Odredivanje antioksidativne aktivnosti analgetika
HPLC-DPPH metodom

Sujansky, Lara

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:163:666534

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-28

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:666534
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:2076
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:2076
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:2076

Lara Sujansky

Odredivanje antioksidativne aktivnosti
analgetika HPLC-DPPH metodom

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu



Ovaj diplomski rad prijavljen je na kolegiju Analitika u razvoju farmaceutskih proizvoda
Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko — biokemijskog fakulteta i izraden na Zavodu za analitiku 1
kontrolu lijekova pod stru¢nim vodstvom dr. sc. Daniele Amidzi¢ Klari¢, mag. pharm., spec. klin.

farmacije.

Zahvaljujem svojoj mentorici, dr. sc. Danieli Amidzi¢ Klari¢, na posvecenom vremenu i trudu te

strucnom vodstvu kojim mi je olaksala izradu ovoga diplomskog rada.

Zelim zahvaliti i prof. dr. sc. Ani Mornar-Turk, voditeljici kolegija u okviru kojega je izraden

ovaj diplomski rad.

Takoder, zahvaljujem Mariu-Liviu Jelici¢u, mag. appl. chem., i Edvinu Brusacu, mag. pharm., na

pomoci prilikom izvodenja eksperimentalnog dijela diplomskog rada.

Veliko hvala mojoj obitelji na podrsci i strpljenju koje su mi bezuvjetno pruzali tijekom

studiranja.

Zahvaljujem se i prijateljima Sto su mi uljepsali studentske dane.



SADRZAJ

N U AV @ 1 5 TP U PP OPRRUPTOURURROTN 1
L1 ANALGETICH ettt ettt e et e et e e nnneebeennne s 2
1.2 ANTIOKSIDANSI ... .ottt e e beesene s 6

1.2.1 ANtIOKSIAANST 1001 ..o 8
1.3 METODE ODREDIVANJA ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI .....cocooviiiiiiiiiieciien, 9
1.3.1  Testovi OKSIAACIE SUPSLIALA ........eoverviriiiiieieeieie ettt 9
1.3.2 Testovi oksidacije relativno stabilnog reagensa...........cocoovevveieeieiiiesiese s e sie e 10
1.3.2  EleKtroKemMIjSKi tESTOVI...cc.cciiiiieiiiic it 11
LA DPPH. ..ottt b e nne e ns 12

2. OBRAZLOZENIE TEME ....coiuiiiiiiiiiniinsensieiseses sttt ssssssssnns 14

3. MATERIJALI FMETODE ...ttt 16
3.1 MATERIJALL...cc ettt et b e e 17

TN N T 011 LTSS 17
B L2 UZOFCH .ttt bbbttt e b bbbttt bt bbbt 17
3. 1.3 RAANT INSIIUMENTE ...ttt 17
3.1.4 PribOT 1 POSUAE ...ttt 17
3.1.5 RaCUunalni PrOQIramI ........coiviiiiiiiieiii et 18
B2 IMETODE ...ttt h et b et h e bbb e nbe e nbe e reeenee e e 18
3.2.1 Priprema mMODIINE TAZE ......oouiiiiiieiee e 18
3.2.2 Priprema standardnih OtOPING...........ccoviiiiiiie e 18
3.2.3. HPLC-DPPH MELOUA .....coveeneiiiieiiieie ettt sttt 19

3.2.4 Statisticka obrada podataka...........ccccviiiiiiiiiiii 20



4. REZULTATI T RASPRAVA ... s 21
4.1 VALIDACHA ANALITICKE METODE........ccccocsiiirieieieeieeieeesesessessessesses s 22

4.2 ODREDIVANIJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI SLABIH ANALGETIKA ....23

B, ZAKLIUCAK oo et e e e et e e e e e e e et e et et e e e e e et e e s e e e et e e er e e es e e s e e ana, 26
B.  LITERATURA ..o e et e e e e e e et e e et e e et e et e e e s e e e et e e et e e es e e s e e, 28
7. SAZETAK/SUMMARY ..o eeeeee oo oo e et e s et e e e e e s e e s e e e et e e e s e e eseteseaae e, 32

TEMELJNA DOKUMENTACIISKA KARTICA / BASIC DOCUMENTATION

CARD



1. UvVOD



Bol je neugodan senzorni i emocionalni dozivljaj koji se javlja kao direktni odgovor na stvarno ili
moguce ostecenje tkiva (www.iasp-pain.org). Bolni osjet nastaje putem nocicepcijskog sustava i
provodi se Zivcima do sredi$njeg zivéanog sustava kod opasnosti od ostecenja ili ve¢ postojecih.
Prilikom oS$tecenja tkiva dolazi do otpuStanja raznovrsnih molekula, poput tvari P, histamina,
bradikinina, prostaglandina; koje mogu djelovati izravno aktiviranjem ziv¢anih zavrSetaka

nocicepcijskog puta ili pojaéavanjem njihove osjetljivosti na druge medijatore.

1.1 ANALGETICI

Analgetici su tvari koje u terapijskim dozama ublazuju, odnosno uklanjanju bol. Prema

mehanizmu djelovanja mozemo ih podijeliti na Cetiri glavne skupine:

1. Nesteroidni protuupalni analgetici,
2. Opioidni analgetici

3. Lokalni anestetici
4

. Adjuvantni analgetici.

Slabi analgetici (analgoantipiretici; nesteroidni antiinflamatorni lijekovi - NSAIL; neopioidni
analgetici) su skupina kemijski raznovrsnih molekula koje djeluju analgetski, antipiretski te
protuupalno. Lijekovi iz ove skupine razli¢itog su afiniteta i selektivnosti prema ciklooksigenazi
(COX, engl. cyclooxygenase), enzimu ¢ijom inhibicijom ostvaruju svoje ucinke (Katzung, 2018.).
Ciklooksigenaza je enzim koji katalizira nastanak medijatora upale prostaglandina, tromboksana
te prostaciklina putem nestabilnih cikliénih endoperoksida. Enzim se nalazi u dva glavna
izomorfna oblika. COX-1 je izoenzim koji se konstitutivno nalazi u gotovo svim tkivima vezan
na endoplazmatski retikulum, a sudjeluje u produkciji prostaglandina koji reguliraju vaskularnu
homeostazu, aktivaciju trombocita te zelu¢anu i bubreznu funkciju. Drugi izoenzim, COX-2,
konstitutivan i inducibilan oblik, ima dominantnu ulogu u nastanku pro-upalnih prostaglandina.
Inhibicijom ciklooksigenaze-2 slabi analgetici direktno smanjuju proizvodnju upalnih medijatora,

prostaglandina, koji sudjeluju u nastanku boli, upale 1 vrucice. Vecina slabih analgetika je



neselektivna prema COX-2 te se to smatra uzrokom njihovoj gastrotoksi¢nosti i kardiotoksi¢nosti
(Knights i sur., 2010.).

Paracetamol ili acetaminofen je slabi analgetik koji se ponesto razlikuje od ostalih nesteroidnih
protuupalnih analgetika. Kao svi, i on inhibira ciklooksigenazu u sredi$njem zivéanom sustavu i
tako djeluje analgetski i antipiretski, ali je iznimno slabe selektivnosti naspram ciklooksigenaza u
perifernim tkivima, stoga ne posjeduje protuupalni u¢inak. Paracetamol se preporuca kod blage
do umjerene boli, posebice kod pacijenata s hemofilijom 1 peptickim ulkusom u anamnezi buduci
da, za razliku od acetilsalicilne kiseline, ne djeluje na agregaciju trombocita, i nije gastrotoksi¢an

kao vecina ostalih slabih analgetika (J6zwiak-Bebenista i Nowak, 2014.).

S druge strane, opioidi su jaki analgetici koji svoj u¢inak ostvaruju djelovanjem na opioidne
receptore smjestene u srediSnjem ziv€anom sustavu, u mozgu i lednoj mozdini, te periferno.
Njihovo najvaznije djelovanje je upravo modulacija nocicepcije putem tih receptora. Danas
znamo za tri grupe opioidnih receptora: p (mi), & (delta) i « (kappa). Ovisno o tome na koje
receptore i kojim afinitetom djeluju, opioidi imaju razli¢ite u¢inke. Tako ith mozemo podijeliti na
agoniste, djelomi¢ne agoniste i antagoniste. Osim analgezije, opioidi dovode i to respiratorne
depresije, mucnine, povracanja, konstipacije, sedacije, bradikardije, vazodilatacije i hipotenzije,

mijoze euforije i disforije itd. (www.hdlb.org).

U terapiji boli Cesto se koriste kombinacije opioida (npr. kodein) s paracetamolom ili
acetilsalicilnom kiselinom. Razlog toga je to S$to djeluju sinergisticki, odnosno razli¢itim
mehanizmima djelovanja uzrokuju analgeziju. Zbog toga se za postizanje iste razine analgezije
moze koristiti manja doza pojedinog lijeka i1 tako se smanjuje intenzitet i ucestalost neZeljenih

ucinaka (Rang i Dale, 2015).



Tablica 1. Podjela analgetika (prilagodeno, www.halmed.hr).

SLABI ANALGETICI

LIJEK

Acetilsalicilna

kiselina

Paracetamol

Propifenazon

Diklofenak

Ketoprofen

Ibuprofen

FARMACEUTSKI OBLIK
Tablete

Tablete

Otopina za infuziju
Sirup

Cepiéi

Tablete

Tablete

Cepidi

Kapi za oko

Gel

Otopina za infuziju
Gel

Granule za oralnu otopinu
Cepiéi

Otopina za infuziju
Kapsule

Sprej za kozu

Sirup

Tablete

Sumecée granule
Gel

Cepidi

DOZA
100 mg
300 mg, 500 mg

300 mg, 500 mg, 1000 mg
10 mg/ml

120mg/ 5ml

80 mg, 120 mg, 150 mg
300 mg

12,5 mg, 50 mg, 75 mg, 100 mg
12,5 mg

1 mg/mi

10 mg/g, 20 mg/g, 30 mg/g
75 mg/3 ml

25 mg/g

25 mg, 50 mg

100 mg

200 mg/2 mi

50 mg, 100 mg, 150 mg
100 mg/g

20 mg/ml, 40 mg/ml

200 mg, 400 mg, 600 mg, 800 mg
200 mg, 400 mg, 600 mg

50 mg/g

60 mg, 125 mg

DJELOVANJE

Antitrombotik

Analgetik,
antiflogistik,
djelovanje

Analgetik,
antiflogistik

Analgetik,
antiflogistik,
djelovanje
Analgetik,
antiflogistik,
djelovanje

Analgetik,
antiflogistik,
djelovanje

Analgetik,
antiflogistik,
djelovanje

antipiretik,
protuupalno

antipiretik,

antipiretik,
protuupalno

antipiretik,
protuupalno

antipiretik,
protuupalno

antipiretik,
protuupalno



OPIOIDNI ANALGETICI

ADJUVAN

TNI
ANALGETI

Tramadol

Morfin

Fentanil

Kodein

Kofein, u
kombinaciji s
o analgetikom

Tablete

Cepiéi

Otopina za infuziju
Oralne kapi
Tablete

Otopina za infuziju

Otopina za infuziju
Sublingvalne tablete
Bukalne tablete

Transdermalni flaster

Sprej za nos

tablete

tablete

100 mg, 150 mg, 200 mg
100 mg

50 mg, 100 mg

100 mg/ml

Umjereno jaki analgetik

10 mg, 20 mg, 30 mg, 60 mg, 100 Jaki analgetik
mg
20 mg/ml

50 pg/ml
100 pg, 200 pg, 300 pg, 400 pg
100 pg, 200 pg, 400 pg, 600 pg, 800

Jaki analgetik

MY

12 pg/h, 25 pg/h, 50 pg/h, 75 pglh,

100 pg/h

50 pg/doza, 100 pg/doza, 200

pg/doza

10 mg, 30 mg Analgetik, antitusik,
antidijaroik

25 mg, 50 mg, 65 mg, 75 mg Poboljsava  ucinkovitost
analgetika



1.2 ANTIOKSIDANSI

Reakcije aerobnog metabolizma stvaraju reaktivne kisikove spojeve (engl. Reactive oxygen
species, ROS). Dio elektrona se i pod normalnim fizioloskim uvjetima moze odvojiti od
mitohondrijskog lanca za prijenos elektrona te reagirati s molekulskim kisikom. Neki od vaznijih
ROS su superoksidni anion (O2™), singletni kisik (O2 *Ag), vodikov peroksid (H202), hipokloritna
kiselina (HOCI), hidroksilni radikal (*OH), peroksinitrit (ONOO") te peroksi- i alkoksi- radikali
(Niederlander i sur., 2008). Sli¢no tome mogu nastati i reaktivni dusikovi spojevi (engl. Reactive
nitrogen species, RNS): dusikov oksid (NOe), dusikov dioksid (NOg¢), nitratni radikal (NOs¢) i
drugi; te reaktivni halogeni radikali (Halliwell i Gutteridge, 2015.).

Uzrok njihove reaktivnosti je nespareni elektron koji sadrze u vanjskoj ljusci. Kada se takva
reaktivna molekula ,,susretne* s drugom molekulom, koja nije radikal, zapoc€inje lanc¢ana reakcija,

pri ¢emu se moze dogoditi neka od sljedecih reakcija (Halliwell i Gutteridge, 2015.):
a) nastanak adukta s nesparenim elektronom:
Xet+ Yo [X - Y]
b) radikal reducira drugu molekulu prenoseci jedan elektron na nju:
Xe+Y — X+ Yo
c) radikal oksidira drugu molekulu uzimajuci joj elektron:
X+Ye o> X" +Y

d) radikal moze izdvojiti vodikov atom iz C-H ili N-H veze:

\ \\\
—— CH+OH' ——> —— C*+H,0

U normalnim fizioloSkim uvjetima unutarstani¢ni ROS imaju vazne uloge, npr. zaStita od
patogena, te je njihovo stvaranje strogo kontrolirano. Medutim, u razli¢itim patolo§kim stanjima
se povecava koncentracija takvih spojeva i dolazi do oStecenja unutar stanice. To moze pogoditi
razli¢ite bioloske makromolekule, uklju¢ujuéi: DNA, lipide, ugljikohidrate i proteine. Smatra se

da oksidativni stres na taj nacin ima ulogu u karcinogenezi, mutagenezi, procesu starenja,
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peroksidaciji lipida i o$te¢enju membrana, oksidaciji i degeneraciji proteina i ugljikohidrata i da

tako posreduju u nastanku niza bolesti (Slika 1) (Sies, 1993.).

Pluca: Bubrezi: Fetus: )

Astma Glomerulonefritis P_reeklampsuaw . .

Kroni¢ni bronhitis Kroni¢no zatajenje bubrega Unutarmaternicni zastoj
rasta

Oci:
Katarakta
Bolesti retine

Zglobovi: T

Artritis {— OKSIDATIVNI STRES

Reumatoidni artritis

/ 1\

Mozak: Vise-organske bolesti: Krvne zile:
Alzheimerova bolest Rak Arteriogkleroza
Parkinsonova bolest Starenje Hipertenzija
Gubitak paméenja Diabetes melitus Ishemija
Depresija Upala Kardiomiopatija
Mozdani udar Infekeyja Zatajenje srca

Slika 1. Primjeri bolesti induciranih oksidativnim stresom (prilagodeno; Mehta i Gowder, 2015.)

Antioksidansi su tvari koje, pri nizoj koncentraciji u odnosu na supstrat, odgadaju, sprjecavaju ili
uklanjanju oksidativni stres tako $to inhibiraju inicijaciju ili propagaciju lancanih reakcija
oksidacije (Wang i Zheng, 2001). Mogu biti sintetizirani in vivo ili uneseni iz okoli$a, npr. putem

hrane.

Takvi spojevi mogu djelovati antioksidativno suprimiraju¢i produkciju reaktivnih spojeva,
reduciraju¢i hidroperokside, kompleksiraju¢i metalne ione ili djelovati kao ,scavangeri®, tj.
Cistaci reaktivnih spojeva uzrokujuéi terminaciju lanc¢ane reakcije. Neki dodatno mogu poticati
biosintezu drugih antioksidansa. Prema mehanizmu djelovanja mogu se podijeliti na endogene
enzimske antioksidanse, ne-enzimske, metal-kompleksirajue proteine, te egzogene

fitokemikalije i nutrijente (Kalva i sur., 2011).

Dvije su glavne skupine antioksidansa: primarni tj. fenolni te sekundarni, kelirajuéi i

antioksidansi ,,Cistaci®. Fenolni antioksidansi preveniraju nastanak slobodnih radikala, a mogu
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biti prirodni (tokoferoli, flavonoidi, razliiti proteini i peptidi iz npr. mlijeka, jaja i ribe) te
sintetski (butilhidroksianisol, BHA, butilhidroksitoluen, BHT, terc-butilhidrokinon, TBHQ).
Primarnom antioksidansu je glavna uloga prenijeti proton slobodnom radikalu ¢ime se smanjuje
njegova reaktivnost. Sekundarni antioksidansi se takoder nazivaju 1 sinergisticki. Usprkos tome
Sto posjeduju malu ili nikakvu antioksidativnu aktivnost, kada su koristeni u kombinaciji s njima,
mogu znatno povecati ucinkovitost fenolnih antioksidansa. To postizu na nekoliko nacina:
regeneracijom primarnog antioksidansa, prevencijom raspadanja peroksida koje prati oksidaciju
antioksidansa, inaktivacijom metalnog katalizatora ili smanjenjem koncentracije slobodnih
radikala. Etilendiamintetraoctena Kkiselina (engl. Ethylen diamine tetraacetic acid, EDTA),
limunska i vinska kiselina te polifosfati su najpoznatiji kelirajuci antioksidansi. U svojoj strukturi
imaju nesparene elektrone pa mogu stvarati stabilne komplekse s metalnim ionima koji djeluju
kao katalizatori u reakcijama koje generiraju reaktivne slobodne radikale. Askorbinska Kiselina,
sulfiti, neprobavljivi ugljikohidrati (npr. fruktani, arabinoksilani, B-glukani) su primjeri
antioksidansa Cistaca. Oni reagiraju sa slobodnim molekulama kisika prisutnima u mediju te tako
nisu viSe dostupni u reakcijama oksidacije. Osim molekularnog kisika, takvi antioksidansi mogu
reagirati i ukloniti i reaktivne kisikove spojeve (ROS) donirajuéi svoj elektron i reducirajuéi ih
(Bazinet i Doyen, 2015.).

1.2.1 Antioksidansi i bol

Smatra se da je oksidativni stres impliciran u patofiziologiju boli kod niza kroni¢nih bolesti,
kardiovaskularnih, respiratornih, neurodegenerativnih, gastrointestinalnih te karcinoma. lako se
jo$ ne zna tocan mehanizam kojim ublazavaju bol, nizom studija dokazani su pozitivni ucinci
uporabe antioksidansa u terapiji kroni¢nih bolesti. Kod pacijenata koji su u terapiji imali
antioksidanse uocen je znacajno manji broj bolnih dana, zatim intenzitet boli je smanjen, kao i
potreba za uzimanjem analgetika, kako nesteroidnih protuupalnih, tako i opioida. (Acharya i sur.,
2009.; Chung i sur., 2006.; Blaise i Taha, 2012.; Kim i sur., 2004.).



1.3 METODE ODREDIVANJA ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI

Brojne su metode kojima se moze odrediti antioksidativna aktivnost, a mogu se grupirati u 3

skupine:

1. Metode koje ukljucuju stvarne oksidacije supstrata nekim ROS
2. Metode oksidacije relativno stabilnog reagensa i

3. Elektrokemijske metode odredivanja antioksidativne aktivnosti.

1.3.1 Testovi oksidacije supstrata

Metode iz ove skupine podrazumijevaju reakciju oksidansa i supstrata ¢ija se koncentracija (ili
koncentracija njegovog oksidiranog oblika) moze lako pratiti. Kao oksidansi se koriste reaktivne
tvari koje su ujedno aktivne i u bioloskim sustavima, singletni kisik, superoksidni anion i vodikov
peroksid. Aktivnost dodanog antioksidansa direktno je povezana sa smanjenjem oksidacije

supstrata uslijed njihove kompeticije za reaktivne kisikove spojeve.

ROS + AHZ > Rosreducirani +A

ROS + Reagens »  ROSreducirani + Produkt

Reakcijom supstrata (1,2-dietoksieten) i singletnog kisika nastaje Cetveroclani heterociklicki
peroksid (3,4-dietoksi-1,2-dioksetan) ¢ija se koncentracija moze pratiti kemiluminiscencijski u
prisustvu fluorofora. Prisustvom u sustavu, antioksidans djeluje kao hvata¢ singletnog kisika
natjeCuci se sa supstratom za njega, Sto se moze vidjeti kao negativni pik na konstantnom
kemiluminiscencijskom signalu. Intenzitet pika se moze smatrati dobrim pokazateljem
koncentracije 1 aktivnosti antioksidansa. Medutim, mnogo je mogucih interferencija u ovoj
metodi koje mogu utjecati na rezultat. lako se taj problem moze ukloniti jo§ jednim setom
mjerenja, zbog toga se rijetko koristi, kao i zbog potrebe za dodatnom opremom i kemikalijama.

No ipak, ova se metoda pokazala dobrim odabirom za procjenu antioksidativne aktivnosti.



U procjeni antioksidativne aktivnosti moze se Koristiti vodikov peroksid ili superoksidni anion, a
navedene metode se temelje na kemiluminiscenciji luminola potaknutoj reaktivnim kisikovim
spojevima. Jedina je razlika Sto se koriste razli¢iti mehanizmi inicijacije. Najjednostavnija
metoda obuhvaca samo luminol i vodikov peroksid u odgovaraju¢em mediju, dok postoje
kombinacije vodikovog peroksida s mikroperoksidazom te hipoksantina i ksantin oksidaze uz
koristenje katalaze koja sprjecava kemiluminiscenciju vodikovog peroksida. U ovim slucajevima,
aktivnost antioksidansa se moze uociti iz smanjenja intenziteta kemiluminiscencije. Ove se
kompleksne metode takoder rijetko koriste zbog velike moguénosti interferencija te loSe

osjetljivosti i potrebom sa skupim reagensima (Niederlénder i sur., 2008.).

1.3.2 Testovi oksidacije relativno stabilnog reagensa

U drugoj kategoriji testova koristi se relativno stabilan reagens, koji igra ulogu stvarnog
,pritiska“ oksidansa. Kada je antioksidans prisutan u reakcijskom sustavu, takav stabilni reagens
specifi¢no reagira s njim, pri ¢emu mu se razlika u koncentraciji moze spektrofotometrijski
mjeriti iz promjene u npr. apsorbanciji. Sama aktivnost antioksidansa je izravno povezana s

brzinom i obimom konverzije reagensa.

Reagens + AH; > Produkt + A

N

Najcesce koristene metode su one koje podrazumijevaju obezbojenje stabilnih slobodnih radikala
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPHe) te 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)
(ABTS+"). Dodatno se u ovu skupinu ispitivanja moZe svrstati i metoda sa kompleksom

molibdena (VI) i fosfata, koji, iako nije pravi radikal, rezultate postize jednakim mehanizmom.

U svim slu¢ajevima antioksidans reducira reagens, $to uzrokuje znacajan pomak u njegovom UV-
Vis spektru. DPPHe pokazuje apsorpcijski maksimum na valnoj duljini Amax 0d 517 nm, dok
ABTS-" daje tri maksimuma na valnim duljinama od 414, 600 i 734 nm. S druge strane, njihovi

reducirani oblici (DPPH-H i ABTS) ne pokazuju znacajnu apsorbanciju u podrucju iznad 400 nm
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(Slika 2). U tre¢em slucaju, reakcijski produkt (plavo-zeleni kompleks fosfata i molibdena (V))

apsorbira pri valnoj duljini od 598 nm, a ne sami reaktant (Niederlander i sur,2008).

05N O:N
Iil
A) N—N" NO, | + AOX — N—N NO, + AOX
O » &

O,N
DPPH radikal (1,1-difernil-2-pikrazilhidrazil) DPPH )
obojen intenzivno Jubitasto obojen futo

o S S0; - g SO;
E) FSU@S% N'N%FD/ +AOX— 33\@3:»;'“%};@/ + AOX"
N

N HyCd HyC4
CsHs CaHe

ABTS radikal (2.2"azino-bis3-etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselina) ARTS

obojen plavo-zeleno

Slika 2. Shematski prikaz reakcija i promjena boje a) DPPH i b) ABTS radikala s antioksidansom
(prilagodeno scielo.br)

Metode u kojima se koriste navedeni reagensi Cesto se koriste upravo zbog jednostavnosti
postavljanja i koristenja. Nadalje, HPLC-ABTS testovi su pokazali ve¢u osjetljivost od HPLC-
DPPH. S obzirom da je ABTSe* vi§e topljiv u vodi nego DPPHe, ABTS testovi se ¢e$ce koriste u

analizi hidrofilnih spojeva (Koleva i sur., 2001).

1.3.2 Elektrokemijski testovi

Treca skupina metoda odredivanja antioksidativnog ucinka, elektrokemijski testovi, direktno
povezuju aktivnost antioksidansa s oksidacijskim potencijalom, tj. lakoce oksidacije

antioksidansa s ROS, a detektira se kulometrijski ili amperometrijski.
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AH: > A+2H" +2¢

Antioksidansi djeluju kao reducensi, te se u otopinama lako oksidiraju na unutarnjim elektrodama.
Mjerenje promjene potencijala na elektrodi daje informaciju o aktivnosti antioksidansa. Najcesce
koriStena elektrokemijska metoda je ciklicka voltametrija, a ukljucuje pracenje napona radne
elektrode istovremeno mjere¢i struju koju proizvode antioksidansi u otopini oksidiraju¢i se na
radnoj elektrodi. Proizvedena struja proporcionalna je koncentraciji antioksidansa. S obzirom na
svoju jednostavnost, brzinu i mogucnost direktnog odredivanja u neobradenom biolo§kom
uzorku, ova se metoda pokazala najprikladnijom za odredivanje antioksidativne aktivnosti

(Sochor i sur., 2013.).

Temelj amperometrijske metode je mjerenje elektri¢ne struje koja se javlja kao posljedica
oksidacije tvari na povrSini radne elektrode odredenog potencijala. Osjetljivost ove metode
odredena je prirodom tvari od koje je radna elektroda izradena te njenim potencijalom (Sochor i

sur., 2013.).

1.4 DPPH

DPPH ili 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal paramagnetska je molekula koja sadrzi nespareni
elektron na dusikovom atomu zbog ¢ega pokazuje snaznu apsorbanciju u otopini metanola pri
517 nm. Reakcijom s antioksidansom koji mu donira atom vodika nastaje stabilan hidrazinski
oblik DPPH-H, $to se uo¢ava promjenom boje iz ljubicaste u Zutu (shematski prikazano na slici 2)

pa dolazi i do pada apsorbancije (Chandrasekar i sur., 2006.).

Metodu odredivanja antioksidativne aktivnosti koristenjem DPPH radikala prvi je razvio Blois
1958. godine, a temelji se na mjerenju kapaciteta hvatanja radikala antioksidansa. DPPH sadrzi
karakteristi¢an nespareni elektron koji je, za razliku od drugih radikala, delokaliziran oko cijele
molekule, zbog ¢ega ne dimerizira. DPPH se moze lako reducirati primanjem elektrona ili

vodikovog radikala ¢ime nastaje stabilna dijamagneti¢na molekula, no vrlo se teSko oksidira, a
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ako se to i dogodi, ireverzibilno je. Obezbojenje uslijed redukcije radikala je u stehiometrijskom

odnosu s koli¢inom primljenim elektrona (Blois, 1958.).

Reakcija uzorka i DPPH odvija se u otopini metanol/voda buduci da to olakSava ekstrakciju
antioksidansa iz uzorka. Najcesce se ispitivanje izvodi pri sobnoj temperaturi kako bi se izbjegla
termalna razgradnja ispitivanih tvari. Prednost ove metode je sposobnost DPPH radikala da
reagira sa cijelim uzorkom, a moze reagirati i sa slabim antioksidansima. Obzirom da reakcijski
medij ¢ine metanol 1 voda, moze se koristiti za ispitivanje 1 hidrofilnih i lipofilnih tvari.
Apsorbancija DPPH u otopini metanola ili acetona se smanjuje pod utjecajem svjetla, pa se
ispitivani uzorci moraju ¢uvati u na tamnom mjestu. Ograni¢enja metode su moguce interakcije
DPPH i drugih radikala, a krivulja odaziva vremena do stacionarnog stanja je nelinearna za

razli¢ite odnose antioksidansa i DPPH.

Ova metoda ima niz prednosti poput brzine, jednostavnosti i niske cijene, zbog ¢ega se Siroko
primjenjuje za odredivanje sposobnosti uklanjanja slobodnih radikala, doniranja vodika, kao 1 za
procjenjivanje antioksidativne aktivnosti hrane. Nadalje, njome se mogu kvantificirati
antioksidansi u kompleksnim bioloskim sustavima, koristeéi tekuée ili krute uzorke. Osim toga,
prikladna je i za antioksidativna ispitivanja cisteina, glutationa, askorbinske kiseline, tokoferola i
polihidroksi aromatskih tvari (Kedare i Singh, 2011.).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Analgetici su jedna od najcesce koriStenih skupina lijekova u svijetu, koji se koriste u svrhu
ublazavanja i uklanjanja boli kod niza stanja i bolesti razli¢ite etiologije. Obzirom na njihovu
siroku primjenu, korisno je ispitati imaju li pojedini predstavnici ove skupine lijekova neke
dodatne mehanizme djelovanja poput antioksidativnog u¢inka. Zanimljivo je istaknuti kako je
uocena dobrobit koriStenja antioksidansa u kombinaciji s analgeticima u terapiji 1 kontroli

kroni¢ne boli.

Cilj ovog diplomskog rada bio je odrediti antioksidativhu aktivnost slabih analgetika
(ketoprofena, prokain hidroklorida, salicilne Kkiseline, kofeina, ibuprofena, O-acetisalicilne
kiseline, paracetamola, kodein-fosfata i propifenazona) u in vitro uvjetima mjerenjem njihove
sposobnosti hvatanja 1,1-difenil-2-pikrazilhidrazil slobodnog radikala primjenom prethodno
razvijene DPPH-HPLC metode.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1 MATERIJALI

3.1.1 Kemikalije

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil, DPPH, slobodni radikal, 95 % (Sigma-Aldrich, Njemacka)
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna ~ kiselina, TROLOX (Sigma-Aldrich,
Svicarska)

Metanol, cistoce za tekucinsku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)

ProcCiS¢ena voda pripremljena WaterPro sustavom za procis¢avanje vode (WaterPro,

Bedford, MA, SAD)

3.1.2 Uzorci

ibuprofen, ketoprofen (Sigma-Aldrich, Njemacka)
kodein-fosfat, kofein, prokain hidroklorid, salicilna kiselina (Kemika, Hrvatska)

O-acetilsalicilna kiselina, paracetamol, propifenazon (Fluka, Svicarska)

3.1.3 Radni instrumenti

Sustav za procis¢avanje vode (Milipore, Bedford, MA, SAD)
Tekucinski kromatograf (Agilent 1100 Chromatograph, Agilent Technologies, Waldbronn,
Njemacka).

3.1.4 Pribor i posude

Analiti¢ka vaga AG245 (Mettler Toledo, Grefensee, Svicarska)

Boce za mobilnu fazu sustava za tekucéinsku kromatografiju

Tresilica Lab Dencer- vortex (Ika- Werke GMBH&CO.KG, Njemacka)

Filter za $pricu (Chromafil Xtra 0,2 um, 25 mm, Macherey-Nagel GmbH CoKG, Njemacka)
Automatske jednokanalne pipete podesivog volumena za pipetiranje uzoraka (Rainin,
Svicarska)

Kolona za teku¢insku kromatografiju XBridge C18, dimenzija 150 mm x 4,6 mm, veli¢ina
Cestica 3,5 um (Waters, Milford, SAD)

Tamne odmjerne tikvice klase A (ISOLAB, Wertheim Njemacka)

Eppendorf epruvete 2,0 mL (Eppendorf Corporate, Hamburg, Njemacka)
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3.1.5 Racunalni programi

e ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)
e Microsoft Office Excel (Microsoft, Seattle, WA, SAD)
e Statistica 12.1 (StatSoft, Inc., SAD)

3.2 METODE
Odredivanje antioksidativne aktivnosti slabih analgetika ispitano je koristenjem HPLC-DPPH

metode.

3.2.1 Priprema mobilne faze
Mobilna faza je pripremljena mijesanjem metanola cisto¢e koja odgovara kromatografskim

zahtjevima i ultra-ciste vode proc¢is¢ene WaterPro sustavom u omjeru 80:20.

3.2.2 Priprema standardnih otopina
Standardna otopina TROLOX-a pripremljena je otapanjem prikladne mase ovog sintetskog

antioksidansa u metanolu (1 mM).

Otopine TROLOX-a koriStene kao radne standardne otopine za izradu bazdarnog pravca
pripravljene su iz navedene standardne otopine antioksidansa pipetiranjem odgovarajucih
volumena 1 otapanjem do Zeljene radne koncentracije u mobilnoj fazi. Koncentracije radnih

otopina TROLOX-a iznosile su u rasponu od 0,05 do 0,30 mM u 6 koncentracijskih razina.

Otopine ispitivanih analgetika priredene su vaganjem odgovaraju¢e mase lijeka i otapanjem u
prethodno pripremljenoj mobilnoj fazi u odmjernoj tikvici klase A od 10 ml do konacne

koncentracije od 1mM.

Otopina DPPH radikala pripremljena je otapanjem 25 mg DPPH reagensa u metanolu u tamnoj
odmjernoj tikvici klase A od 25 ml. Otopina se priprema neposredno prije uporabe i ¢uva na

tamnom mjestu.
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3.2.3. HPLC-DPPH metoda
Antioksidativna aktivnost uzoraka, odnosno njihova sposobnost hvatanja DPPH radikala,
odredena je teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid

Chromatography, HPLC). Uvjeti analize navedeni su u Tablici 2.

Tablica 2. Kromatografski uvjeti primijenjene HPLC-DPPH metode.

INSTRUMENT AGILENT 1100

DETEKTOR Detektor s nizom dioda (engl. Diode Array Detector, DAD)
KOLONA XBridge ¢18 (150 mm x 4,6 mm, veliine Cestica 3,5 um)
MOBILNA FAZA Metanol : ultra ¢ista voda (80:20)

TEMPERATURA KOLONE 25°C

PROTOK 1 ml/min

VOLUMEN INJEKTIRANJA 20 pl
VALNA DULJINA DETEKCIE 517 nm

DPPH

VRIJEME ZADRZAVANJA 3,83 min

DPPH

UKUPNO VRIJEME ANALIZE 4,5 min

OTAPALO ZA DPPH Metanol

OTAPALO ZA UZORKE Metanol : ultra ¢ista voda (80:20)
LIJEKOVA

U Eppendorf epruvetu otpipetira se 250 pl DPPH otopine i 1 ml otopine lijeka te se sadrzaj dobro
izmije$a na Vortex mjeSalici i ostavi na tamnom mjestu 30 minuta. Zatim se reakcijska otopina
filtrira kroz 0,20 um filter i injektira u tekucinski kromatograf. 1zokratna eluacija se provede pod

uvjetima navedenim u Tablici 2.

Antioksidativna aktivnost se odredi iz razlike povrsine pika (engl. Area under the curve, AUC)
otopine samog slobodnog radikala (AUCy) i otopine nakon reakcije radikala i uzorka (AUCuzorak),

a izrazava se kao ekvivalent TROLOX-a (TEAC, engl. TROLOX egivalent antioxidant capacity).
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3.2.4 Statisticka obrada podataka
Dobiveni rezultati analizirani su pomocu deskriptivne statistike. Regresijskom analizom dobiveni
su jednadzba pravca i koeficijent determinacije r’. Radunalni programi koristeni za obradu

podataka bili su Microsoft® Office Excel 2010 (Microsoft Corporation, SAD) i Statistica 12.1
(StatSoft, Inc., SAD).
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4. REZULTATI I RASPRAVA
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4.1 VALIDACIJA ANALITICKE METODE

Prije procjene antioksidativne aktivnosti slabih analgetika, predlozena HPLC-DPPH metoda je
validirana prema ICH smjernicama (smjernice Medunarodne konferencije o harmonizaciji, prema
engl. International Conference of Harmonization) s ciljem utvrdivanja njene prikladnosti te su u

tu svrhu ispitani slijede¢i validacijski parametri: linearnost, radno podruéje, to¢nost i preciznost.

Linearnost su definira kao mogu¢nost metode da unutar odredenog podrucja daje rezultate
proporcionalne koncentraciji analita u uzorku. U ovom radu linearnost je odredena mjerenjem
povrSine pika (AUCstndarda) Na 6 razli¢itih koncentracija standardnih otopina TROLOX-a u
rasponu od 0,05 do 0,30 mM (Slika 3). Linearnost se moze procjenjuje na dva nacina: graficki i
matematic¢ki. I dok je graficki prikaz ovisnosti signala o koncentraciji analita znacajan zbog
mogucéeg vizualnog nadzora, linearnost se matematicki preko linearne regresije izrazava

jednadzbom pravca i izra¢una koeficijentom determinacije (r?).

450
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Slika 3. Kromatogram otopine DPPH bez dodatka otopine TROLOX-a (bijeli pik) i nakon
dodatka otopine sintetskog antioksidansa (ljubiCasti pik) pri optimalnim kromatografskim

uvjetima.
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Nakon provedenih mjerenja u triplikatu i izra¢una dobivena je jednadzba pravca y= -3,0101x +
0,9997 i r’= 0.9996. Buduéi da po zahtjevu koeficijentom determinacije mora iznositi vise od
0.999, moze se zakljuciti da koriStena metoda zadovoljava ovaj validacijski parametar u

ispitivanom radnom podrucju (Nigovi¢ i sur., 2014).

U validacijskom smislu, preciznost je parametar koji pokazuje slaganje izmedu niza provedenih
mjerenja iz istog homogenog uzorka pod propisanim uvjetima. U ovom postupku provedeno je
Sest mjerenja koncentracijske razine 0,15 mM TROLOX-a u dva uzastopna dana te su dobiveni
rezultati izrazeni kao relativna standardna devijacija (RSD) iznosili 3,53%, odnosno 5,81%.
Kriteriji prihvatljivosti za ovaj validacijski parametar ovise o koncentraciji analita koji se

odreduje, zatim matrici uzorka te vrsti analize.

Nakon utvrdivanja selektivnosti, linearnosti i preciznosti ispitana je to¢nost metode mjerenjem tri
koncentracijske razine (0,05 mM, 0,15 mM i 0,30 mM) rasporedene unutar radnog podrucja u
triplikatu. To¢nost metode izrazena kao analiticki prinos (engl. recovery) bila je u rasponu
izmedu 97,9 % i 105,1%. Svi navedeni validacijski parametri odgovarali su propisanim

zahtjevima.

4.2 ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI SLABIH ANALGETIKA

Ispitana je sposobnost hvatanja DPPH radikala koristenjem navedene validirane metode u in vitro
uvjetima za slijedeéih devet slabih analgetika: ketoprofen, prokain hidroklorid, salicilna kiselina,
kofein, ibuprofen, O-acetilsalicilna kiselina, paracetamol, kodein fosfat te propifenazon.
Antioksidativna aktivnost odredena je iz razlike povrSine pika otopine DPPH radikala (AUCpppH)
i otopine nakon reakcije DPPH radikala i uzorka (AUCuzorak) te je izrazena na TAEC. Dobiveni

rezultati analize prikazani su u Tablici 3.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je kako se antioksidativna aktivnost ispitivanih analgetika kretala u
intervalu od 0,005 mM do 0,247 mM TROLOX-a. Predlozenom HPLC-DPPH metodom
utvrdena je izraZena antioksidativna aktivnost paracetamola u odnosu na ostale ispitivane

analgetike.
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Tablica 3. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti slabih analgetika.

LIJEK KONCENTRACIJA TEAC (mM) RSD (%)
(mM)

KETOPROFEN 1,104 0,010 2,04

PROKAIN 1,014 0,045 7,93

HIDROKLORID

SALICILNA 1,043 0,044 8,73

KISELINA

KOFEIN 1,118 0,008 1,99

IBUPROFEN 1,068 0,010 1,82

O- 1,127 0,025 6,01

ACETILSALICILNA

KISELINA

PARACETAMOL 1,036 0,247 16,43

KODEIN FOSFAT 1,017 0,022 4,56

PROPIFENAZON 1,014 0,005 2,08

Ovi rezultati su u skladu s malobrojnim dostupnim literaturnim podacima. Borges i sur. (2014) su
u svom istrazivanju procjenjivali antioksidativnu aktivnost paracetamola i salicilne Kkiseline u
eksperimentalnim i teorijskim studijama. U zaklju¢ku navode da je, iako su oba spoja fenolni
derivati, paracetamol pokazao izrazenija antioksidativnih svojstava od salicilne kiseline na
nekoliko modela koji su uzrokovani oksidativni stres. Jedan od teorijskih mehanizama pokazao je

kako je prijenos vodika odgovoran za izrazeniji antioksidativni u¢inak kod paracetamola.

S druge strane, u dostupnoj strucnoj i znanstvenoj literaturi brojni su primjeri toksicnosti
paracetamola koji se Siroko koristi kao analgetik i antipiretik. lako naizgled siguran, ako se
koristi u normalnim terapijskim dozama, veCe doze paracetamola mogu uzrokovati ozbiljna
oStecenja jetre i/ili bubrega kod ljudi i pokusnih Zivotinja. Kao $to je navedeno u uvodu, uocena
je dobrobit kombinirane upotrebe analgetika i antioksidansa kod terapije kroni¢ne boli (Acharya i
sur., 2009.; Chung i sur., 2006.; Blaise i Taha, 2012.; Kim i sur., 2004.).
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Buduc¢i da se u dostupnoj stru¢noj literaturi ne nalaze jasni podaci o antioksidativnoj aktivnosti
slabih analgetika, potrebno je provesti dodatna istrazivanja drugim metodama te ukljuciti i druge
predstavnike ove Siroko primjenjivane skupine lijekova. Osim toga potrebno je dodatno naglasiti
da je predlozena HPLC-DPPH metoda bila ucinkovita, jednostavna i brza za ispitivanje

antioksidativnog uc¢inka slabih analgetika.
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5. ZAKLJUCAK
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Cilj ovog rada obrazlozen je u poglavlju 2. Na temelju provedene analize i dobivenih rezultata

moguce je zakljuciti slijedece:

(i)

(i)

(iii)
(iv)

Predlozena HPLC-DPPH metoda validirana je prema vaze¢im ICH smjernicama te je
utvrdeno kako je metoda linearna, to¢na i ponovljiva u ispitivanom radnom podrucju.
HPLC-DPPH metoda pokazala se brzom i prikladnom za odredivanje antioksidativne
aktivnosti slabih analgetika.

Paracetamol je pokazao izrazenu antioksidativnu aktivnost u in vitro uvjetima.

U narednim istraZivanjima potrebno je ispitati antioksidativnu aktivnost drugih
analgetika.

Potrebna su daljnja istrazivanja antioksidativne aktivnosti analgetika primjenom

drugih metoda.
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7. SAZETAK/SUMMARY
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Bol je slozen, neugodan senzorni i emocionalni dozivljaj koji se javlja kao direktni odgovor na
stvarno ili potencijalno ostec¢enje tkiva. Analgetici se koriste u svrhu ublazavanja i uklanjanja boli
kod niza stanja i bolesti razlicite etiologije. Obzirom na njihovu $iroku i ¢estu primjenu, korisno
je ispitati imaju li predstavnici ove skupine lijekova dodatna mehanizme djelovanja poput

antioksidativnog ucinka.

Cilj ovog rada bio je odrediti antioksidativnu aktivnost devet analgetika u in vitro uvjetima

mjerenjem njihove sposobnosti hvatanja DPPH slobodnog radikala.

U ovom radu je za procjenu antioksidativne aktivnosti 1 mM otopine analgetika koristena HPLC-
DPPH metoda, koja se temelji na mjerenju sposobnosti hvatanja slobodnog radikala u prisustvu

ispitivanog lijeka. Antioksidativna aktivnost izrazena je kao ekvivalent standarda TROLOX-a.
Dobiveni rezultati ukazuju na izrazenu antioksidativnu aktivnost paracetamola.

Koristena HPLC-DPPH metoda pokazala se jednostavnom, brzom i u¢inkovitom za ispitivanje
antioksidativne aktivnosti slabih analgetika s ciljem ispitivanja njihovog dodatnog mehanizma
djelovanja.
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Pain is an unpleasant sensory and emotional experience associated with actual or potential tissue
damage. Analgesics are used for relieving or removing pain in number of conditions and illnesses
with various etiology. Since they are widely and frequently used, it is useful to examine if they

potentially have additional effects, especially antioxidant.

The aim of this thesis was to examine antioxidant properties of nine nonsteroidal anti-

inflammatory drugs (NSAIDs) by measuring their ability to scavenge DPPH radical in vitro.

Method used for estimating antioxidant activity of 1 mM analgesic solutions in this research was
HPLC-DPPH method, which is based on measuring the ability to scavenge free radicals in the

presence of sample. Antioxidant capacity is expressed as the TROLOX equivalent.
Experimental data indicate that paracetamol has antioxidant activity.

The HPLC-DPPH method has been proven as simple, fast and efficient for antioxidant activity

assays of NSAIDs with the purpose of examining their potential additional mechanisms of action.
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