i za in vivo procjenu djelotvornosti hidratacije pripravljeni s 10

% P.
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Pripravljeno je 11 uzoraka hidrogelova kombiniranjem 10 % P, 1 % HA te 5 % C, E1 ili E2. Za
usporebu su pripravljeni uzorci (5) sacinjeniod 1 % HAte 5% C,E1ili E2 iuzorcisamo 10 % P i

1 % HA. Sastav i oznake pripravljenih uzoraka su prikazani u tablici 1.

Tablica 1: Formulacije hidrogelova i njihov sastav.

Formulacija
Sastojak Gt ne e el s Soipeend R E "5" & Yt g g
EE & 2 P ¥ EEEEETIEZ EOZ
o (%
P (10%) X X X X X X X X X X X X
HA (1%) W R R s X R S SR
C (5%) X X X X X X X X
E1(5%) X X X X X X
E2(5%) X X X X X X

KARAKTERIZACIJA HIDROGELOVA

Hidrogelovima je odredena veli¢ina Cestica/micela, odnosno mjeren je hidrodinamicki promjer
na ZetaSizer-u. Odredena su reoloska svojstva, odnosno izmjerene krivulje/profili viskoznosti te
je mjerenjem promjena viskoznosti modula pohrane (G') i modula gubitka (G') ovisno o
promjeni temperature, iz sjecista krivulja modula pohrane (G') i modula gubitka (G"') odredena
temperatura geliranja izradenih formulacija hidrogelova. Potom je procijenjena njihova

djelotvornost hidratacije in vivo.

HIDRODINAMICKI PROMJER MICELA HIDROGELOVA

Za poloksamer 407 je poznato da u vodenim otopinama pokazuje termoreverzibilno geliranje. S
povecanjem temperature P agregira u micele da bi se smanjila slobodna energija otopine. Dakle,
zagrijavanjem vodene otopine poloksamera 407 stvara se ravnoteZa izmedu monomera i micela

te pri temperaturi geliranja nastaju agregati.

Analiza veli¢ine cestica u P i PHA gelovima je provedena mjerenjem dinamickog rasprsenja
svjetlosti na uredaju Zetasizer. Tim mjerenjima se je Zeljelo potvrditi i pakiranje/smijeStanje

dodane HA u P micele. Mjerenja su provedena pri 32 °C. Rezultati su prikazani u tablici 2.



Kao $tose moze vidjetiiz tablice 2., veli¢ina Cesticase u formulacijama P i PHA kre¢e izmedu 18 i
50 nm. Otopini samog poloksamera je izmjerena veli¢ina micela od 23,9+6,1 (PDI
0,649+0,014). PHA formulaciji je izmjerena veli¢ina micela od 50 nm §to je ujedno najveca
izmjerena vrijednost lako je izmjerena velic¢ina oko 10 p uta manja od one koju su objavili Jung i
suradnici (17) koji su pokazali da se HA ugraduje u P micele i pove¢ava ¢vrsto¢u hidrogela, moze

se zakljuciti da i u nasem slucaju postoji odredena interakcija izmedu P i HA.

Tablica 2: Rezultati analize velicine Cestica formulacija hidrogelova provedene mjerenjem

dinamickog rasprsenja svjetlosti pri 32 °C.

Formulacija dy+SD (nm)

P

PHA
PC

PE1
PE2
PCE1
PCE2
PHAC
PHAE1
PHAE2
PHACE1
PHACE2

Dodatak razlicitih vrsta biljnih ekstrakata u P ne mijenja znacajno veli¢inu micela (PC, PE1, PE2),
osim u slu¢aju kombinacije ektrakata (PCE1, PCE 2) gdje je veli¢ina micela oko 18 nm. Uzordi koji
sadrze kombinadju ekstrakata su pripravljeni s po 5 % svakog ekstrakta, dakle sadrze ukupno 10 %

ekstrakata, pa se njihova razli¢ita svojstva mogu tumaciti i na osnovu razlike u koncentraciji a ne

samo na osnovu razlike u sastavu ekstrakata.

Uzorcikoji sadrze kombinadju P i HA i razlicite vrste ekstrakata ili njihove kombinadije imaju
veli¢inu micela izmedu 21 i 25 nm, dakle vrio sli¢nu veli¢ini P (23,9+6,1 nm) hidrogela i znac¢ajno

manju od PHA formulacije (49,9+5,9 nm). Iz toga bi se moglo zakljuciti da dodatak ekstrakata utjece

20

23,9+6,1
49,9459
21,6%3,6
24,7+2,4
23,7£1,7
18,2+1,5
18,1+0,4
22,0£7,6
23,0+3,3
21,4+2,4
24,4+5,7
22,3+1,7

PDI+SD
0,649+0,014
0,603+0,062
0,321+0,143
0,422+0,049
0,448+0,050
0,557+0,016
0,534+0,015
0,290+0,085
0,552+0,030
0,558+0,068
0,563+0,051
0,586+0,011

na strukturu micelai to izrazenije na PHA nego na P formuladije.
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|REOLOSKA MJEREN]A

Osnovna reoloska svojstva krutih materijala su elasticnost i plasticnost, a tekuéih (fluida)

viskoznost.

Bioloski materijali, ukljucuju¢i farmaceutske proizvode, zbog svog slozenog sastava rijetko

pokazuju samojedno od navedenih svojstava, iako se najceS¢e opisuju samo jednim od njih.

Materijal je idealno elastican kada se deformacija pojavi trenuta¢no s djelovanjem sile, a
nestaje nakon prestanka djelovanja sile. Ako materijal podlijeZe trajnoj deformaciji kada se

postigne odredeni prag naprezanja, za njega se kaze da pokazuje plasti¢no ponasanje.

Pojedini koloidni sustavi, pod odredenim uvjetima, pokazuju svojstva i tekuéih i krutih

materijala u razli¢itom omjeru, pa se zbog toga nazivaju viskoelasti¢ni sustavi.

Osim kemijskog sastava, na stanje nekog reoloskog sustava utjecu jos neki ¢imbenici, kao Sto su:
temperatura, udio suhe tvari, pH, brzina smicanja, vrijeme smicanja, uvjeti pripreme i

pohrane/Cuvanja materijala, kao i primijenjena metoda odredivanja reoloskih svojstava.
Odredivana je ovisnost viskoznosti o smi¢nom naprezanju pri 32 °C.

Na slici 3. je prikazana usporedba krivulja viskoznosti uzoraka samog poloksamera, P 5961 10

%, same HA (1 %) te PHA formulacije.
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Slika 3.
Krivulje viskoznosti P (5 % i 10 %) u usporedbi s krivuljama viskoznosti HA (1%) i PHA pri 32 °C.
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Iz slike 3. se moZe vidjeti da se svim uzorcima viskoznost smanjuje s povecanjem brzine
smicanja, odnosno da su svi sustavi pri 32 °C i niskom smi¢nom naprezanju gelovi. Cvrsto¢a P
gelova se povecava s povecanjem koncentracije. Kombiniranjem P i HA nastaje gel koji, pri
niskim brzinama smicanja ima slicnu viskoznost kao P gel ali je pri ve¢im brzinama smicanja

viskoznost a time i ¢vrsto¢a kombiniranog gela znacajno veca od viskoznosti samog P gela.

Na slici 4. su prikazane krivulje viskoznosti formulacija koji sadrze ekstrakt crvene alge (C) u
koncentraciji od 5 % u usporedbi s krivuljama viskoznosti samih P i HA te krivuljom viskoznosti
PHA formulacije. Profili viskoznosti P i PC uzoraka su sli¢ni ali su vrijednosti viskoznosti PC

uzorka oko 2,5 puta vece od viskoznosti samog P.

Profili viskoznosti HA i HAC uzoraka su razliciti. Na HAC profilu viskoznosti moze se vidjeti plato
viskoznosti (zero shear viscosity) kako se brzina smicanja priblizava nuli, odnosno idealno
teCenje sustava. S povecanjem brzine smicanja viskoznost HAC uzorka naglo opada. Vrijednosti

viskoznosti HAC uzorka u odnosu na HA uzorak su znacajno vece.

Kad se C doda u kombinirani, PHA sustav, viskoznost PHAC sustava je pri mirovanju, odnosno
malom smi¢nom naprezanju veca od viskoznosti PHA sustava i jednaka viskoznosti PC, dok je pri

vetim smic¢nim naprezanjima gotovo jednaka viskoznosti PHA sustava.
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Slika 4.
Usporedba krivulja viskoznosti HA, P i PHA formulacija s analognim formulacijama s C ekstraktom (HAC, PC,
PHAC). Mjerenja su provedena pri 32 °C; konus-plo¢a metoda.
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Na slici 5. su prikazane krivulje viskoznosti uzoraka koji sadrze CA ekstrakte (E1 i E2) u
koncentraciji od 5% u usporedbi s krivuljama viskoznosti samih P (10%) i HA (1%) te krivuljom
viskoznosti kombiniranog PHA uzorka. Dodatak E1 u P (PE1l) gotovo uopée ne mijenja ni
vrijednosti niti profil viskoznosti samog P. Dodatak E2 u P (PE2) povecava viskoznost sustava i
mijenja profil viskoznosti samog P. Ekstrakti E1 i E2 razlikuju se s obzirom na glicerol koji je

prisutan u E2 ekstraktu.

Dodatak ekstrakata E1 i E2 u HA (PHAE1 i PHAE2) mijenja profil viskoznosti HA i vrijednosti
viskoznosti su znacajno veée. Na HAE1 i HAE2 profilima viskoznosti moZe se vidjeti plato
viskoznosti (zero shear viscosity) kako se brzina smicanja priblizava nuli, odnosno idealno

tecenje sustava. S povecanjem brzine smicanja viskoznost naglo opada.

Kad se ekstrakti kombiniraju s PHA sustavom (PHAE1 i PHAEZ2), ne mijenjaju znacajno PHA
profil viskoznosti. PHAE2 sustavi su u stanju mirovanja nesto viskozniji od PHA dok su PHAE1

sustavi manje viskozni u stanju mirovanja od PHA sustava.
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Slika S.
Usporedba krivulja viskoznosti HA, P i PHA formulacija s analognim formulacijama s E1 ili E2 ekstraktom (HAE1,
HAE2, PE1, PE2, PHAE1, PHAE2). Mjerenja su provedena pri 32 °C; konus-plo¢a metoda.
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MozZe se zakljuciti da kombiniranje HA bilo s P, C, E1 ili E2 znacajno mijenja viskoznost i profil
viskoznosti HA (slika 6.). Pritom najveéu viskoznost pokazuju PHA uzorci u cijelom profilu

viskoznosti, te time i najvecu ¢vrstocu.

Profili viskoznosti HAC i HAE2 uzoraka su gotovo identi¢ni, a HAE1 profil pokazuje neSto manje
vrijednosti viskoznosti od oba. E1 ekstrakt ne sadrzi glicerol, za razliku od E2 i C ekstrakata, pa

se moZe zakljuciti da su HACi HAE2 uzorci viskozniji/¢vrséi od HAE1 uzorka zbog glicerola.

Krivulja i vrijednosti viskoznosti PHA i P uzoraka znacajno su razliCite pri vedim smi¢nim
naprezanjima, dok su u stanju mirovanja i jako malim smi¢nim naprezanjima gotovo jednake
(slika 7.). Krivulje viskoznosti PE1 i P uzoraka se gotovo ne razlikuju, pa se moze zakljuciti da
ekstrakt E1 (bez glicerola) ne utjee na viskoznost P. Viskoznosti PE2 uzorka su u stanju
mirovanja i pri malim smi¢nim naprezanjima znacajno vec¢e od P i PE1, ali i od PHA, dok su pri
vecim smi¢nim naprezanjima manje od PHA te i dalje ve¢e od P i PE1. Isto vrijedi i za PCuzorak s

tim da je u cijelom profilu manje viskozan od PE2.
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Slika 6.
Usporedba krivulja viskoznosti HA formulacije s analognim formulacijama s P te C, E1 ili E2 ekstraktom (PHA,
HAC, HAE1, HAE2). Mjerenja su provedena pri 32 °C; konus-plo¢a metoda.
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Slika 7.
Usporedba krivulja viskoznosti P formulacija s analognim formulacijama s HA te C, E1 ili E2 ekstraktom (PHA,
PC, PE1, PE2). Mjerenja su provedena pri 32 °C; konus-plo¢a metoda.

Profili viskoznosti PHACE1 i PHACE?2 sustava u usporedbi s PHA, PCi PHA su prikazani na slici 8.

1000000
]

100000 ® o @
X 1

— 10000 oe00@@
Y ' Qo o ' ' .
[y ([ J .. . N
e S o, ... orC
R °
z 1000 ° '..O oPHA
§ " ®  eriAC
= 100 . ® PIIACE1
o 5
®ooe °VMACE2
10
1
0,01 0,1 1 10 100

Shearrate (1/s)

Slika 8.
Usporedba krivulja viskoznosti PHA i PC uzoraka s analognim uzorcima s C, CE1 ili CE2 ekstraktom (PHAC,
PHACE1, PHACE2). Mjerenja su provedena pri 32 °C; konus-plota metoda.
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Profili viskoznosti formulacija sa i bez hijaluronske kiseline znacajno se razlikuju. PHACE1 i
PHA CE2 profili viskoznosti pokazuju plato viskoznosti (zero shear viscosity) kako se brzina
smicanja pribliZava nuli, odnosno idealno tecenje sustava. Pokazuju dakle isti profil viskoznosti
kao HACE1 i HACEZ2 sustavi (slika 6.) te manju viskoznost u mirovanju i pri manjim smi¢nim
naprezanjima od P Ci PHAC. Tijekom cijelog profilaje viskoznost PHACE2 manja od viskoznosti
PHACE1. To bi upucivalo na zakljuc¢ak da se povecéanjem udjela glicerola smanjuje viskoznost
sustava jer Ci E2 sadrZe glicerol. To vrijedi samo za kombinirane uzorke s HA (slika 9. lijevo).
Kombinacija ekstrakata s glicerolom u sustavima bez HA, PCE2, ne utjece na profil niti

vrijednosti viskoznosti (slika 9. desno).
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Slika 9.
Usporedba krivulja viskoznosti PHA s analognim uzorcima s C, CE1 ili CE2 ekstraktom (PHAC, PHACE1, PHACE?2)
~lijevo te usporedba krivulja viskoznosti PC s analognim uzorcima s HA, CE1 ili CE2 ekstraktom (PHAC, PCE1,
PCE2) — desno. Mjerenja su provedena pri 32 °C; konus-plo¢a metoda.

Temperatura faznog prijelaza, sol-gel temperatura, je jedan je od glavnih parametara koji treba
procijeniti u temperaturno osjetljivim sustavima. Geliranje poloksamerskog sustava javlja se

zbog geometrijske organizacije (pakiranja) micela nastalih dehid racijom blokova PPO, koja ovisi

o temperaturi i kriti¢noj koncentraciji micela (35-37).

Kvocjent elasti¢nog (G’; modul pohrane) i viskoznog (G”; modul gubitka) modula ovisno o
kutnoj frekvenciji (tj. vremenu trajanja deformacije) pokazuje prevladavujuca svojstva

(elasti¢na ili plasti¢na) viskoelasti¢nog materijala.

Temperatura sol-gel prijelaza poloksamerskih otopina je odredena temeljem oscilacijskih

reoloskih mjerenja pri kutnoj brzini (frekvenciji) w=1 rad/s i naprezanju y=0,1 %. Temperatura
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je povecavana za po 0,25°C u rasponu od 15-40 °C. Temperatura faznog prijelaza je definirana

kao tocka u kojoj se sijeku G'[ G”.

Sam P uzorak pokazuje dominantno viskozno ponasanje pri niZim temperaturama jer je modul
gubitka (G”) veéi od modula pohrane (G). Iznad temperature geliranja (Tsoget = 28,5 °C) gel
pokazuje elasti¢no ponasanje i pri temperature od 40 °C maksimalna vrijednost elasti¢nog
modula (G) iznosi 115 Pa (Slika 10.).

PHA uzorak takoder pokazuje viskozno ponasanje pri nizim temperaturama, ¢ak bi se moglo reci
da je pri temperaturama niZim od 20 °C unutarnje trenje neovisno o naprezanju. Iznad
temperature geliranja (Tso-get = 35,73 °C) gel pokazuje elasti¢no ponaSanje i pri temperature od

40 °C maksimalna vrijednost elasticnog modula (G') iznosi 55 Pa (Slika 10).

Maksimalna vrijednost modula elasti¢nosti PHA gela je priblizno 2 puta manja od one P gela.
Ocekivali bismo upravo obrnutu situaciju s obzirom na literaturno potvrdenu interakciju izmedu
P i HA zbog koje nastaju vece micele i ¢vrsc¢i gelovi. Moze se zakljuciti da je PHA hidrogel
viskozniji od P hidrogela pri niZim temperaturama, da mu je temperatura faznog prijelaza nesto

visa te da pokazuje slicno elasti¢no ponasanje iznad Tsol.get Kao i P.
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Slika 10.

Promjena reoloskih parametara, G 'i G ", P i PHA formulacija u ovisnosti o temperaturi. Temperatura pri kojoj se
pojavljuje prijelaz iz sol u gel fazu je 27-35,9 °C. Oscilacijska reoloska mjerenja (plo¢a-plo¢a metoda) provedena
su pri kutnoj brzini (frekvenciji) w=1 rad/s i naprezanju y=0,1 %. Temperatura je povecavana za po 0,25°C u
rasponu od 15-40 °C.
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Slika 11.

Promjena reoloskih parametara, G 'i G ", PHA formulacija s dodatkom ekstrakata u ovisnosti o temperaturi.
Temperatura pri kojoj se pojavljuje prijelaz iz sol u gel fazu je 27-35,9 °C. Oscilacijska reoloska mjerenja (ploca-
plo¢a metoda) provedena su pri kutnoj brzini (frekvenciji) w=1 rad/s i naprezanju y=0,1 %. Temperatura je
povecavana za po 0,25°C u rasponu od 15-40 °C.

PHA uzorci koji sadrze ekstrakte, PHAE1, PHACE1 I PHACE2 pokazuju oko 2 puta vece
maksimalne vrijednosti elasti¢cnog modula od PHA uzorka (slika 11.). Uzorak PHAC pokazuje 1,5
puta a uzorak gotovo 3,5 puta vecu maksimalnu vrijednost elasticnog modula od PHA uzorka.
Takoder se moze vidjeti da dodatak ekstrakata u PHA uzorak mijenja temperaturu geliranja.
Temperatura geliranja PHA je pri priblizno 35 °C, a Tso.ge uzoraka s ekstraktima krece se u
rasponu od 28-35 °C (slika). Najnizu Tsoi.get pokazuje PHAE2 (27,35 °C) potom PHACE1 (28,56
°C). Uzorci PHAEL (33,11 °C) i PHAC (35,18 °C) pokazuju neznatne promjene Tsoj.get U 0dnosu na
PHA. Uzorak PHACE2 karakteristiCan je po tome S§to u cijelom temperaturnom rasponu
prevladava elasticna komponenta, odnosno modul pohrane veéi je od modula gubitka i krivulje
se ne sijeku. Razlike izmedu G i G' su vele pri temperaturama nizim od 22 °C i pri

temperaturamaiznad 32 °C.
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Rezultati upucuju na zakljuctak da dodatak HA u P povecava mehanicku ¢vrsto¢u gelova bez
znacajne promjene Tsqget. Dodatak biljnjih ekstrakata ne utjece znacajno na ¢vrstocu gelova dok
je Tso.geiN€Sto niza u gelova s ekstraktom E2, PHAE2 i s kombinacijom C i E1 ekstrakta, PHACE1.
Vjerojatno se radi o utjecaju glicerola, kojeg sadrze ekstrakti C i E2, na svojstva geliranja P.
Takav zakljucak podupiru i rezultati dobiveni za PHACE2 uzorak, koji sadrzi oba ekstrakta, koji

se potpuno razlikuje od svih drugih uzoraka po reoloskim svojstvima.

PROCJENA DJELOTVORNOSTI HIDRATACIJE IN VIVO

Analiza mikro-reljefa i kvantifikacija hidratacije su, uz mjerenje boje, najzanimljivija svojstva
povrsine koZe. Sto se tice topografije povrsine koZe, najéesce koristena tehnika ukljucuje izradu
replike povrsine koZe koja se dodatno analizira profilometrijom (mehanickom ili optickom) ili
analizom slike (38,39).

Stanje hidratacije roZznatog sloja epidermisa opcenito se mjeri razli¢itim uredajima, a sve se
zasniva na mjerenju kapaciteta ili vodljivosti koZe pri niskoj, srednjoj ili visokoj frekvenciji, s

razli¢itim vrstama elektroda primijenjenih odgovarajuc¢im pritiskom (38,39).

Pomocu uredaja MoistureMap MM 100 moze se odrediti distribucija vlage na povrsini koZe i

topografija koZe odnosno gustoca i raspored sitnih linija.

Uredaj Mjerenje Rezultat

Postavke senzora (oStrina, zatamnjenje i parametri kontrasta) mogu se samostalno mijenjati
prema polozaju koZe na tijelu, uzimajuc¢i u obzir veliki raspon vrijednosti u dielektrickim
svojstvima razli¢itih pozicija koze (npr. koza lica prema koZi na vrhu prsta). Slike koze u
kontaktu s plo¢om senzora stjecu se u realnom vremenu i automatski se prikazuju na zaslonu
raCunala s povecanjem od 6 puta (17 in¢ni monitor, raziucivosti 1024x768). Za detaljnije

opazanje, ovo povecéanje moZze se pomnoziti s 2, 3 ili 4 (38).

Kodiranje ovih slika (crno: visoki kapacitet i bijelo: niski kapacitet) omogucuje dobru

kvalitativnu procjenu povrsine koze. Zbog rezolucije senzora (50 pm), ove slike predstavljaju
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vrlo detaljne dijagrame topografije povrSine koZe, kao i sadrzaja vode unutar roZnatog sloja

epidermisa.

1) Distribucija vlage u roZznatom slojukoZe mjeri se pomoc¢u parametara:

a)
b)
c)

d)

Gray Index - ve(i broj indeksa znadi vecu distribuciju vlage u roznatom sloju koze

Gray index T - ve(i broj zna i vecu vlazZnost

MeanGL (mean gray level) - prosjecna razina sivog na slici - manji broj znaci vecu
vlazZnost

MeanGL20 - takoder ind eks vlazZnosti na osnovu razine sivog na slici (umanjen za 20 %

bijelog u podlozi)

Topografija koZe mjeri se parametrima koji govore o gustodi koZe na osnovu broja i rasporeda

malihlinija u strukturi slike, njihovih smjerova i kriZzanja, te broja stanica unutar tih krizanja.

2) Parametri topografije koze su :

a)

b)

Corner Density - broj finih linija u svim smjerovima, broj njihovih kriZanja i njihova
gustoda izraZzena u broju kutova/mma2.

Mlada koza ima vecu gustocu kutova,

Anisotropy Index - mlada ko za trebala bi imati manji anizotropijski ind eks (anizotropija =
osobina nekih tijela da u razli¢itim smjerovima imaju razli¢ita fizicka svojstva); mlada
koZa pokazuje fine linije koje drZze koZu u svim smjerovima (izotropiju). Starenjem
nestaju fine linije i nastaju dublje linije i bore (ve¢i indeks znad viSe dubljih bora, a
manje finih linija). Linije koje uredaj prepozna oznalene su u zeleno. Oba parametra
opisuju proces starenja koZe .

No of Cells - mlada ko Za sa Sirokom mreZom finih linija u svim smjerovima, pokazuje vise
stanica unutar linija - klasificirani su u razlicite klase veli¢ine pixela (mlada koza ima

vedi broj stanica u kategoriji malih, starija koza viSe zastupljenih u klasi velikih)
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U istraZivanje se ukljucilo ukupno 18 zdravih ispitanika s rasponom dobi od 20 do 65 godina
starosti, bez prethodne bolesti koZe, nakon Sto su dali svoj pisani pristanak. Ispitanici su upuceni
da ne koriste kozmeticke proizvode dva tjedna prije i na dan pokusa, osim proizvoda za pranje
poput sapuna. Prije svih mjerenja ispitanici su proveli u sobi najmanje 30 minuta kako bi se
omogucila puna priagodba koZe na sobnu temperaturu (21 + 2 °C) i relativnu vlaZnost (60% *

5%).

Odabrana su podruéja (3-5) (svako od 9 cm?) na kozi podlaktice obje ruke svakog dobrovoljca:
jedno polje je sluzilo kao kontrola i na njega se nisu primjenjivali uzorci hidrogelova a na ostala

podrucja su se primijenile razlicite formulacije.

Nanosenje uzorka Mjerenje

Rezul tati mjerenja distribucije vlaZnosti prikazani su naslici 12.
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Slika 12.
Prikaz ovisnosti prosje¢nog parametra sive razine ekstrahiranog iz stupnja sivog svake slike MoistureMap
MM 100 koZe podlaktice ispitanika ovrsti primijenjene formulacije. Za svaku formulaciju je prikupljeno 80 slika,
odnosno provedeno 80 mjerenja. Podatcisu prikazani kao srednja vrijednost+SD.

Sve formulacije hidrogelova pokazju znacajno vece vrijednosti indeksa sivog u odnosu na
kontrolu (M0). Hidrogel samog poloksamera 407, P, pokazuje znacajno bolja svojstva hidratacije
u odnosu na kontrolu, dok razlike izmedu P i HA te P i PE1 nisu statisticki znacajne. Kombinacija
HA i C pokazuje znacajno bolja svojstva hidratacije u odnosu na HA, HAE1 i HAE2 hidrogelove.
Kombinirani, PHA, hidrogel pokazuje znacajno bolja svojstva hidratacije od HA gela. Dodatak
ekstrakata C ili E1 ne mijenja znacajno svojstva PHA hidrogela dok dodatak E2 ekstrakta

(PHAEZ) znacajno poboljsava svojstva hidratacije u odnosu i na P, HA i PHA hidrogelove.

Najbolja svojstva hidratacije pokazuju redom PHACEZ2, PHAE2, HAC hidrogelovi, dakle

kombinacija ekstrakta CA s glicerolom (E2) i kombinacija same HA s ekstraktom crvene alge (C).
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ZAKLJUCCI

Pripravljeno je 11 formulacija hidrogelova kombiniranjem poloksamera 407 (10 % P) i
hijaluronske kiseline (1 %HA) s dodatkom razli¢itih ekstrakata, Coralline extract, Phytoliquid
Centella P i Phytexcell Centella Asiatica (5 %; C, E1 i/ili E2). Za usporebu su pripravljene
formulacije (5) sacinjene od 1 % HA s dodatkom 5 % C, E1i/ili E2 i formulacije samih 10 % Pi1
% HA.

Veli¢ina Cestica se u formulacijama P i PHA krece izmedu 18 i 50 nm. Formulaciji samog
poloksamera je izmjerena velicina micela od 23,9+6,1 (PDI = 0,649+0,014). PHA formulaciji je
izmjerena veli¢ina micela od 50 nm Sto je ujedno najve¢a izmjerena vrijednost. Dodatak

ekstrakata utjeCe na strukturu micelai to izrazenije na PHA nego na P formulacije.

Svim se formulacijama viskoznost smanjuje s povecanjem brzine smicanja, odnosno svi su
sustavi pri 32 °C i niskom smi¢nom naprezanju gelovi. Cvrstoa P gelova se povecava s
povecanjem koncentracije. Kombiniranjem P i HA nastaje gel koji, pri niskim brzinama smicanja
ima sli¢nu viskoznost kao P gel ali je pri ve¢im brzinama smicanja viskoznost a time i ¢vrstoca

kombiniranog gela znacajno veca od viskoznosti samog P gela.

Dodatak HA u P povecava mehanictku évrstocu gelova bez znacajne promjene Tso.ge. Dodatak
biljnjih ekstrakata ne utjeCe znacajno na C¢vrstocu gelova dok je Tsogei nesto niza u gelova s
ekstraktom E2, PHAE2 i s kombinacijom C i E1 ekstrakta, PHACEL. Vjerojatno se radi o utjecaju
glicerola, kojeg sadrZe ekstrakti C i E2, na svojstva geliranja P. Takav zaklju¢ak podupiru i
rezultati dobiveni za PHACEZ2 uzorak, koji sadrzi oba ekstrakta, koji se potpuno razlikuje od svih

drugih uzoraka po reoloskim svojstvima.

Sve formulacije hidrogelova pokazju znacajno vece vrijednosti indeksa sivog u odnosu na
kontrolu (MO0). Najbolja svojstva hidratacije pokazuju redom PHACE2, PHAEZ2, HAC hidrogelovi,
dakle kombinacija ekstrakta CA s glicerolom (E2) i kombinacija same HA s ekstraktom crvene

alge (C).

Kombiniranjem poloksamera 407 i hijaluronske kiseline s dodatkom ekstrakata biljke Centella
asiatica i/ili ekstrakta crvene alge, Coralline extract mogu se pripraviti stabilni i kozmeticki

prihvatljivi temperaturno osjetjivi hidrogelovi s povoljnim u¢inkom hidratacije koze.
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