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1. UvOD

1.1. Bolest suhog oka

Bolest suhog oka (engl. Dry eye disease, DED) prepoznata je kao rastuci javnozdravstveni
2013). Koristeni su razli¢iti nazivi za opisivanje bolesti suhog oka ukljuc¢ujuéi sindrom suhog
oka (engl. Dry eye syndrome, DES) te lat. keratoconjunctivitis sicca (KCS) i lat. keratitis
sicca.

U epidemioloskim studijama provedenim na globalnoj razini, prevalencija bolesti suhog oka
(DED) krece se od 5% do 50%. Na temelju podataka iz Nacionalnog istraZivanja zdravlja 1
dobrobiti (National Health and Wellness Survey), 6,8% odrasle populacije Sjedinjenih
Americkih Drzava (otprilike 16,4 milijuna ljudi) ima dijagnozu DED. Prevalencija raste s
dobi, 2,7% dijagnosticiranog DED u populaciji od 18 do 34 godine, dok je cak 18,6%
dijagnosticirano u osoba starijih od 75 godina. Takoder je uo€ena vecéa prevalencija u Zena

nego muskaraca (8,8% naspram 4,5%) (www.uptodate.com). Rizik je znacajno poveéan kod

Zena u postmenopauzi koje primaju hormonsku nadomjesnu terapiju. Ostali rizi¢ni ¢imbenici
ukljucuju dugotrajan rad na digitalnim uredajima, boravak u klimatiziranim prostorima niske
relativne vlaznosti zraka te noSenje kontaktnih le¢a (Jurisi¢ Dukovski, 2021).

Bolest suhog oka definira se kao multifaktorijalna bolest suza i povrSine oka koju obiljezavaju
simptomi poput nelagode, poremecaji vida te nestabilnost suznog filma $to potencijalno moze
dovesti do oStecenja povrsine oka. Prati ju hiperosmolarnost suznog filma te subakutne upale
povrsine oka (Messmer, 2015). Uz navedene simptome, mogu biti prisutni i drugi nespecifi¢ni
simptomi poput crvenila, peckanje, suzenje, svrbez, osjecaj suhoce 1 pijeska ili stranog tijela u
oku te prolazno zamucenje vida. Postoje slucajevi kada pacijent osjeca sve ili samo neke od
simptoma bolesti suhog oka, dok klini¢ki znakovi nisu prisutni, no moguca je i obrnuta
situacija (Jurisi¢ Dukovski, 2021). Blagi, ali i tezi oblik bolesti povezani su s boli,
ograni¢avanjem svakodnevnih aktivnosti, smanjenjem kvalitete Zivota i Cesto depresijom

(Zemanova, 2021).


https://www.uptodate.com/contents/dry-eye-disease

1.1.1. Mehanizam bolesti

PovrsSina oka (roznica, Spojnica, pomocne suzne zlijezde), Meibomova zlijezda (specifi¢na
lojna zlijezda na rubu vjeda koja proizvodi vanjski lipidni sloj suznog filma), glavna suzna
zlijezda te inervacija izmedu njih ¢ini funkcionalnu cjelinu. Bilo koja ili sve ove strukture
mogu biti zahvacene kod bolesti suhog oka. Nedavne studije su pokazale da je suho oko
upalna bolest koja ima mnogo =zajedniCkih karakteristika s autoimunim bolestima.
Pretpostavlja se da je stres povrSine oka (okoli$ni ¢imbenici, infekcija, endogeni stres,

antigeni, genetski ¢imbenici) pokreta¢ patoloskih procesa u oku (Messmer, 2015).
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Slika 1. Struktura suznog filma (preuzeto s https://www.hydrelo.com/hydrelo-allergy).

U sredistu patogeneze bolesti suhog oka je hiperosmolarnost suznog filma koja oStecuje
povrSinu oka neposrednim, ali i posrednim mehanizmima preko kaskade upalnih reakcija
(Jurisi¢ Dukovski, 2021). Proupalni citokini, kemokini te matriksne metaloproteinaze dovode
do ekspanzije autoreaktivnih T- limfocita koji onda infiltriraju o¢nu povr$inu i suznu zlijezdu
(Messmer, 2015). Dolazi do smanjenja ekspresije transmembranskih mucina i apoptoze
epitelnih stanica roznice i spojnice te vrcastih stanica spojnice. Manjak vrcastih stanica oCituje

se smanjenom koncentracijom mucina u suznom filmu $to u konacnici znacajno narusava


https://www.hydrelo.com/hydrelo-allergy

stabilnost suznog filma i mocenje povrsine oka te je uzrok preuranjenog pucanja suznog film.
Gubitak mucina uzrukuje i pojac¢ano trenje izmedu vjeda i povrSine oka za vrijeme treptanja.
Pojacano trenje moze dodatno mehanicki ostetiti odredena podrucja na povrsini oka (Jurisic

Dukovski, 2021). Rezultat je zacaran krug oStecenja povrSine oka i upale.

1.1.2. Klasifikacija bolesti

Prema Medunarodnoj radnoj skupini za bolest suhog oka (engl. International Dry Eye
WorkShop, DEWS), razlikujemo 2 oblika bolesti suhog oka: hiposekrecijski oblik (engl.
Aqueous-Deficient Dry Eye, ADDE) i hiperevaporacijski oblik (engl. Evaporative Dry Eye,
EDE).

Kod hiposekrecijskog oblika, hiperosmolarnost suza nastaje uslijed smanjenja lakrimalne
sekrecije, a u uvjetima normalnog isparavanja suza. Kod hiperevaporacijskog oblika, funkcija
suzne zlijezde je oc€uvana, medutim dolazi do prekomjernog isparavanja suza zbog
poremecenog lucenja lipidnog dijela suznog filma.

Hiposekrecijski oblik dijelimo u dvije grupe: Sjogrenov sindrom (SS) i stanja bez
Sjogrenovog sindroma (ne-SS). Sjogrenov sindrom je kroni¢na upalna autoimuna bolest
karakterizirana limfocitnom infiltracijom egzokrinih zlijezda (kao $to su slinovnice i suzne
zlijezde) $to dovodi do klinicke slike suhih usta i o¢iju (Bjordal i sur., 2020.). Stanja bez
Sjogrenovog sindroma ukljucuju kongenitalne i steCene oblike DED-a bez sistemskih
autoimunih obiljezja Sjogrenovog sindroma poput starenjem uzrokovanog hiposekrecijskog
oblika suhog oka, kongenitalne alakrime te obiteljske disautonomije (Bron i sur., 2017.).
Hiperevaporacijski oblik najcesée je posljedica nedostatka lipida uslijed disfunkcije
Meibomovih zlijezda, ali nastaje i uslijed poremecaja otvaranja kapaka, smanjene ucestalosti
treptanja, te primjene odredenih lijekova. Ostali ¢imbenici koji povecavaju isparavanje suza
su: nedostatak vitamina A, konzervansi topikalnih oftalmickih lijekova poput benzalkonijevog

klorida, noSenje kontaktnih le¢a te o¢ne alrergije (Kastelan i sur., 2013).
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Slika 2. Klasifikacija suhog oka prema Medunarodnoj radnoj skupini za bolest suhog oka
2007. (engl. International Dry Eye WorkShop, DEWS), (preuzeto i prilagodeno prema

Tincani i sur., (2013) uz dopustenje izdavaca).

1.1.3. Lijecenje bolesti suhog oka

Primarni cilj lijecenja bolesti suhog oka ukljucuje ublazavanje simptoma, poboljsanje vida i
kvalitete Zivota te obnavljanje povrSine oka 1 suznog filma. Neke od moguénosti lijecenja su:
promjena higijene i stila Zivota, upotreba umjetnih suza, terapija protuupanim lijekovima, te
kao zadnji korak kiruski postupci za povecanje zadrZzavanja suza. LijeCenje treba prilagoditi
odgovoru pojedinog pacijenta na samu terapiju te se treba odrzavati ravnoteZza izmedu
ucinkovitosti, sigurnosti i pogodnosti za pacijenta (Kastelan i sur., 2013).

Od iznimne vaznosti su nefarmakoloske mjere. Bolesnike treba savjetovati da izbjegavaju
dugotrajno izlaganje racunalima, TV-u, boravak u prostorijama s zrakom niske relativne

vlaznosti, boravak u zadimljenim prostorijama te na vjetru.



Umjetne suze temelj su terapije za sve oblike bolesti suhog oka. Iako se medusobno mogu
razlikovati u osmolalnosti, viskoznosti i pH, ve¢ina ima sli¢nosti u svojim glavnim
komponentama. Temeljna komponenta u umjetnim suzama je voda, a kako bi se poboljsalo
podmazivanje 1 produzilo vrijeme zadrzavanja na povrsini oka, ¢esto se dodaju razlicite tvari
za povecanje viskoznosti (hijaluronska kiselina, karboksimetilceluloza,

hidroksipropilmetilceluloza, poliakrilna kiselina i dr.) (Jones i sur., 2017).

Kod disfunkcije Meibomove zlijezde, preporuceno je primjenjivati umjetne suze koje sadrze
lipide koji ¢e poboljsati funkciju zlijezde i povecati stabilnost suznog filma (Messmer, 2015).
Od lipida se koriste fosfolipidi, trigliceridi, zasi¢ene i nezasi¢ene masne kiseline, ricinusovo
ulje, maslinovo ulje, sojino ulje, lecitin (Jones i sur., 2017).

U nacelu, kod oStec¢enja povrSine oka treba izbjegavati pripravke koji sadrze benzalkonijev
klorid kao konzervans (Messmer, 2015).

Kod srednjeg do teSkog oblika bolesti potrebno je uvodenje farmakoterapije. Kako je u
pozadini bolesti suhog oka upala, protuupalni lijekovi ¢e biti terapija izbora za ove bolesti.
Primjenjuju se nesteroidni protuupalni lijekovi, kortikosteroidi, ciklosporin A, takrolimus i

pimekrolimus, tetraciklini i makrolidi (azitromicin).

CH;

OH
CH,

H,C

lbuprofen

Slika 3. Struktura ibuprofena (www.researchgate.net )

Ibuprofen je nesteroidni protuupani lijek (engl. non-steroidal anti-inflammatory drug,
NSAID), ¢iji se mehanizam djelovanja temelji na neselektivnoj inhibiciji enzima
ciklooksigenaze (COX-1 i COX-2). Ciklooksigenza je enzim koji sudjeluje u sintezi

prostaglandina, prostaciklina i tromboksana iz arahidonske kiseline.


https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-Ibuprofen_fig1_270283844

U patofiziologiji suhog oka znacajni su upravo prostaglandini kao proupalni medijatori.
Hiperosmolarnost suznog filma stimulira otpusStanje proupalnih citokina ukljucuju¢i PGE2
(prostaglandin E2) iz o$te¢enog epitela roznice. PGE2 osim $to posreduje stvaranju upale,
pridonosi i preosjetljivosti na bol moduliraju¢i viSestruka mjesta u nociceptivnim putevima
(Lekhanont i sur., 2019). Lekhanont i sur. u svom istrazivanju primje¢uju pozitivnu korelaciju
poviSenih vrijednosti PGE2 u suzama kod oboljelih od bolesti suhog oka. Time se PGE2
stavlja kao potencijalna meta za lije¢enje ove bolesti.

Nanotehnologija nudi brojne mogucnosti za unaprjedenje lijeCenja bolesti suhog oka.
Nanosustavi omogucuju bolje uklapanje djelatnih tvari slabo topljivih u vodi te istovremenu
zaStitu djelatnih tvari od enzimske razgradnje u suznom filmu. Takoder, nanosustavi
omogucuju produljeno zadrzavanje i bolju interakciju djelatne tvari s povrSinom oka te
postizanje vece koncentracije djelatne tvari na ciljpom mjestu. Komercijalno dostupne
inovativne nanoemulzije s ciklosporinom A za lije¢enje bolesti suhog oka su Restasis”
(Allergan), Lacrinmune® (Bausch & Lomb) te Ikervis® (Santen) (Jurisi¢ Dukovski, 2021).

1.2. Nanoemulzije

Nanoemulzije (NE) su disperzije dviju tekuéina koje se medusobno ne mijeSaju, a
stabilizirane su odgovaraju¢im povrsinski aktivnim tvarima. Termodinamicki su nestabilni, ali
Kineticki stabilni sustavi. Veli¢ina kapljica unutarnje faze krece se od 20 do 500 nm (Singh i
sur., 2020). Mala veli¢ina kapljica osigurava veliku ukupnu povrSinu za oslobadanje djelatne
tvari koja time postaje dostupna za apsorpciju (Jurisi¢ Dukovski, 2021).

Klasifikacija NE temelji se na vrsti disperzne faze. Razlikujemo U/V tip NE u kojoj su uljne
kapljice dispergirane u vodenoj kontinuiranoj fazi te V/U tip NE u kojoj su vodene kapljice
dispergirane u uljnoj kontinuiranoj fazi, te mjesoviti U/V/U ili V/U/V tip NE (Singh i sur.,
2020).

U/V nanoemulzije (NE), ultrafine disperzije ulja u vodi stabilizirane amfifilnim povrsinski
aktivnim tvarima, imaju veliki potencijal djelotvornog lijeCenja DED-a. Prema dosadasnjem
shvacanju, NE se destabiliziraju pri mijeSanju sa suznim filmom; uljne kapljice se udruzuju i
stapaju s lipidnim slojem suznog filma, dok se povrSinski aktivne tvari vezu za

vodenomukozni sloj. Nadomjestanje deficijentnog lipidnog sloja suznog filma (engl. tear film



lipid layer, TFLL) s odgovaraju¢im lipidima iz uljnih kapljica moguce uzrokuje stabilizaciju
suznog filma. Nadalje, NE u¢inkovito dopremaju tesko topljivu djelatnu tvar u

rozni¢ni segment. Takav ucinak posljedica je uklapanja djelatne tvari u uljne kapljice koje
imaju ulogu spremnika. Budu¢i da vecina protuupalnih djelatnih tvari (tj. glukokortikoidi,
CsA, takrolimus, NSAID poput indometacina i ibuprofena) imaju ograni¢enu topljivost u
vodi, njihovo uklapanje u NE moze osigurati ublazavanje simptoma suhoga oka zbog

stabilizacije suznog filma i protuupalnog ucinka te tako prekinuti zacarani krug DED-a.

1.3. Pomoc¢éne tvari u izradi nanoemulzija

Pri izradi nanoemulzija potrebno je obratiti pozornost na odabir prikladnih pomo¢nih tvari.
Pozeljno bi bilo birati pomo¢ne tvari koje su odobrene za oftalmic¢ku primjenu ili se nalaze na
GRAS (engl. Generally recognized as safe) listi. Pomoc¢ne tvari moraju biti netoksi¢ne i ne
iritirati oko nakon primjene. Takoder moraju osigurati otapanje djelatne tvari te odgovaraju¢u

stabilnost formulacije.

1.3.1. Uljna faza

Pri odabiru ulja ili lipida koji ¢e se koristiti u izradi nanoemulzija, topljivost djelatne tvari u
odabranoj uljnoj fazi je vazno mjerilo koje treba uzeti u obzir. Druge relevantne karakteristike
ulja/lipida su viskoznost, gustoca, indeks loma svjetlosti i povrSinska napetost. Za dobivanje
nanoemulzija manjih veli¢ina kapljica potrebno je odabrati ulje niske povrSinske napetosti i
viskoznosti (Fernandes i sur., 2021). Opcenito, 3-10% (m/m) lipida ili ulja dovoljno je za
pripremu oftalmickih nanoemulzija (Singh i sur., 2020). Kako bi se postigla dobra
podnosljivost nanoemulzija nakon primjene u oko, u izradi nanoemulzija se koriste
visokoprocisc¢ena ulja (Jurisi¢ Dukovski, 2021). Obi¢no se trigliceridi srednjeg i dugog lanca
smatraju idealnom uljnom fazom u smislu poboljsane topljivosti i bioraspolozivosti lipofilnih
lijekova (Singh i sur., 2020).

Ostala ulja i lipidi koja se spominju u literaturi, a potencijalno se mogu Koristiti u izradi
nanoemulzija za oftalmic¢ku primjenu su: ricinusovo ulje, sojino ulje, ulje kikirikija, kokosovo
ulje, ulje nocurka, maslinovo ulje, laneno ulje, mineralno ulje, ulje kukuruza, vitamin E,
izopropilmiristat, oleinska kiselina, triacetin, etiloleat, lecitin iz zumanjka jajeta, Lipoid® S75,
Lipoid® E80, Estasan® (kaprilni kaprinski triglicerid), Eutanol G, Lipoid® $100, Capmul®



MCM, Miglyol® 812, Capryol® 90, Dermol® M5, Epikuron® 200, Lipoid® E-80, 1,2-di-(9Z-
oktadecenoil)-3-trimetilamonijpropan (DOTAP), Phospholipon® 90H, Labrasol® (Gawin-
Mikotajewicz i sur., 2021; Singh i sur., 2020).

1.3.1.1. Ricinusovo ulje

Slika 4. Kemijska struktura ricinolne Kiseline, glavne sastavnice ricinusovog ulja (preuzeto iz

Patel i sur., (2016) uz dopustenje izdavaca)

Ricinusovo ulje je biljno ulje dobiveno mehani¢kim preSanjem sjemenki biljke Ricinus
communis L. Boja mu varira od blijedozu¢kaste do ¢ak gotovo bezbojne, te je blagog
karakteristicnog mirisa (Patel i sur., 2016). Sadrzi 90% ricinolne, 4% linolne, 3% oleinske,
1% stearinske i manje od 1% linolenske masne kiseline (Patel i sur., 2016). Osim §to u
oftalmickim nanoemulzijama sluZzi za uklapanje slabo topljivih lijekova, ricinusovo ulje ima i
snazna antimikrobna, protuupalna, antinociceptivna, analgetska, antioksidativna, zacjeljujuca
1 vazokonstriktorna svojstva te se smatra sigurnim i podnosljivim uljem za oftalmicku

primjenu (Sandford i sur., 2021).

1.3.1.2. Miglyol® 812

Miglyol® 812 je trigliceridni ester kaprilne i kaprinske masne kiseline (najéeée izolirane iz
kokosovog ili palminog ulja) i glicerola. Pripada skupini triglicerida srednje duljine lanca.
Bistra je i gotovo bezbojna tekucina neutralnog mirisa (Sheskey i sur., 2017). Zbog svoje



niske viskoznosti, dobre kompatibilnosti s djelatnim i pomoénim tvarima, fizoloSke
podnosljivosti te stabilnosti na oksidaciju pokazao se kao prihvatljiva uljna faza u izradi

nanoemulzija za oftalmic¢ku primjenu.

1.3.1.3. Sojino ulje

Sojino ulje je izvor polinezasi¢enih i1 zasi¢enih masnih kiselina, a dobiva se iz zrna soje.
Glavne komponente ulja su linolna (48% - 58%), oleinska (17% - 30%), palmitinska (9% -
13%), linolenska (4% - 11%) i stearinska kiselina (2,5% - 5,0%) (go.drugbank.com). Svojstva

sojinog ulja ¢ine ga dobrim izborom kao pomoc¢ne tvari u izradi neiritirajucih,
biokompatibilnih i financijski isplativih nanoemulzija. Ovo ulje koriSteno je u izradi brojnih
drugih formulacija, primjerice liposoma, mikrosfera, suhih emulzija, nanokapsula i

samoemulgirajucih sustava (Fernandes i sur., 2021).

1.3.1.4. Sezamovo ulje

Sezamovo ulje se dobiva iz sjemenki biljke Sesamum indicum L. Sadrzi otprilike jednaku
koli¢inu mononezasi¢enih masti (40% oleinske kiseline) i polinezasi¢enih masti (42% linolne
kiseline), a preostali dio ulja ¢ine zasi¢ene masti (~8% palmitinske i 4% stearinske kiseline).
Jedinstvena prednost sezamovog ulja u usporedbi s drugim biljnim uljima je ta $to zbog
visokog sadrzaja antioksidansa ima visoku oksidativnu stabilnost s gotovo 85%-tnim udjelom

nezasi¢enih masnih kiselina (Eftimov i sur., 2022).

1.3.2. Povrsinski aktivne tvari

Povrsinski aktivne tvari (PAT, surfaktanti) omogucuju stvaranje disperzije dviju tekucina koje
se medusobno ne mijeSaju smanjenjem povrSinske napetosti izmedu faza te sprjeavaju
ponovnu agregaciju kapljica, $to posljedicno dovodi do povecéanja stabilnosti stvorenih
nanoemulzija (Fernandes i sur., 2021). PAT su amfipatske molekule gradene od polarne
(hidrofilne) glave i nepolarnog (hidrofobnog) repa. HLB (engl. Hydrophilic/Lipophilic
Balance) vrijednost opisuje udio hidrofilnih i lipofilnih dijelova u strukturi PAT. Niza HLB
vrijednost ukazuje na bolju topljivost PAT u ulju, dok visa HLB vrijednost ukazuje na to da je

PAT topljivija u vodi.


https://go.drugbank.com/drugs/DB09422

U izradi oftalmickih nanoemulzija preferira se primjena povrSinski aktivnih tvari HLB
vrijednosti 8-16 jer takve PAT stvaraju U/V tip nanoemulzija i pobolj$avaju permeaciju lijeka
kroz roznicu oka (Fernandes i sur., 2021).

PAT moZzemo podijeliti u 4 skupine s obzirom na prirodu hidrofilnih grupa: Zwitterionske,
neionske, anionske i kationske. Neionske PAT smatraju se sigurnima i uzrokuju reverzibilne
promjene u permeabilnosti povrsine oka (Singh i sur., 2020). Tween 80 (neionska PAT) se
nasiroko koristi u oftalmickim farmaceutskim oblicima zbog svoje sigurnosti i
nenadrazujuceg ucinka na oko, njegova HLB vrijednost iznosi 15 (Fernandes i sur., 2021).
Istoj skupini pripadaju i sorbitanski esteri (Span), poloksameri (Pluronic F68, Pluronic L-
62TM, Pluronic F127), polioksietilenski esteri (Emulphor), hidrogenirani derivati ricinusovog
ulja (Kolliphor EL, Kolliphor RH40, Kolliphor RH60), tiloksapol, polioksietilenski ester 12-
hidroksistearinske kiseline (Solutol HS 15), Vitamin E-TPGS i polietilen glikol sukcinat
(Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021).

Ponekad se PAT dodaju i kosurfaktanti. Kosurfaktanti su takoder amfipatske molekule, male
veli¢ine, koje djeluju sinergisticki s PAT. Poveéavaju fluidnost medupovrsinskog filma
kapljica i smanjuju koncentraciju PAT, izbjegavaju¢i njihovu potencijalnu toksi¢nost
(Fernandes i sur., 2021). Najcesc¢e koriSteni kosurfaktanti u oftalmi¢kim nanoemulzijama su
kratkolancani i srednjelancani alkoholi poput etanola, benzil alkohola, glicerola,

propilenglikola i polietilenglikola PEG 400 (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021).

1.3.3. Ostale pomo¢ne tvari

Oftalmoloske formulacije zahtijevaju dodatak drugih pomo¢nih tvari koje im omoguéuju
primjenu na povrSinu oka, ukljuCujué¢i konzervanse, pufere, sredstva za izotonizaciju,
modifikatore viskoznosti te humektanse (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021).

Sljede¢i konzervansi se koriste u oftalmickim nanoemulzijama: benzalkonijev klorid
(0,01-0,1% m/V), cetrimid (0,01-0,1% m/V), klorokrezol, parabeni i alkoholi (npr.
klorobutanol i fenoksi-2-etanol) (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021).

Pufere nije nuzno koristiti jer se pH vrijednost suza nakon primjene nepuferiranih kapi za oko,
¢iji se pH razlikuje od pH suza, vrlo brzo vraéa na fizioloske vrijednosti zahvaljujuci
puferskom kapacitetu suza (Juri$i¢ Dukovski, 2021). Medutim, ukoliko je puferiranje

neophodno, koriste se citratni, fosfatni ili boratni puferi (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021).
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Osmolalnost oftalmickih nanoemulzija prilagodava se dodatkom sredstva za izotonizaciju
poput manitola (0,15-0,3% m/V), glicerola (2,5-5% m/V), sorbitola, propilenglikola i
dekstroze (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021). Glicerol je sredstvo za izotonizaciju koje se
nasiroko koristi u nanoemulzijama jer osim $§to djeluje kao suotapalo u vodenoj fazi ima i
svojstvo mijenjanja gustoce, viskoznosti i indeksa loma otopine. Njegov dodatak vodenoj fazi
modificira topljivost PAT (bilo ionskih ili neionskih) i optimalnu zakrivljenost kapljica. Niska
koncentracija glicerola u U/V nanoemulzijama povecava stabilnost iste (Fernandes i sur.,
2021).

Viskoznost oftalmickih nanoemulzija moze se povecéati dodavanjem prirodnih i sintetskih
polimera koji imaju dobra svojstva upijanja vode i stvaraju viskoelasti¢ne gelove. Kao rezultat
toga, moze se posti¢i produljeno vrijeme kontakta lijeka s roznicom oka, $to u konacnici
dovodi do povecanja bioraspolozivosti lijeka. U tu svrhu se koriste polisaharidni polimeri kao
Sto su metilceluloza, hidroksietilceluloza, hidroksipropilceluloza, hidroksipropilmetilceluloza,
gelan guma, ksantan guma, hijaluronska kiselina te sintetski polimeri kao $to su poli(vinil

alkohol), polivinilpirolidon i karbomer (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021).

1.4. Metode izrade nanoemulzija

Nanoemulzije se mogu pripraviti koriStenjem visokoenergetskih i niskoenergetskih metoda.
Kod visokoenergetskih metoda, mehanicki uredaji isporucuju velike razorne sile potrebne za
stvaranje vrlo sitnih kapljica (Cinar, 2017). Visoki unos energije u ovim metodama moze
izazvati lokalno povecanje temperature unutar formulacija $to ih ¢ini neprikladnim metodama
za homogenizaciju termolabilnih spojeva. Nadalje, velika potro$nja energije i specijalizirana
oprema povecavaju troSak proizvodnje nanoemulzija. Visokoenergetske metode omogucuju
kontroliranje veli¢ine kapljica putem razli¢itth tehnoloSkih procesa poput uvjeta
homogenizacije (npr. vrijeme, temperatura), kao i svojstva i sastava pocetne formulacije
(Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021). S druge strane, kod niskoenergetskih metoda nema
potrebe za vanjskom silom. Energetski su u¢inkovite jer koriste unutarnju kemijsku energiju

sustava i zahtijevaju samo lagano mijeSanje u pripravi nanoemulzija (Kumar i sur., 2019).

Visokoenergetske metode obuhvacaju visokotlanu homogenizaciju, mikrofluidizaciju i

ultrazvuénu homogenizaciju, a niskoenergetske metode obuhvacaju metodu fazne inverzije
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(uslijed promjene sastava formulacije ili temperature) i metodu spontanog emulgiranja (Singh
i sur., 2020).

1.4.1. Visokoenergetske metode

Visokotla¢ni homogenizator

Rotor 2

Nanoemulzija
—_—>

Dotok makroemulzije T
—_—r

Rotor

Slika 5. Princip rada dvofaznog visokotlaénog homogenizatora (preuzeto i prilagodeno prema

Kumar i sur., (2019) uz dopustenje izdavaca).

Visokotla¢ni homogenizatori su uredaji koji rade na principu koloidnog mlina. U tim se
uredajima gruba emulzija propusta kroz uzak otvor (< 10 um) izmedu nepomicnog statora i
rotora koji se okrec¢e velikom brzinom, pod visokim tlakom, §to rezultira homogenom
nanoemulzijom s promjerom Cestica disperzne faze od oko 100 nm (Gawin-Mikotajewicz i
sur., 2021; Jurisi¢ Dukovski, 2021). Formulacija se obi¢no propusta vise puta kroz
homogenizator, a kona¢na veli¢ina kapljica ovisi o0 broju ciklusa homogenizacije i sastavu
formulacije. Najvaznije prednosti visokotlaéne homogenizacije u proizvodnji nanoemulzija su

visoka ucinkovitost, skalabilnost te ponovljivost procesa (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021).
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Slika 6. Princip rada mikrofluidizatora (preuzeto i prilagodeno prema Kumar i sur., (2019) uz

dopustenje izdavaca).

U mikrofluidizatoru se gruba emulzija propusta kroz mikrokanale pod visokim tlakom koji
vode do interakcijske komore. U interakcijskoj komori dvije struje uzorka udaraju jedna o
drugu velikom brzinom. Ovaj sudar stvara sile smicanja i kavitacije pri ¢emu se stvaraju
stabilne nanoemulzije (Kumar i sur., 2019). Unutar mikrofluidizatora formulacije se mogu
propustati mnogo puta dok se ne postigne Zeljena veli¢ina kapljica (Fernandes i sur., 2021).
Veli¢ina kapljica dobivena ovom metodom ovisi o primijenjenom tlaku, broju prolaza kroz

interakcijsku komoru te sastavu formulacije (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021).

Ultrasonifikator

Ultrasonifikacija je metoda priprave nanoemulzija koriStenjem sonde koja emitira ultrazvuéne
valove. Ultrazvuéni valovi stvaraju sile kavitacije koje razbijaju makroemulziju u
nanoemulziju. Mijenjanjem unosa ultrazvu¢ne energije i vremena, mozemo posti¢i zeljenu
veli¢inu kapljica i stabilnost nanoemulzije. Metodom ultrasonifikacije moguce je proizvesti

nanoemulzije u odsutnosti povrsinski aktivnih tvari (Kumar i sur., 2019).
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Ultrasonifikator

Ultrazvuéni valovi stvaraju kavitacije
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Iz makroemulzije nastaje nanoemulzija

Slika 7. Princip rada ultrasonifikatora (preuzeto i prilagodeno prema Kumar i sur., (2019) uz

dopustenje izdavaca).

1.5. Karakterizacija nanoemulzija

Karakterizacija nanoemulzija je klju¢na za pronalazenje optimalne formulacije 1 pracenje
svojstava formulacije tijekom vremena skladiStenja (Fernandes i sur., 2021). Razvijeno je
nekoliko metoda karakterizacije u svrhu procjene svojstava i kvalitete oftalmickih
nanoemulzija. Ove metode omogucuju ispitivanje fizicko-kemijskih svojstava formulacije
(npr. vizualni izgled, transparentnost, veli¢inu i raspodjelu veli¢ina kapljica, zeta-potencijal,
indeks loma svjetlosti, pH, osmolalnost, povrSinsku napetost, viskoznost), farmaceutskih
svojstava (npr. odredivanje sadrzaja djelatne tvari i in vitro oslobadanje iz nanoemulzije,
procjena sterilnosti i stabilnosti nakon skladisStenja, ispitivanje interakcije djelatne tvari sa
sastavnicama formulacije) te biofarmaceutskih svojstava (ispitivanje mukoadhezivnosti,
citotoksi¢nosti, iritacije, transkornealne permeacije, antifungalne aktivnosti i dr.). Kako su
nanoemulzije sloZeni viSekomponentni sustavi, potrebno je kombinirati komplementarne
metode karakterizacije kako bi razumjeli svojstva, ali i ucinkovitost i sigurnost primjene
(Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021). Fizicko-kemijska svojstva nanoemulzije mogu znacajno
utjecati na stabilnost formulacije, brzinu oslobadanja djelatne tvari te njezinu posljedi¢nu

apsorpciju i raspodjelu u tkiva oka, kao i na ugodnost primjene (Jurisi¢ Dukovski, 2021).
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1.5.1. Velic¢ina kapljica i indeks polidisperznosti

Velicina kapljica disperzne faze u rasponu od 20 do 500 nm znacajno povecava stabilnost
nanoemulzije i kontakt djelatne tvari s povrSinom oka, $to u konacnici dovodi do poboljSane
apsorpcije lijeka nakon prmjene. Dinamicko rasprSivanje svjetlosti (engl. Dynamic light
scattering, DLS) je najcesce koriStena tehnika za odredivanje veli¢ine kapljica disperzne faze
te indeksa polidisperznosti nanoemulzijskih sustava (Gawin-Mikotajewicz i sur., 2021). U
DLS metodi laserska zraka se rasprSuje na kapljicama unutarnje faze nanoemulzije, a na
temelju promjene intenziteta rasprsene svjetlosti odreduju se prosje¢na veli¢ina i raspodjela
veli¢ina kapljica. U ovoj metodi se prati varijabilnost intenziteta rasprSene laserske svjetlosti
uslijed Brownovog gibanja kapljica, male kapljice se gibaju brze od vecih. Uredaj mjeri
fluktuacije intenziteta rasprSene svjetlosti te na temelju toga, pomocu Stokes-Einsteinove
jednadzbe, racuna veli¢inu kapljica (Juris$i¢ Dukovski, 2021). Mjerenja se mogu provesti u
nerazrijedenim uzorcima nanoemulzija ili pak uzorcima koji su razrijedeni s vanjskom fazom.
Razrjedivanje uzoraka je Cesto potrebno pri analizi formulacija koje sadrze pomoéne tvari
koje povecavaju viskoznost sustava, jer one mogu ometati procjenu veli¢ine kapljica.

Uz veli¢inu kapljica navodi se i indeks polidisperznosti (engl. polydispersity index, PDI) kao
mjera rasapa veli¢ina kapljica nanoemulzije oko prosjec¢ne vrijednosti. PDI se kre¢e od 0, za
potpuno ujednacene, monodisperzne nanoemulzije, do 1, za polidisperzne nanoemulzije ¢ije
su kapljice unutarnje faze prisutne u vrlo razli¢itim veli¢inama. S obzirom na to da nije
moguce posti¢i potpunu ujednacenost veli¢ina kapljica, nanoemulzije se smatraju

monodisperznima kada je njihov PDI manji od 0,2 (Jurisi¢ Dukovski, 2021).

1.5.2. Zeta-potencijal

Zeta-potencijal je neizravna mjera elektri¢nog naboja na povrsini kapljica, te se moze koristiti
za procjenu fizicke stabilnosti nanoemulzija. Racuna se iz elektroforetske pokretljivosti
kapljica u elektricnom polju pomoéu Henry-jeve jednadzbe. Visoke vrijednosti zeta-
potencijala sugeriraju na odbojne sile izmedu kapljica koje su odgovorne za stabilizaciju
sustava. U slucaju oftalmickih nanoemulzija, zeta potencijal oko +20 mV opisan je kao
dovoljan za postizanje optimalnog elektrostatskog kontakta izmedu nanoemulzija i povrsine
oka. Zeta-potencijal nanoemulzija od +20 do +40 mV dovoljan je za produljeno vrijeme
zadrZavanja na roznici. Naboj na povrSini kapljice osigurava bioadheziju na povrsini oka te

elektrostatsko odbijanje izmedu kapljica nanoemulzije (Fernandes i sur., 2021).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Bolest suhog oka je prepoznata kao rastuéi javnozdravstveni problem koji se sve ¢esSce javlja
kod mlade populacije zbog sve veée uporabe digitalnih uredaja. Simptomi poput crvenila,
peckanja, suzenja, svrbezi, osjecaja suhoce 1 pijeska ili stranog tijela u oku mogu znacajno
naruSavati kvalitetu Zivota oboljelih te ¢ak dovesti do oStecenja povrSine oka i sljepoce.
Trenutno su glavne terapijske moguénosti nadomjestanje suznog filma, stimulacija stvaranja
suza i topikalni protuupalni lijekovi. Djelatne tvari s u¢inkom smanjenja upale povrsine oka
ukljucuju glukokortikoide, ne-glukokortikoidne imunomodulatore (ciklosporin A i
takrolimus), nesteroidne protuupalne lijekove (NSAID) i antibiotike.
Ciklosporin A se koristi u lijeCenju tezih oblika bolesti suhog oka, medutim, potrebno ga je
koristiti dulje vrijeme, a pocetak djelovanja mu je odgoden. Kratkotrajna premedikacija
NSAID moze osigurati brze otklanjanje znakova i simptoma u teSkim oblicima bolesti.
NSAID imaju potencijal uc¢inkovitog lije¢enja blagog do umjerenog oblika bolesti suhog oka,
a razvoj formulacije s produljenim zadrZavanjem na povrSini oka i produljenim oslobadanjem
djelatne tvari omogucéio bi smanjenje potrebne doze NSAID-a pri ¢emu bi se osigurao bolji
omjer koristi i rizika buducih oftalmickih lijekova.
Uklapanje lipofilnih NSAID (poput ibuprofena) u funkcionalne nanoemulzije s potencijalom
za nadoknadu i stabilizaciju naruSenog suznog filma moglo bi predstavljati iskorak u lije¢enju
bolesti suhog oka.
Cilj ovog diplomskog rada bio je odrediti uljnu fazu koja ¢e omoguciti optimalno uklapanje
ibuprofena u nanoemulziju U/V tipa te postaviti temelj razvoju oftalmicke formulacije s
uklopljenim ibuprofenom. Pri odabiru uljne faze napravljen je probir sljede¢ih ulja: Miglyol®
812, ricinusovo ulje, sojino ulje i sezamovo ulje. Kao povrSinski aktivna tvar je izabran
Tween® 80, a kao sredstvo za izotonizaciju glicerol. Pripravljene su formulacije s razli¢itim
udjelom uljne faze te s uklopljenim ibuprofenom. Nanoemulzije su pripravljene
visokoenergetskom metodom mikrofluidizacije.
Specificni ciljevi diplomskog rada bili su:

o Ispitati topljivost ibuprofena u razli¢itim uljima,

e Pripraviti U/V nanoemulzije visokoenergetskom metodom mikrofluidizacije;

e Odrediti fizicko-kemijska svojstva nanoemulzija ukljucujuci veli¢inu kapljica, indeks

polidisperznosti i zeta-potencijal.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

U ispitivanju topljivosti ibuprofena u razli¢itim uljima koridtena su sljede¢a ulja: Miglyol®
812 i ricinusovo ulje (Kemig, Zagreb, Hrvatska), sojino ulje (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Njemacka) te sezamovo ulje (Croda International Plc, Snaith, Ujedinjeno Kraljevstvo).
Izopropanol (Kemig) je koriSten kao otapalo i sredstvo za razjedivanje prilikom ispitivanja
topljivosti ibuprofena u uljima. U izradi U/V nanoemulzija kori$teni su ricinusovo ulje,
ibuprofen kojeg je donirala PLIVA Hrvatska d.o0.0.(Zagreb, Hrvatska), polisorbat 80 (Tween®
80) (Kemig, Zagreb, Hrvatska), glicerol kao sredstvo za izotonizaciju nanoemulzija (T.T.T.,

Sveta Nedelja, Hrvatska) te procis¢ena voda.

3.2. Metode

3.2.1. Ispitivanje topljivosti ibuprofena u uljima

Topljivost ibuprofena ispitana je pri sobnoj temperaturi u sljede¢im uljima: Miglyolu® 812,
ricinusovom ulju, sojinom ulju i sezamovom ulju. Na 5 g svakog pojedinog ulja je dodan
ibuprofen u koli¢ini koja prelazi njegovu topljivost. Nastala suspenzija je zatim ostavljena na
magnetskoj mjesalici tijekom 48 sati, nakon ¢ega je centrifugirana 30 min pri 1520 x g. Uzeto
je 100 mg supernatanta te razrijedeno izopropanolom 10 000 x. Izmjerene su apsorbancije
pomocu UV-Vis spektrofotometra pri valnoj duljini 225 nm. Kao slijepa proba je koristena
smjesa izopropanola i pojedinog ulja, ¢ija je apsorbancija takoder izmjerena. IzraCunat je
sadrzaj ibuprofena (izrazen kao topljivost, mg ibuprofen/g ulja) koristenjem bazdarnog pravca

ovisnosti apsorbancije o koncentraciji ibuprofena, opisanog u poglavlju 3.2.2.

3.2.2. Odredivanje sadrzaja ibuprofena

1z literature je poznato da je prosjecna topljivost ibuprofena u razli¢itim uljima iznosi oko 100
mg/g ulja (Zhao 1 sur., 2015). Stoga ¢e nakon razrjedivanja (10 000 puta) koncentracija
ibuprofena u otopini iznositi 10 pg/mL.
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Napravljene su 2 temeljne standardne otopine ibuprofena razli¢itih koncentracija, na nacin da
se odredena koli¢ina ibuprofena otopila u izopropanolu. Koncentracija jedne otopine
ibuprofena je iznosila 1,008 mg/mL, a druge 1 mg/mL. Iz otopine ibuprofena koncentracije
1,008 mg/mL pripravljeno je 7 radnih otopina razlicitih koncentracija (0,504; 1,008; 5,04;
10,08; 15,12; 25,2; 50,4 ug/mL), na nacin da su odredeni volumeni temeljne otopine
ibuprofena uzeti i razrijedeni izopropanolom do 10 mL. Na isti nacin je pripredeno i 7 radnih
otopina iz temeljne otopine ibuprofena koncentracije 1 mg/mL, a ¢ije su koncentracije
iznosile 0,5; 1; 5; 10; 15; 25; 50 ug/mL. Izopropanol je koriSten kao slijepa proba, jer se
ibuprofen otapao u istome. Pomo¢u UV-Vis spektrofotometra Cary 50 Probe (Varian
Analytical Instruments, SAD) izmjerena je apsorbancija radnih otopina pri valnoj duljini 225
nm. Izmjerena je i apsorbancija ¢istog izopropanola. Izmjerene apsorbancije pripadajucih

radnih otopina i njihove koncentracije su prikazane u Tablici 1.
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Tablica 1. Koncentracije radnih otopina i njihove izmjerene apsorbancije.

Naziv temeljne | Koncentracija | Apsorbancija Apsorbancija Apsorbancija
otopine radne otopine radne otopine izopropanola ibuprofena
ibuprofena (ng/mL) (A) (AI) (A-AI)
0,504 0,324 0,024
1,008 0,325 0,025
5,04 0,449 0,149
STD1 10,08 0,633 0,333
15,12 0,788 0,489
25,2 1,106 0,806
50,4 1,958 1,658
0,5 0,314 0,300 0,015
1 0,334 0,034
5 0,452 0,152
STD2 10 0,663 0,364
15 0,797 0,497
25 1,113 0,813
50 1,938 1,638

Vrijednosti koncentracija svih radnih otopina te njihovih pripadajucih izmjerenih apsorbancija

(A-Ai) su uvrstene u bazdarni dijagram pomocu programa Microsoft Excel te je dobiven

bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije o koncentraciji ibuprofena prikazan na Slici 8.
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Slika 8. Bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije o koncentraciji ibuprofena

3.2.3. Priprava nanoemulzija

Za izradu U/V nanoemulzija koristeno je ricinusovo ulje kao uljna faza jer je ustanovljeno da
je topljivost ibuprofena u istom najveca. Vodenu fazu su sainjavali procis¢ena voda,
polisorbat 80 (Tween® 80) kao neionska povrinski aktivna tvar, te glicerol kao sredstvo za
izotonizaciju nanoemulzija. Pripravljene su nanoemulzije s uklopljenim ibuprofenom i bez
uklopljenog ibuprofena. Sastav izradenih nanoemulzija prikazan je u Tablici 2. Masa pojedine

formulacije iznosila je 50 g.
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Tablica 2. Sastav izradenih nanoemulzija

Naziv Sastavnice (%, m/m)
formulacije | Ricinusovo Ibuprofen Tween” 80 Glicerol Pro€iséena
ulje voda
R2 2 - 1 2,5 ad 100
R5 5 - 2,5 2,5 ad 100
IR2 2 0,2 1 2,5 ad 100
IR5 5 0,2 2,5 2,5 ad 100

Uljna i vodena faza se pripreme odvojeno. Uljna faza formulacija koje sadrze ibuprofen
priprema se tako da se odvaze odredena koli¢ina ibuprofena i ricinusovog ulja (prema Tablici
1) te mijeSa na magnetskoj mjesalici pri sobnoj temperaturi sve do potpunog otapanja
ibuprofena. Za pripremu vodene faze odvazu se odredene koli¢ine Tweena™ 80, glicerola te
procis¢ene vode (prema Tablici 1) te se mijeSa na magnetskoj mjesalici pri sobnoj temperaturi
sve do potpunog otapanja Tweena®™ 80 i glicerola. Gruba emulzija je dobivena dodavanjem
uljne faze (ricinusovo ulje ili ibuprofen otopljen u ricinusovom ulju) u vodenu fazu te
obradom na visokoturaznoj mijesalici Ultra-Turrax (IKA®-Werke GmbH & Co, Njemacka)
brzinom od 15000 rpm tijekom 5 minuta. S ciljem dobivanja nanoemulzija, priredena gruba
emulzija je propustena kroz mikrofluidizator (Model LM20 Microfluidizer®, Microfluidics,
Newton MA, SAD) 10 puta pri tlaku od 1000 bara.

3.2.4. Mjerenje veli¢ine kapljica, indeksa polidisperznosti i zeta-potencijala

Mjerenje veli¢ine kapljica, indeksa polidisperznosti i zeta-potencijala pripravljenih
nanoemulzija provedeno je koriStenjem uredaja Zetasizer Ultra (Malvern Instruments,
Malvern, UK). Uzorci nanoemulzija su prije mjerenja razrijedeni 100 puta s 2,5% (m/m)
vodenom otopinom glicerola (vanjska vodena faza nanoemulzija). Mjerenje se provodi u
jednokratnim kivetama DTS1070 (Malvern Instruments) pri temperaturi od 25 °C.

Uredaj radi na principu dinamickog rasprSivanja svjetlosti (engl. Dynamic light scattering,

DLS). Kut detekcije kod mjerenja velic¢ine kapljica i PDI iznosio je 174,7°.
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Drugi princip rada Zetasizer Ultra uredaja je mjerenje elektroforetske pokretljivosti Cestica iz

Cije se vrijednosti pomocu Henry-jeve jednadZzbe mozZe izraCunati zeta-potencijal.

Elektroforetska pokretljivost kapljica odreduje se na temelju razlike u frekvenciji izmedu

raspriene svjetlosti i originalne laserske zrake (Juri$i¢ Dukovski, 2021).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Djelatne tvari koje su u sredi$tu istrazivanja za razvoj novih lijekova za lijeCenje bolesti suhog
oka, a ¢iji mehanizam djelovanja podrazumijeva smanjenje upale povrSine oka ukljucuju
glukokortikoide, ne-glukokortikoidne imunomodulatore (tj. ciklosporin A (CsA) i
takrolimus), nesteroidne protuupalne lijekove (NSAID) i antibiotike. Veé¢inom je rije¢ o
slabotopljivim djelatnim tvarima u vodi te dobrim kandidatima za uklapanje u U/V
nanoemulzije. Ciklosporin A (CsA) je peptid izoliran iz gljivica koji ima protuupalna i
imunosupresivna svojstva. Lipofilan je lijek stoga se moze uspjesno uklapati u uljnu fazu U/V
nanoemulzija. Upravo je uklapanje CsA u oftalmi¢ke nanoemulzije omoguéilo lijecenje tezih
oblika bolesti suhog oka. 2002. godine Agencija za hranu i lijekove (FDA) odobrila prvu
oftalmi¢ku nanoemulziju za lijeGenje bolesti suhog oka Restasis® (Allergan) koja sadrzi 0,05
% ciklosporina A. Sli¢nog sastava je i Lacrinmune® (Bausch & Lomb, odobren u Argentini),
dok Ikervis® (Santen) sadrzi 0,1% CsA (Nagai i Otake, 2022; Mohamed i sur., 2022). CsA je
prikladan za dugotrajnu upotrebu, koja je nuzna zbog kroni¢ne naravi bolesti, bez opasnosti
od izazivanja ozbiljnijih nuspojava. Ipak, nastup djelovanja kod topikalne oftalmicke
primjene ciklosporina A znacajno je odgoden, ¢ak i do 3 mjeseca od pocetka lijeCenja, Sto
moze negativno utjecati na adherenciju pacijenata, stoga se u nekim slu¢ajevima preporucuje
pocetna kombinirana terapija ciklosporinom A i topikalnim glukokortikoidima ili NSAID, s
ciljem ubrzanja nastupa protuupalnog ucinka i olak$anja simptoma (Juri$i¢ Dukovski, 2021).
NSAID imaju potencijal u€inkovitog lijecenja blagog do umjerenog oblika bolesti suhog oka,
a razvoj formulacije s produljenim zadrzavanjem na povrSini oka 1 produljenim oslobadanjem
djelatne tvari omogucio bi smanjenje potrebne doze NSAID-a pri ¢emu bi se osigurao bolji
omjer koristi i rizika buducih oftalmickih lijekova.

Ibuprofen je nesteroidni protuupalni lijek, slaba kiselina, medutim ima relativno visoku
lipofilnost stoga je slabo topljiv u vodenom mediju, a dobro topljiv u organskim otapalima i
lipidima (Janus i sur., 2020). Lipofilna svojstva ibuprofena omogucuju mu uklapanje u uljnu
fazu oftalmickih nanoemulzija koje sluze kao tehnoloska platforma za uklapanje slabo
topljivih djelatnih tvari. Primjenom u oko, oslobodena frakcija ibuprofena je dostupna za
apsorpciju i u¢inak, a neoslobodena frakcija prisutna u uljnoj fazi sluzi kao depo i na taj nacin
osigurava produljeno vrijeme zadrzavanja ibuprofena na povrSini oka. U oftalmickim

formulacijama udio ibuprofena iznosi 0,1-0,2 % (Jurisi¢ Dukovski, 2021).

23



Juri§i¢ Dukovski 1 sur., (2020) u svom istrazivanju su uspjeSno uklopili ibuprofen u
sekundarnu kationsku nanoemulziju. Formulacija je bila sastavljena od 0,2 % (m/m)
ibuprofena, 0,05 % (m/m) kitozana, 2,5 % (m/m) Miglyola® 812, 0,05 % (m/m) lecitina, 0,25
% (m/m) Kolliphora® EL, 2,5 % (m/m) glicerola i progis¢ene vode do 100 % (m/m). Fizi¢ko-
kemijska karakterizacija ukazala je na slicnost pripravljene formulacije s komercijalno
dostupnim nanoemulzijama pripravljenim Novasorb®™ tehnologijom te potencijal primjene iste
u lije¢enju blazih do umjerenih oblika bolesti suhog oka.

Ulje Miglyol® 812 je u navedenom istraZivanju odabran kao ulja faza zbog zadovoljavajuée
topljivosti ibuprofena, ali i topljivosti lectina, pomoc¢ne tvari koja sadrzi fosfolipide fizioloski
prisutne u suznom filmu (Juri§i¢ Dukovski i sur., 2020). Cilj ovog diplomskog rada je
provesti ispitivanje topljivosti ibuprofena u drugim uljima koja su odobrena ili velikog
potencijala za oftalmi¢ku primjenu. Stoga su u ispitivanju uz Miglyol® 812 kao kontrolnu
uljnu fazu koriSteno ricinusovo ulje, odobreno od strane FDA-a za oftalmic¢ku primjenu (FDA
Drug Databases, Inactive Ingredients in Approved Drug Products), sojino ulje koje se koristi
kao uljna faza u umjetnim suzama Emustil® (Allergan, 7% m/m) u lije¢enju bolesti suhog oka
povezanog s disfunkcijom Meibomove Zlijezde te sezamovo ulje, visokopro€is¢eno biljno ulje
jedinstvene kombinacije visoke oksidacijske stabilnosti, sadrzaja antioksidansa i obiljem

dugih polinezasi¢enih acilnih lanaca te velikog potencijala za lijeCenje bolesti suhog oka.

4.1. Ispitivanje topljivosti djelatne tvari ibuprofena u uljima s potencijalom za izradu
oftalmickih nanoemulzija

Ispitivanje topljivosti jedno je od klju¢nih ispitivanja u predformulacijskih istraZivanjima.
Termodinamicka topljivost je topljivost tvari u stanju dinamicke ravnoteZe izmedu otopljene
tvari 1 netopljene tvari u suvisku. Odreduje se dodatkom krutine u suvisku u odgovarajuce
otapalo. To moze biti voda, razli¢iti puferi, organska otapala, razli¢ita ulja, otopine PAT,
prototipovi formulacija ili biorelevantni mediji (umjetne tjelesne tekucine). Ispitivanje se
provodi u termostatiranoj komori pri odredenoj brzini mijeSanja/muckanja. Trajanje
ispitivanja je 24, 48 ili viSe sati. Pri zavrSetku ispitivanja, filtrira se nastala otopina 1 u filtratu
odreduje se koncentracija djelatne tvari.

Cilj ovih ispitivanja je odabrati pomo¢ne tvari i/ili prototip formulacije kako bi se postigla
odgovarajuca topljivost djelatne tvari odnosno osigurala dobra bioraspolozivost te posljedi¢no
ucinak lijeka. Udio uljne faze u nanoemulzijama krece se od 3 do 10 % (m/m) (Singh i sur.,

2020). Topljivost djelatne tvari u uljnoj fazi kljuéna je za odabir vrste i udjela uljne faze.

24



Kako udio uljne faze ne bi preSao zadano ogranicenje, topljivost djelatne tvari u odabranoj

uljnoj fazi mora biti dovoljna, s obzirom na ciljni udio djelatne tvari u formulaciji.

Rezultati ispitivanja topljivosti ibuprofena u Cetiri odabrana ulja prikazani su tablicom 3, a
prikazani su kao topljivost ibuprofena u miligramima po gramu ulja. Ricinusovo ulje
karakterizira najveca topljivost ibuprofena, znacajno veca od topljivosti ibuprofena u

preostala tri ulja.

Tablica 3. Topljivost ibuprofena u uljima pogodnim za oftalmicku primjenu. Vrijednosti su

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

Topljivost
Ulje
(mg ibuprofena/g ulja)
Miglyol® 812 89,29+1,78
Sezamovo ulje 44,33+1,63
Sojino ulje 50,5845,97
Ricinusovo ulje 144,69+4,37

4.2. Priprava i karakterizacija preliminarne oftalmicke nanoemulzije ricinusova ulja s
uklopljenim ibuprofenom

S obzirom na izvrsnu topljivost ibuprofena u ricinusovom ulje te ¢injenicu da je ricinusovo
ulje odobreno za oftalmi¢ku primjenu i koristi se kao ulja faza u lijekovima Restasis® i
Ikervis®, u sljede¢oj fazi izrade diplomskog rada ispitana je moguénost izrade nanoemulzija s
uklopljenim ibuprofenom. U izradi oftalmic¢kih nanoemulzija preferira se primjena povrSinski
aktivnih tvari HLB vrijednosti 8-16 jer takve PAT stvaraju U/V tip nanoemulzija i
poboljsavaju permeaciju lijeka kroz roznicu oka (Fernandes i sur., 2021). Tween® 80
(neionska PAT) se nasiroko koristi u formulacijama za oko zbog svoje sigurnosti i
nenadrazujuéeg ucinka na oko, njegova HLB vrijednost iznosi 15 stoga je izabran kao PAT u
izradi ovih nanoemulzija. Tween® 80 koristen je kao PAT i u lijeku Restasis®. Kao sredstvo

za izotonizaciju koristen je glicerol.
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Nanoemulzije su pripravljene visokoenergetskom metodom mikrofluidizacije koriStenjem
jedinstvenog uredaja na trzi$tu pogodnog za laboratorijsku pripravu nanoemulzija, Model
LM20 Microfluidizer® proizvodada Microfluidics. Zbog specifiéne tehnicke izvedbe
mikrofluidizatora, smi¢no naprezanje koje se generira u interakcijskoj komori je znacajno vise
u odnosu na druge tipove visokotlaénih homogenizatora, zbog Cega ovaj tip uredaja
omogucuje znac¢ajno veci stupanj usitnjena uzorka u odnosu na druge.

Cilj je bio pripremiti preliminarnu nanoemulziju s minimalnim udjelom uljne faze, a koja ¢e
sadrzavati odgovaraju¢u koli¢inu otopljenog ibuprofena. Kao ciljna vrijednost udjela uljne
faze postavljena je vrijednost od 2 i 5% (m/m). Nanoemulzije s udjelom ricinusovog ulja od 2
% (m/m) sadrzavale su 1% (m/m) Tweena® 80 (formulacije R2 i IR2), a nanoemulzije s 5 %
(m/m) udjelom ricinusovog ulja, 2,5 % (m/m) Tweena®™ 80 (formulacije R5 i IR5). Sto znagi
da je maseni odnos ricinusovog ulja i Tweena® 80 u svim formulacijama bio jednak (2:1). Sve
nanoemulzije s uklopljenim ibuprofenom sadrzavale su jednak udio ibuprofena (0,2 %, m/m).
Iz literature je poznato da postoji utjecaj koncentracije PAT i udjela uljne faze na konacnu
veli¢inu kapljica nanoemulzija. Pordevi¢ i sur., (2013) u svom istrazivanju primjecuju da s
povecanjem udjela uljne faze i koncentracije povrsinski aktivne tvari dolazi do smanjenja
veli¢ine kapljica kod gotovo svih ispitivanih nanoemulzija. Medutim, pokazano je da ako se
maseni odnos povrsinski aktivne tvari i uljne faze drzi konstantnim, tj. ako se sa povecanjem
udjela uljne faze povecava i koncentracija povrSinski aktivne tvari, u sustavu dolazi do
smanjenja medupovrSinske napetosti i nastanka manjih kapljica. Isti trend opadanja veli¢ine
kapljica vidljiv je i na Slici 9. Nanoemulzije s 5% (m/m) ricinusovog ulja i 2,5 % Tweena® 80
imaju manju veli¢inu kapljica od nanoemulzija s 2% (m/m) ricinusovog ulja i 1% (m/m)
Tweena® 80.

Prosjec¢na velic¢ina kapljica svih izradenih nanoemulzija se nalazila unutar nanometarskog

podrugja, a iznosila je od 125,8 nm do 138,5 nm.
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Slika 9. Usporedba velicine kapljica (izrazene u nm) nanoemulzija razli¢itog sastava (sastav
nanoemulzija je prikazan u Tablici 2). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (n = 2).

Takoder je uoceno da nanoemulzije s uklopljenim ibuprofenom imaju manju veli¢inu kapljica
od nanoemulzija bez uklopljenog ibuprofena (slika 9). Navedeno zapaZanje je vjerojatno
posljedica interakcije lijeka s razli¢itim fazama nanoemulzije pri ¢emu je doslo do promjene
fizicko-kemijskih svojstava formulacije. Uzrok pada veli¢ine kapljica nanoemulzija nakon
uklapanja ibuprofena moze biti povezana sa amfifilnim svojstvima lijeka, gdje terminalna
karboksilna skupina ibuprofena moZe stupiti u interakciju s Tweenom® 80, rezultirajuéi
smanjenje medupovrsinske napetosti, Sto onda dovodi do smanjenja veli¢ine kapljica (Salim i

sur., 2018).

Indeks polidisperznosti (engl. Polydispersity index, PDI) je mjera rasapa veli¢ina kapljica
nanoemulzije oko prosjecne vrijednosti. PDI ukazuje na kvalitetu i homogenost nanoemulzije.
Nanoemulzije s indeksom polidisperznosti manjim od 0,2 smatraju se monodisperznim.

Slikom 10 prikazano je da se PDI ne mijenja znacajno s promjenom udjela uljne faze i
povrsinski aktivne tvari te uklapanjem ibuprofena. Sve formulacije imaju PDI manji od 0,2

osim formulacije s 2% (m/m) ricinusovog ulja,bez uklopljenog ibuprofena, ¢iji je PDI blago

(zanemarivo) povisen i iznosi 0,21.
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Slika 10. Usporedba indeksa polidisperznosti nanoemulzija razli¢itog sastava (sastav
nanoemulzija je prikazan u Tablici 2). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (n = 2).

U ovom istrazivanju pri mjerenjima veli¢ine i raspodjele veli¢ina kapljica unutarnje faze,
nanoemulzije su bile razrijedene 100 x vanjskom fazom (2,5% otopinom glicerola).
Razrjedivanju se pristupa kako bi se osigurala pouzdana i to¢na mjerenja. Naime, studija
Petrochenka i sur., (2018) je pokazala da razrjedivanje NE s uklopljenim CsA ultra¢istom
vodom ne dovodi do promjena u veli¢ini kapljica NE kada su one mjerene tehnikama poput
laserske difrakcije, analize pra¢enja nanocCestica, kriogene transmisijske elektronske
mikroskopije i dvodimenzionalne difuzijske spektroskopije nuklearne magnetske rezonancije.
Medutim, mjerenje veli¢ine kapljica DLS tehnikom pokazalo je porast veli¢ine kapljica kod
koncentriranijih uzoraka NE u odnosu na razrijedene. Porast se pripisuje interferenciji
pomoénih tvari  (karbomer kopolimer tipa A, Carbopol® polimer 1342 i
hidroksipropilmetilceluloza K15M te tri vrste polimera za povecanje viskoznosti) s
kapljicama NE. Autori smatraju kako se navedeno moze prevladati mjerenjem NE u
razrijedenim uvjetima ili koristenjem tehnike manje osjetljive na te smetnje. Svaki uzorak ima
svoj idealan raspon koncentracije za optimalna mjerenja. Kad god je to moguce, koncentraciju
uzorka treba odabrati tako da uzorak ima blago mlijecni izgled. Za Cestice u rasponu veliine

od 100 nm do 1 pm preporucen je maksimalni maseni udio od 1%.

Rezultati odredivanja zeta-potencijal kapljica unutarnje faze preliminarnih nanomeulzija

prikazani su slikom 11. lako je u izradi nanoemulzija koristena neionska PAT Tween® 80,
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naboj na povrsini kapljica nanoemulzija nije neutralan ve¢ blago negativan. Smatra se da taj
blago negativni naboj potjece od slobodnih masnih kiselina uljne faze (ricinusovog ulja) i
njihove orijentacije prema povrsini kapljica ili od hidroksidnih iona iz vanjske vodene faze
adsorbiranih na povrSini kapljica (Juris$i¢ Dukovski, 2021). Na slici 11 razvidno je da
nanoemulzije s ve¢im udjelom ricinusovog ulja u formulaciji (5% m/m) imaju negativnije
vrijednosti zeta-potencijala u odnosu na formulacije s 2% (m/m) udjelom ricinusovog ulja,
vjerojatno zbog prisutnosti vece kolic¢ine slobodnih masnih kiselina uljne faze. Takoder je
vidljiva veca razlika u vrijednosti zeta-potencijala nanoemulzija bez ibuprofena i s
uklopljenim ibuprofenom. Uklapanje ibuprofena u nanoemulzije uzrokovalo je porast
vrijednosti zeta-potencijala prema nuli.

Iz sveg navedenog, moze se zakljuciti da pripravljene preliminarne nanoemulzije karakterizira
odgovarajuc¢a uklopljenost ibuprofena, veli¢ina kapljica i raspodjela veli¢ina te zeta-
potencijal. Pripravljene preliminarne nanoemulzije predstavljaju dobar temelj za daljnji razvoj
oftalmi¢ke nanoemulzije koriStenjem pomoc¢nih tvari odobrenih za oftalmicku primjenu

odnosno za daljnja formulacijska istrazivanja.
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Slika 11. Usporedba zeta-potencijala (izrazen u mV) nanoemulzija razli¢itog sastava (sastav
nanoemulzija je prikazan u Tablici 2.). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (n = 2).
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5. ZAKLJUCCI

e Protuupalna nesteroidna djelatna tvar ibuprofen ispituje se kao potencijalna djelatna
tvar u lijecenju blagog do umjereno teskog oblika bolesti suhog oka.

e U/V nanoemulzije predstavljaju farmaceutski oblik pogodan za uklapanje ibuprofena,
a zbog nadoknade i stabilizacije suznog filma koje osiguravaju pomocne tvari
nanoemulzija o¢ekuje se razvoj vrlo ucinkovitog lijeka.

e U ovom diplomskog radu ispitana je topljivost ibuprofena u cetiri ulja koja su
odobrena ili imaju veliki potencijal za razvoj lijekova za lije¢enje bolesti suhog oka:
ricinusovo ulje, sezamovo ulje, sojino ulje te Miglyol® 812.

e Ricinusovo ulje karakterizira najveca topljivost ibuprofena (144,69+4,37 mg
ibuprofena/g ulja), znacajno veca od topljivosti ibuprofena u preostala tri ulja.

e S obzirom na izvrsnu topljivost ibuprofena u ricinusovom ulje te Cinjenicu da je
ricinusovo ulje odobreno za oftalmicku primjenu 1 koristi se kao ulja faza u lijekovima
Restasis® i Ikervis®, u sljede¢oj fazi izrade diplomskog rada ispitana je moguénost
izrade nanoemulzija s uklopljenim ibuprofenom.

e Kao ciljna vrijednost udjela uljne faze postavljena je vrijednost od 2 i 5% (m/m).
Nanoemulzije s udjelom ricinusovog ulja od 2 % (m/m) sadrzavale su 1% (m/m)
Tweena® 80 (formulacije R2 i IR2), a nanoemulzije s 5 % (m/m) udjelom ricinusovog
ulja, 2,5 % (m/m) Tweena® 80 (formulacije R5 i IR5). Maseni odnos ricinusovog ulja i
Tweena® 80 u svim formulacijama bio jednak (2:1).

e Prosjecna veli¢ina kapljica svih izradenih nanoemulzija bila je manja od 150 nm, a
indeks polidisperznosti oko 0,2.

e Uoceno je da nanoemulzije s uklopljenim ibuprofenom imaju manju veli¢inu kapljica
od nanoemulzija bez uklopljenog ibuprofena, §to je vjerojatno posljedica interakcije
terminalne karboksilne skupine ibuprofena s Tweenom® 80, a §to rezultira smanjenjem
medupovrsinske napetosti i nastankom manjih kapljica.

e Blago negativni zeta-potencijal kapljica unutarnje faze potjece od slobodnih masnih
kiselina ricinusovog ulja. Uklapanje ibuprofena u nanoemulzije uzrokovalo je porast
vrijednosti zeta-potencijala prema nuli.

e Pripravljene preliminarne nanoemulzije predstavljaju dobar temelj za daljnji razvoj

oftalmicke nanoemulzije s uklopljenim ibuprofenom za lijecenje bolesti suhog oka.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Bolest suhog oka karakterizirana je hiperosmolarnoséu suznog filma i subakutnom upalom.
Trenutno su glavne terapijske moguénosti nadomjestanje suznog filma, stimulacija stvaranja
suza i topikalni protuupalni lijekovi. Protuupalna nesteroidna djelatna tvar ibuprofen ima
potencijal za lijeCenje blagog do umjereno teskog oblika bolesti suhog oka. U/V nanoemulzije
predstavljaju farmaceutski oblik pogodan za uklapanje ibuprofena, a zbog nadoknade i
stabilizacije suznog filma koje osiguravaju pomoc¢ne tvari nanoemulzija mogu¢ je razvoj vrlo
ucinkovitog lijeka.

Cilj ovog diplomskog rada bio je provesti ispitivanje topljivosti ibuprofena u uljima koja su
odobrena ili velikog potencijala za oftalmicku primjenu te razviti preliminarne nanoemulzije
U/V tipa s uklopljenim ibuprofenom. Topljivost ibuprofena ispitana je u Cetiri ulja: ricinusovo
ulje, sezamovo ulje, sojino ulje te Miglyol® 812, od kojih ricinusovo ulje karakterizira najveéa
topljivost ibuprofena. U sljedecoj fazi izrade diplomskog rada ispitana je mogucnost izrade
nanoemulzija s uklopljenim ibuprofenom. Uljnu fazu su ¢inili ibuprofen i ricinusovo ulje, a
vodenu fazu neionska povrsinski aktivna tvar Tween®™ 80, sredstvo za izotonizaciju glicerol te
pro¢iS¢ena  voda. Nanoemulzije su pripravljene  visokoenergetskom metodom
mikrofluidizacije, nakon ¢ega su im odredena fizicko-kemijska svojstva ukljucujuéi veli¢inu
kapljica i raspodjelu veli¢ina te zeta-potencijal.

Pripravljene preliminarne nanoemulzije karakterizira odgovarajuca uklopljenost ibuprofena,
veli¢ina kapljica i raspodjela velicina te zeta-potencijal, stoga predstavljaju dobar temelj za
daljnji razvoj oftalmicke nanoemulzije s uklopljenim ibuprofenom za lijecenje bolesti suhog

oka.
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Dry eye disease is characterized by hyperosmolarity of the tear film and subacute
inflammation. Currently, the main therapeutic options are tear replacement, stimulation of tear
production and topical anti-inflammatory drugs. The anti-inflammatory non-steroidal active
ingredient ibuprofen has the potential to treat mild to moderate dry eye disease. U/V
nanoemulsions represent a dosage form suitable for loading ibuprofen and due to
compensation and stabilization of the tear film provided by excipients of the nanoemulsions,
development of a very effective drug is possible.

The aim of this thesis was to test the solubility of ibuprofen in oils that are approved or have
high potential for ophthalmic use and to develop preliminary o/w nanoemulsions loaded with
ibuprofen. The solubility of ibuprofen was tested in four oils: castor oil, sesame oil, soybean
oil and Miglyol® 812. Castor oil is characterized by the highest solubility of ibuprofen. In the
next phase of this thesis, the possibility of preparing nanoemulsions loaded with ibuprofen
was examined. The oil phase consisted of ibuprofen and castor oil, and the water phase
consisted of the nonionic surfactant Tween® 80, an isotonizing agent glycerol and purified
water. Nanoemulsions were prepared using a high energy microfluidization method, after
which their physicochemical properties were determined, including droplet size, size
distribution and zeta potential.

The prepared preliminary nanoemulsions are characterized by appropriate incorporation of
ibuprofen, droplet size, size distribution and zeta-potential, therefore they represent a good
basis for further development of an ophthalmic nanoemulsion loaded with ibuprofen for the

treatment of dry eye disease.
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