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1. UvOD

1.1. ANATOMUIJA, HISTOLOGIJA | FIZIOLOGIJA RODNICE

Rodnica (lat.vagina) je zenski spolni organ koji spaja cerviks uterusa i vestibulu vanjskih
spolnih organa (Slika 1A). Cjevastog je oblika, elasti¢ne misi¢ne grade i duljine 6-10 cm (Kale
i Ubgade, 2013).

Rodnica je dio porodajnog kanala, odvodi menstruacijsku krv i cervikalnu sluz te stiti gornje
dijelove spolnog sustava od infekcija. Povrsina rodnice je popre¢no naborana (rugae vaginales)
Sto znacajno povecava povrsinu te na taj nacin pridonosi rastezljivosti i prilagodljivosti. Bogata
je krvnim zilama (posebno venama), limfnim Zilama i Zivcima te je histoloski gradena od Cetiri
sloja (Slika 1B): slojevitog skvamoznog epitela, laminae propriae, misi¢nog sloja i adventicije
(das Neves i Bahia, 2006).
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Slika 1. A - Zenski spolni organi, B - Histoloska grada rodnice (popre¢ni presjek vaginalne

stijenke) 1-kapilare, 2-arterija, 3-vena (Vanic i sur., 2014).

Rodnica nema sekretorne zlijezde ve¢ sadrzi smjesu tekucina koja potjece iz razlicitih izvora
¢ija je funkcija da onemoguci suSenje 1 iritaciju sluznice. Tekucina (iscjedak) je mjesSavina
izluCevina Skeneovih i Bartholinijevih zlijezda, cervikalne sluzi, odljustenog vaginalnog epitela
i transudata krvnih zila, ali i sekreta endometrija i Falopijevih cijevi zbog ¢ega se stvara vlazan

film na povrsini vaginalnog tkiva (Valenta, 2005).



Vrlo je vazno naglasiti da se tijekom menstrualnog ciklusa pod utjecajem hormona mijenja
debljina vaginalnog epitela, sastav i koli¢ina vaginalne tekucine $to u konac¢nosti dovodi do
promjena u volumenu i viskoznosti vaginalnog fluida (Valenta, 2005). lako nije u potpunosti
razjasnjeno S$to se sve od kemijskih komponenti nalazi u vaginalnoj tekucini, potvrdena je
prisutnost ugljikohidrata, proteina, aminokiselina, alifatskih kiselina i imunoglobulina. pH
vrijednost vaginalnog iscjetka mijenja se kroz razlicite faze zivota te je u zdravih zena fertilne
dobi u rasponu od otprilike 3,8-4,2 (Slika 2). Za kiselu pH vrijednost je odgovorna mlije¢na
kiselina koju stvaraju laktobacili (Lactobacillus acidophilus) razgradnjom glikogena iz
odljustenih epitelnih stanica. Uslijed menstrualnog krvarenja ili ¢estih spolnih odnosa (ejakulat
je alkalnog pH) moze doc¢i do povisenja pH vrijednosti vaginalnog iscjetka. Nadalje, zbog
prisutnosti velikog broja enzima (kisela fosfataza, beta-glukuronidaza, fosfoamidaza, sukcin-
dehidrogenaza i dr.) te mikroflore (bakterije iz rodova Lactobacillus i Bacteroides,
Staphylococcus sp., Mycoplasma hominis, gljivica Candida albicans i dr.) i njenih metabolita
u vaginalnoj tekucini, moze doci i do razgradnje lijeka, pogotovo onih peptidnog karaktera
(Paveli¢, 2005; Alexander i sur., 2004; Woolfson i sur., 2000).
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Slika 2. pH-vrijednosti vaginalne tekucine tijekom razli¢itih zivotnih faza (prilagodeno iz: Kale
i Ubgade, 2013).



1.2. VAGINALNI PUT PRIMJENE LIJEKOVA

Vaginalni put primjene lijeka se istrazuje ve¢ dugi niz godina za dopremu antimikrobnih
lijekova, kontraceptiva, spermicida, prostaglandina i steroidnih hormona. Neki od razloga koji
¢ine ovaj put primjene jedinstvenim su:

e Veoma dobra apsorpcija lijeka zbog velike povrSine 1 dobre prokrvljenosti sluznice

e Zaobilazenje prvog prolaska kroz jetru zbog cega se smanjuje mogucénost gubitka

aktivnosti lijekova koji se metaboliziraju u jetri

e Izbjegavanje nuspojava lijeka (npr. gastrointestinalne smetnje) i evenutalne toksi¢nosti

e Jednostavna i bezbolna primjena

e Smanjen rizik od sekundarnih infekcija koji postoji kod parenteralne primjene lijeka

(Ferguson i Rohan, 2011).

Od ljekovitog oblika namijenjenog lokalnoj terapiji vaginalnih oboljenja zahtjeva se da
omoguci dostatno zadrzavanje lijeka na mjestu primjene i dopremu lijeka do mjesta djelovanja
(obicno povrsinske epitelne stanice), a od onog namijenjenog sistemskoj primjeni da omoguci
penetraciju lijeka kroz vaginalni epitel i apsorpciju u krv (Paveli¢, 2005).
Vaginalno primijenjeni lijekovi mogu se apsorbirati transcelularno i paracelularno.
Transcelularni put karakteristi¢an je za lipofilne lijekove, a odvija se pasivnom difuzijom, preko
membranskih proteina i endocitozom. Paracelularnim putem mogu se apsorbirati hidrofilni
lijekovi male molekulske mase (Paveli¢, 2005). Razvoj terapijskog sustava za vaginalnu
primjenu je vrlo sloZen buduci da je potrebno uzeti u obzir mnostvo faktora koji mogu izravno
ili neizravno utjecati na uspjeSnost dopreme lijeka (Tablica 1). Tijekom mjese¢nog ciklusa,
trudnoce te starenjem dogadaju se brojne fizioloSke promjene: mijenja se debljina vaginalnog
epitela, volumen, sastav i reoloska svojstva vaginalne tekucine, $to u konacnici utjece na
bioraspolozivost lijekova. U razdoblju prije puberteta, debljina epitela vaginalne sluznice je
tanka pa je 1 apsorpcija brza. Kod Zene u reproduktivnom razdoblju je vaginalni epitel znacajno
zadebljan, dok je u doba menopauze smanjen i atrofiran (niska razina estrogena i progesterona).
Osim toga, zbog niske razine estrogena u menopauzi, stvaranje glikogena je smanjeno §to ima
za posljedicu suho¢u vaginalne sluznice, ali i pove¢anje pH vrijednosti (iznad 5) vaginalne
teku¢ine ¢ime se povecava rizik od infekcija. Takve fizioloske promjene mogu uzrokovati i
promjene svojstava lijeka (npr. stupanj ionizacije lijeka), §to moze uzrokovati varijabilnosti u
njegovoj apsorpciji i bioraspolozivosti (Alexander i sur., 2004).

Tablica 1. Parametri koji utje¢u na vaginalnu apsorpciju lijekova (Paveli¢, 2005).



ZIVOTNI FIZIOLOSKI FARMAKOLOSKI | FIZICKO-
CIKLUS PARAMETRI PARAMETRI KEMIJSKA
SVOJSTVA LIJEKA

* dob (pubertet, * debljina epitela *hormonska » molekularna masa
reproduktivna | evaginalna nadomjesna terapija | e lipofilnost

dob, menopauza) | prokrvljenost * ionizacija

*menstruacijski * vaginalna sekrecija,

ciklus (volumen,

* trudnoca viskoznost, pH)

* vaginalna mikroflora

Prilikom razvoja ljekovitog oblika za vaginalnu primjenu vrlo je bitno poznavati fizicko-
kemijska svojstva lijeka poput lipofilnosti, molekulske mase, pKa vrijednosti, kemijske prirode
spoja i povrsinskog naboja jer oni zna¢ajno utje¢u na vaginalnu apsorpciju.

Tako je, primjerice, vaginalna permeabilnost znatno veca za lipofilne steroide poput
progesterona i estrona nego za hidrofilne steroide poput hidrokortizona i testosterona te kod
ravnolancanih alifatskih alkohola raste ovisno o duzini pripadajucih alkilnih lanaca. Nadalje,
op¢enito je prihvaceno da se lipofilni lijekovi niske molekularne mase bolje apsorbiraju nego
lipofilni ili hidrofilni lijekovi visoke molekularne mase. Nazalost, malo je podataka o utjecaju
fizicko-kemijskih parametara lijeka (ljekovite tvari) na vaginalnu apsorpciju te je za svaku
ljekovitu tvar i svaki ljekoviti oblik potrebno provesti detaljna pretklini¢ka istrazivanja (Ashok
i sur., 2012).

Da bi bio uc¢inkovit i za primjenu siguran, ljekoviti pripravak mora se dostatno zadrzavati na
sluznici i biti kompatibilan sa sluznicom. Primjerice, od vaginalnih mikrobicida se zahtijeva da
ne mijenjaju vaginalnu floru, da su prikladnog (kiselog) pH (sli¢an vaginalnom) te da su
odgovaraju¢ih adhezivnih svojstava kao bi se mogli zadrZati u rodnici barem nekoliko sati
nakon aplikacije. Takoder je vazno da mikrobicid pokazuje antivirusni u€inak i nakon spolnog
odnosa pa je idealno vrijeme zadrZavanja mikrobicida izmedu 4 1 8 sati. Mikrobicid se treba
homogeno raspodijeliti 1 ne smije se nakupljati da se ne oSteti sluznica koja ima protektivnu
ulogu. Pored toga, mikrobicid mora biti prihvatljive cijene kako bi vecini populacije bio
dostupan (Omar i Bergeron., 2011).

Konvencionalni ljekoviti oblici za vaginalnu primjenu (gelovi, kreme, tablete) kratko se

zadrzavaju na vaginalnoj sluznici te je time cCesto puta onemoguceno postizanje



zadovoljavajuceg terapijskog ucinka. S druge strane, ukoliko se ljekovita tvar brzo oslobada iz
pripravka namijenjenog lokalnoj terapiji, zbog dobre prokrvljenosti sluznice postoji opasnost
od nepozeljnog sistemskog ucinka. Spomenuti nedostaci klasi¢nih ljekovitih oblika mogu biti
nadvladani primjenom terapijskih (nano)sustava koji bi omogu¢ili kontinuirano, produljeno
oslobadanje ljekovite tvari. Postupnim oslobadanjem lijeka iz nanosustava izbjegava se pocetna
visoka lokalna koncentracija lijeka koja je primjerice, prisutna kod vaginalnih prstenova.
Uklapanjem u nanosustave znacajno se poboljsava topljivost tesko topljivih lijekova. Osjetljivi
lijekovi su zaSti¢eni unutar nanosustava od nepozeljnih ucinaka iz okoline (enzimi), a
uklapanjem lijekova koji inae izazivaju nepovoljne u¢inke na sluznici (kad su primijenjeni u
klasi¢nom ljekovitom obliku) smanjuju se nepoZeljni iritirajuéi u¢inci (Vanié i Skalko-Basnet,

2014).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Razvoj ucinkovitog terapijskog sustava za vaginalnu primjenu je od velikog medicinskog
znacaja. Spolno prenosive bolesti predstavljaju veliki problem u svijetu zbog sve vece
ucestalosti, a neke od njih su i smrtonosne. Unato¢ postojanju velikog broja ljekovitih tvari
prikladnih za vaginalnu terapiju, broj registriranih pripravaka je relativno mali. Zadnja dva
desetljeca se sve vise istrazuje primjena nanoterapeutika kao nosaca lijekova u vaginalnoj
terapiji. Nanoterapeutici su sustavi veli¢ine manje od 1 um kod kojih je lijek uklopljen,
dispergiran ili vezan za povrSinu. Vecina istrazivanja na podruéju vaginalne primjene
nanoterapeutika usmjerena je na lijeCenje vaginitisa i prevenciju spolno prenosivih bolesti,
posebice infekcija humanim papiloma virusom (HPV) i virusom humane imunodeficijencije
(HIV). Ovaj diplomski rad objedinjuje dosadasnja najvaznija znanstvena postignuca u razvoju
terapijskih nanosustava za vaginalnu primjenu lijekova namijenjenih lokalnoj (topikalnoj)

terapiji .



3. MATERIJALI | METODE

U izradi diplomskog rada koriSteni su razli€iti preglednici znanstvene literature kao $to su baze
podataka PubMed, Science direct, Scopus te mrezne stranice sa srodnom tematikom. Literatura

je pretrazena prema kljunim rije¢ima, temi i predmetu istrazivanja te autorima i casopisima.

Znanstvena literatura proucavana je analiticki i kriticki, prvenstveno zbog definiranja
znanstvenog 1 strunog problema, te istrazivanja postoje¢ih znanja o temi koju obraduje ovaj
diplomski rad. Pri proucavanju relevantnih znanstvenih ¢lanaka izdvojeni su znacajniji rezultati
istrazivanja, rasprave i zakljucci. Pri pretrazivanju znanstvene literature trazeni su odgovori na
specificna pitanja vezana za problematiku ovog diplomskog rada. Temeljem pregledane
znanstvene literature izvedena su i neka vlastita razmatranja i zakljucci prikazani u ovom

diplomskom radu.



4. RASPRAVA

4.1. TERAPIJSKI NANOSUSTAVI ZA PRIMJENU NA SLUZNICE

Za poboljsanu dopremu lijekova preko sluznica intenzivno se istrazuju razli¢iti terapijski
nanosustavi. Prema povrSinskim svojstvima, sposobnosti mukoadhezije ili mukopenetracije,
dijele se u tri vece skupine (Slika 3):

a) Konvencionalni (ne-mukoadhezivni) nanosustavi

b) Mukoadhezivni nanosustavi

c) Muko-penetrirajuci (PEG-ilirani) nanosustavi

[ Konvencionalne nanocestice ]

|
l l

[ Lipidne nanocestice ] | Polimerne nanocestice J
Q- o A
::%\ z :i-'-,ac‘?;
e 2

Liposomi Niosomi  SLN NLC Polimerne Nanosfere Nanokapsule Dendrimeri
| micele

Oblaganje sa Coila ol

mukoadhezivnim PEG-ilacija

polimerom

[ Mukoadhezivne nanodestice ] { Muko-penetrirajuce nanocestice ]

Slika 3. Konvencionalni, mukoadhezivni i muko-penetriraju¢i nanosustavi za topikalnu dostavu

lijeka. SLN-¢vrste lipidne nanocestice; NLC-nanostrukturirani lipidni nosaéi (prilagodeno iz:

Vani¢ i Skalko-Basnet, 2014).

Terapijski nanosustavi omoguéuju odgodenu, kontroliranu ili ciljanu dostavu lijeka. Imaju

sposobnost uklapanja razlicitih lijekova (hidrofilnih, lipofilnih i amfipatskih) te omogucuju



mijenjanje njihovih farmakokinetickih svojstava. Brojni su nacini kojima se pokuSava
poboljsati lokalna terapija koriStenjem nanosustava, a neki od njih su: sprje¢avanje razgradnje
lijeka, povecanje topljivosti tesko topljivih supstancija te poboljsanje pemeabilnosti i transporta

slabo permeabilnih lijekova (Vanié i Skalko-Basnet, 2014).

4.1.1. Utjecaj fizicko-kemijskih svojstava nanosustava na ishod lije¢enja

Uspjesnost vaginalne dostave lijeka na Zeljeno mjesto djelovanja ovisi 0 medusobno povezanim
procesima koji ukljucuju:

a) raspodjelu i zadrZzavanje nanosustava na povrsini sluznice

b) penetraciju nanosustava kroz sluznicu ili

c) oslobadanje lijeka iz nanosustava i penetraciju kroz sluznicu
Navedene procese odreduju fizicko-kemijska svojstva nanosustava koja ukljucuju veli¢inu
Cestica (srednji promjer), raspodjelu veli¢ina Cestica (indeks polidisperznosti), oblik, naboj na
povrsini, elasti¢nost/rigidnost Cestica te kemijska svojstva molekula na njihovoj povrsini.
Uspjesnost uklapanja lijeka, svojstva nanosustava (nanocestica), ali i koncentracija
primijenjenih nanocestica (primijenjeni volumen) takoder odreduju interakciju nanosustava sa
sluznicom i utje¢u na ishod lije¢enja (Vanié i Skalko-Basnet, 2014). Struktura sluzi je slozena
jer ima brojne kanali¢e (pore) ispunjene tekué¢inom ciju veli¢inu odreduju vlakna mucina.
Vazno je u potpunosti razumjeti interakciju nanosustava sa sluzi i sluznicom kako bi se mogao
razviti nanosustav za postizanje Zeljenog terapijskog uc¢inka (das Neves i sur., 2011a). Tako je
primjerice utvrdeno da ¢e se ovisno o0 naboju i kemijskim svojstvima molekula na povrsini
nanosustava stvoriti odbojne ili privlaéne Sile izmedu nanosustava i vlakana mucina. Nadalje,
promjer Cestica ¢e odrediti da li ¢e Cestica u¢i u pore mucinske mreze 1 do¢i do Zeljenog mjesta
djelovanja. Dakle, glavni parametri koje je potrebno kontrolirati prilikom dizajniranja
nanosustava su svojstva povrsine, veli¢ina Cestica i naboj na povrsini jer oni imaju kljuénu
ulogu u zadrzavanju, raspodjeli (distribuciji) po povrsini sluznice i prolasku (penetraciji) kroz
sluz (Vani¢ i Skalko-Basnet, 2014).



4.1.2. Mukoadhezija

Mukoadhezija se opéenito moze definirati kao ,,prijanjanje dviju povrsina od kojih je jedna
sluznica kroz odredeni vremenski period. Kratko vrijeme zadrzavanja pripravka na sluznici, a
time i ograniceni terapijski ucinak lijeka nastoji se izbje¢i razvojem mukoadhezivnih terapijskih
(nano)sustava (Andrews i sur.., 2009; Peppas i Huang, 2004). Upravo ¢e ¢vrst kontakt
nanoterapeutika sa sluznicom omoguciti produljeno vrijeme zadrzavanja i zaStitu nestabilnih
lijekova a time i Zeljeni terapijski uc¢inak lijeka (das Neves i sur., 2011a; Andrews i sur., 2009).
Mukoadhezivni nanosustavi su razvijeni dizajniranjem nanocCestica koje se temelje na
mukoadhezivnim  polimerima  ili  modifikacijom  povrSine  ne-mukoadhezivnih
(konvencionalnih) nanosustava kao $to je prikazano na Slici 3 (Vanié i Skalko-Basnet, 2014).
Medutim, posljednjih nekoliko godina znanstvena literatura donosi polemicne prikaze o
povoljnim i nepovoljnim u¢incima mukoadhezije. Naime, odredena istrazivanja su pokazala da
mukoadhezivne ¢estice mogu uzrokovati zna¢ajno oStecenje sluznice te tako omoguciti stranim
Cesticama, primjerice patogenima i drugim potencijalno toksi¢énim nanomaterijalima da lakse
produ mukoznu barijeru (das Neves i sur., 2011b; Wang i sur., 2011; McGill i Smyth, 2010).
Nadalje, veoma je malo podataka o u¢incima dugotrajne vaginalne primjene mukoadhezivnih

nanoterapeutika, pogotovo kad je rije¢ o kroniénim terapijima (Vani¢ i Skalko-Basnet, 2013).

4.2. LIPOSOMI

Liposomi su sfericne vezikule gradene iz fosfolipidnih dvoslojeva (membrana) koji okruzuju
unutarnju vodenu fazu. S obzirom na broj koncentri¢no polozenih dvoslojeva, liposomi mogu
biti unilamelarni liposomi (Slika 4), oligolamelarni (nekoliko fosfolipidnih dvoslojeva) ili
multilamelarni (mnogo fosfolipidnih dvoslojeva). Promjer im je od 20-ak nm do 10- ak i vise
um, a nastaju spontano, hidratacijom fosfolipida u vodenom mediju kako bi se smanjile
nepovoljne interakcije izmedu hidrofobnog dijela fosfolipida i molekula vode. Liposomi su vrlo
pozeljni kao nosaci lijekova jer mogu uklopiti hidrofilne, hidrofobne i amfipatske ljekovite tvari
(lijekove), a uz to su i fizioloski prihvatljivi (netoksi¢ni i neimunogeni) zbog sli¢nosti s

bioloskim membranama te biorazgradivosti (Mandi¢ i sur., 2012).
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Slika 4. Shematski prikaz uklapanja/ugradnje lijeka unutar liposoma. Hidrofilni lijekovi su

smjesteni u unutarnjoj vodenoj fazi, lipofilni unutar dvosloja, a makromolekule (proteini) kroz

dvosloj (Vani¢, 2012).

U usporedbi sa parenteralnom i dermalnom primjenom (70-tih i 80-tih godina) vaginalna
primjena liposoma je prepoznata relativno kasno. Pocetna istrazivanja koja ¢e potaknuti ostale
znanstvenike na bavljenje tim podru¢jem, bila su tek u kasnim 90-im godinama proslog stoljeca.
Jainisur. (1997) su predlozili primjenu liposoma za intravaginalnu dostavu progesterona, a iste
godine Foldvari i Moreland (1997) razvijaju i klinicki vrednuju liposome s interferonom alfa

za lijeCnje genitalnih infekcija ¢iji je uzro¢nik humani papiloma virus (HPV).

4.2.1. Gljivi¢ne i bakterijske infekcije

Vaginitis je jedno on najées¢ih infektivnih oboljenja genitalnog sustava zena. NajceSci
uzro¢nici vaginitisa su kandidijaza koju uzrokuje gljivica Candida albicans i bakterijska
vaginoza (Kent, 1991). Statisticki podaci upuéuju da gotovo 75% Zena barem jedanput tijekom
zivota razvije vulvovaginalnu kandidijazu koja se ¢esto opetovano javlja tijekom Zzivota (njih
40-50% ponovno razvije ovo oboljenje) (Ning i sur., 2005b).

Uklapanjem antimikrobnih lijekova u liposome (i druge nanosustave) mogla bi se znacajno
poboljsati lokalna vaginalna terapija gljivi¢nih i bakterijskih infekcija jer bi se omogucile
primjene nizih doza lijeka nego s konvencionalnim (klasi¢nim) oblicima (Vanié¢ i Skalko-

Basnet., 2013).
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Paveli¢ 1 sur. (1999) su proveli ispitivanja s lecitinskim liposomima koji su sadrzavali
uklopljene antimikrobne lijekove: klotrimazol (antifungik), metronidazol i kloramfenikol
(antibiotici). Budu¢i je pH vaginalne sluznice relativno kiseo, a liposomi nestabilni u kiselom
pH podrucju, proveli su in vitro ispitivanja stabilnosti liposoma u medijima razli¢itih pH
vrijednosti: fosfatni pufer pH 4,5 (odgovara pH vrijednosti vaginalne sluznice zena
reproduktivne dobi), pufer pH 5.5 (menopauza) i pufer pH 7.4 (kontrola). Udio oslobodenog
lijeka iz liposoma ovisio je o pH ispitivanog medija i bio je najveci kad su ispitivanja provedena
u puferu, pH 4.5. Pored in vitro ispitivanja, provedena su i in situ ispitivanja stabilnosti
liposoma u prisutnosti kravlje vaginalne sluznice. Nakon 6 sati ispitivanja (37 °C) u liposomima
je zadrzano vise od 40% originalno uklopljenog klotrimazola, 28% metronidazola te 37%
kloramfenikola. U nastavku istrazivanja su pripravili mukoadhezivne gelove pripravljene iz
karbopola u koje su umijesali liposome s uklopljenim lijekovima. Istrazivanja su pokazala
produljeno vrijeme oslobadanja sva tri lijeka iz liposomalnih gelova u simuliranom vaginalnom
mediju (Paveli¢ i sur., 2004a, 2005b). U drugom istrazivanju, Ning i sur. (2005a, 2005b) su
potvrdili produljeno oslobadanje klotrimazola iz liposoma namijenjenih vaginalnoj terapiji
kandidijaze. Djelotvornost preparacije potvrdena je u antimikrobnim ispitivanjima
zadovoljavaju¢im antifungalnim uc¢inkom. Ispitivanja podnosljivosti preparacije na animalnom
modelu pokazala su da primjena pripravka nije uzrokovala morfoloske promjene vaginalne

sluznice.

Kako bi se poboljsala vaginalna dostava lijeka putem liposoma, predlozena su dva pristupa.
Prvi se zasniva na koriStenju deformabilnih (elasti¢nih) liposoma kako bi se poboljSala
penetracija lijeka kroz sluznicu, dok se drugi temelji na produljenju vremena zadrzavanja lijeka
i nanosustava na sluznici. Postignuti su obecavajuci rezultati na in vitro modelu epitelne barijere
u vaginalnoj dostavi metronidazola. Deformabilni liposomi su zna¢ajno poboljsali penetraciju
lijeka kroz ispitivani monosloj u usporedbi s konvencionalnim liposomima (Vani¢ i sur., 2013).
Ispitivanja s mukoadhezivnim liposomima oblozenim pektinom ili kitozanom pokazala su
pozitivne rezultate u smislu boljeg zadrzavanja nanosustava na sluznici i produljenom profilu
oslobadanja lijeka (Vani¢ i Skalko-Basnet, 2014).
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4.2.2. Virusne infekcije

Prevencija virusnih infekcija primjenom pripravaka mikrobicidnog karaktera od velikog je
medicinskog znac¢aja. Primjerice, procjenjuje se da je 2010-te godine u svijetu bilo zarazeno 33
miliona ljudi virusom humane imunodeficijencije (HIV). Vaginalna primjena mikrobicida je od
iznimne vaznosti jer bi se na taj na¢in mogao znacajno sprijeciti prijenos virusa HIV-a tijekom
spolnog odnosa. Budu¢i da bi mikrobicidi uklopljeni u nanocestice trebali inhibirati virus na
ulazu u vaginalnu sluz, na taj nacin bi se inhibirali svi slijede¢i koraci koje dovode do infekcije
domacina, ukljucujuéi i replikaciju virusa. Posljedi¢no, razvoj virusne rezistencije na lijek je
gotovo onemogucéen (Omar i Bergeron, 2011).

Foldvari i Moreland (1997) su u preliminarnim istrazivanjima uc¢inkovitosti liposoma za
vaginalnu primjenu interferona a u lijeCenju infekcije humanim papilomavirusom (HPV)
pokazali potpuno povlacenje cervikalnih lezija u zena i smanjen broj lezija u muskaraca. Ovaj
rezultat je potvrdio veliki potencijal u primjeni liposoma za lijeCenje virusnih vaginalnih
infekcija (Foldvari i Moreland, 1997).

MC-1220 je ne-nukleozidni inhibitor reverzne transkriptaze (NNRTI), visoke potentnosti ali je
slabo topljiv u vodi zbog Cega je potrebno razviti prikladnu formulaciju za vaginalnu primjenu.
Mourtas i sur. (2010) su proveli in vivo ispitivanja podnosljivosti (test iritacije) liposomskog
pripravka MC-1220 na animalnom modelu (zecevi). Rezultati istrazivanja su pokazali da
liposomski pripravak MC-1220 uzrokuje manju iritaciju od kontrolne formulacije (nonksinol-
9) (Mourtas i sur., 2010). U drugom istrazivanju na majmunima, liposomski pripravak MC-

1220 je pokazao djelomi¢nu zastitu od vaginalnog prijenosa virusa (Caron i sur., 2010).

Nadalje, napravljena je usporedba liposomske formulacije koja sadrzi mikrobicid oktilglicerol
(OG) i konvencionalne gel formulacije. Pronadena je veéa u¢inkovitost liposomske formulacije
oktilglicerola za HIV, Herpes simplex virus (HSV-1 i HSV-2) te za bakteriju Neisseria
gonorrhoeae koja je trajala dulje od dva mjeseca. Toksikoloska ex vivo ispitivanja na ljudskom
ektocervikalnom tkivu ili in vivo na animalnom modelu (majmuni) nisu pokazala Stetnost
ispitivanog pripravka. Osim toga, pokazana je minimalna toksi¢nost liposomskog pripravka za

vaginalnu mikofloru (laktobacile) (Wang i sur., 2012).
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4.2.3. Novi izazovi i moguénosti u vaginalnoj primjeni liposoma

Vaginalna primjena nukleinskih kiselina ima velikog potencijala u prevenciji i lijeenju
razli¢itih virusnih infekcija poput AIDS-a, genitalnog herpesa te infekcija HPV-om (Cristofaro
i Ramratnam, 2006).

Pristup utiSavanja gena zahtijeva transport malih interferiraju¢ih RNA (siRNA) molekula kroz
mukoznu barijeru izbjegavajuci brzu razgradnju nukleazom kako bi molekule stigle do epitelnih
stanica (Wu i sur., 2011). Unato¢ brojnim izvjestajima kako se u normalnim fizioloskim
uvjetima vaginalno primijenjeni konvencionalni lipopleksi mogu dopremiti do epitela, Wu i
suradnici (2011) su to opovrgnuli. Naime, oni su razvili nove alginatne sustave koji sadrze
muko-inertne PEG-ilirane lipoplekse koji su u in vivo ispitivanjima pokazali produljeno vrijeme
zadrzavanja i uCinkovitu dostavu siRNA u vaginalni epitel te je tako po prvi puta razvijen
fosfolipidni sustav za transmukoznu dostavu siRNA. Konvencionalni lipopleksi nisu uspjeli
dostaviti nukleinske kiseline u vagnalno tkivo iako su manji od PEG-iliranih lipopleksa (Wu i
sur., 2011). Godinu dana ranije, Lai i sur. (2010) su takoder dosli do zakljucka da vece ne-

adhezivne Cestice brze penetriraju kroz sluz od odgovarajucih manjih Cestica.

Dugotrajne, kroni¢ne vaginalne upale slabe imunitet i integritet sluznice ¢ime se poveéava rizik
za prolaz patogena, pogotovo HPV virusa za kojega je dobro poznato da je uzrok razvoja tumora
grli¢a maternice (Fichorova i sur., 2005; Coussens i Werb., 2002). Zanimljiv pristup u lije¢enju
vaginalnih infekcija, posebno onih rezistentnih na klasi¢ne antimikrobne lijekove predstavlja
primjena fitoterapeutika kao $to je kurkumin jer ima protuupalno, antioksidativno, ali i
antimikrobno 1 antifungalno djelovanje (Martins i sur., 2009). Medutim, zbog slabe topljivosti
i biodostupnosti kurkumina i kurkuminoida primjena im je ograni¢ena te ih je potrebno uklopiti
u prikladne nosace, primjerice liposome. Ispitivanja na in vitro modelu su pokazala znac¢ajno
bolje protuupalno i antioksidativno djelovanje liposomskih kurkuminoida od onih koji nisu bili
uklopljeni u liposome (Basnet i sur., 2012).

Prema provedenim biofarmaceutskim ispitivanjima izvedeni su zaklju¢ci da na penetraciju
liposomskog kurkumina kroz vaginalnu mukozu ne utjecu transporteri ili metabolic¢ki enzimi,
a glavni mehanizam je pasivna difuzija. Unato¢ tome §to je permeabilnost liposomskog
kurkumina manja od permeabilnosti kurkumina u otopini, moguce je ostvariti relativno visoke
doze kurkumina u vaginalnom tkivu sa ograni¢enom sistemskom apsorpcijom. To je zato §to je
vezanje liposomskog kurkumina za sluznicu vece $to osigurava dobru apsorpciju u vaginalno
tkivo (Berginc i sur., 2012).
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4.2.4. Liposomi u gelu

Za postizanje zeljenog terapijskog ucinka potrebno je osim dobrog uklapanja lijeka u nosace
osigurati prikladnu viskoznost i stabilnost cijelog pripravka. Naime, liposomi se zbog tekuce
prirode kratko vrijeme zadrzavaju u rodnici zbog Cega su istrazivaci nastojali pronaci
odgovarajucu podlogu kako bi se osiguralo produljeno vrijeme zadrzavanja liposoma. Pokazalo
se da su hidrogelovi mukoadhezivnih svojstava pripravljeni iz metilceluloze i polimera akrilne
kiseline (karbopola) prikladni kao podloge za uklapanje liposoma (Foldvari, 1996; Skalko i
sur., 1998). Hidrogelovi su kao ljekoviti oblik kompatibilni sa vaginalnom sluznicom, imaju
povoljan ué¢inak i dobro se rasprostiru po povrsini. Cesto se koriste kao mikrobicidi jer stvaraju
zastitni sloj na povrS$ini vaginalne sluznice koji onemoguduje penetraciju patogena u sluznicu.
Osim za vaginalnu dopremu mikrobicida, hidrogelovi se koriste za ovlazivanje vaginalne
sluznice jer zbog visokog sadrzavaja vode (> 80%) sprjeavaju njezino isuSivanje. Vaginalna
suhoca nastaje uslijed hormonskih promjena u menopauzi koje se odrazavaju u manjoj debljini
vaginalnog epitela i slaboj produkciji sluzi (Vani¢ i sur., 2014). Posebice su prikladni
hidrogelovi pripravljeni iz polimera akrilne Kiseline jer djeluju na vaginalne infekcije
formiranjem gela pri pH vrijednosti vecoj od 4 i odrzavanjem pH na otprilike 4,5 jer blago kiseli
pH pripravka (pH 4) potice uspostavljanje prirodne mikroflore (Vanic i sur., 2014; das Neves i
Bahia, 2006; Dittgen i sur., 1997).

Umijesavanjem konvencionalnih liposoma s uklopljenim lijekovima (klotrimazolom,
metronidazolom, kloramfenikolom ili aciklovirom) u karbopolske gelove poveéana je
stabilnost liposoma i ostvareno produljeno oslobadanje lijekova namijenjenih lokanoj
vaginalnoj terapiji (Paveli¢ i sur., 2004a; 2004b; 2005a; 2005b). Produljeno i kontrolirano
oslobadanje potvrdeno je i u ispitivanjima provedenim s liposomskim gelovima koji su
sadrzavali uklopljene hidrofilne fluorescentne markere razli¢itih molekulskih masa (kalcein Mr
622,5; FITC-dekstrani Mr 4400 i 21200). Takoder se pokazalo da je oslobadanje markera iz
liposoma uklopljenih u gel obrnuto proporcionalno molekulskoj masi markera. Model na kojem
su provedena ispitivanja liposomskih gelova pruzio je uvid u mogu¢i mehanizam oslobadanja
uklopljenog lijeka (markera) iz liposoma koji se temelji na 4 medusobno povezana procesa
(Slika 5): oslobadanje lijeka iz liposoma u gel (1), difuzija oslobodenog lijeka iz gela u
ispitivani medij (2), difuzija intaktnih liposoma s uklopljenim lijekom iz gela u ispitivani medij

(3), oslobadanje lijeka iz intaktnih liposoma u ispitivanom mediju (4).
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Slika 5. A: Liposomi uklopljeni u karbopolski gel; B: Moguéi mehanizmi oslobadanja lijeka iz
liposoma uklopljenih u hidrogel, 1-oslobadanje lijeka iz liposoma u gel, 2-difuzija lijeka kroz
agarozni sloj u akceptorski odjeljak (ispitivani medij, umjetni vaginalni medij ili pufer), 3-
difuzija intaktnih liposoma iz gela u akceptorski odjeljak, 4-oslobadanje lijeka iz liposoma

unutar akceptorskog odjeljka (prilagodeno iz: Paveli¢ i sur., 2001, 2004b).

4.3. NIOSOMI

Niosomi su vezikule veoma nalik na liposome, ali umjesto fosfolipida u dvosloju sadrze
neionske surfaktanate kao $to su mono i dialkil poligliceril eteri ili polioksietilen glikoli koji su
kemijski stabilniji i ekonomski pristupacniji od fosfolipida (Slika 6) (Sankhyan i Pawar, 2012;
Patel i Patel, 2011). Niosomi mogu povecati topljivost tesko topljivih lijekova te osigurati
produljeno oslobadanje lijeka koji se primjenjuje vaginalnim putem. Veli¢inu i strukturne
karakteristike niosoma moguce je mijenjati ovisno o svojstvima i veli¢ini lijeka (Ssupstancije)
kojeg je potrebno uklopiti. Tako je primjerice, u niosome moguce uklopiti lijekove veoma male
molekulske mase, ali i one velike poput peptida i nukleinskih kiselina. Premda su niosomi
gradeni od neionskih surfaktanata koji su prihvatljivi za humanu primjenu, u razvoju

formulacije neophodno je provesti ispitivanja njihove biokompatibilnosti (Azeem i sur., 2009).
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Slika 6. Shematski prikaz unilamelarnog niosoma (prilagodeno iz: Sankhyan i Pawar., 2012).

Ning i sur. (2005b) su proveli ispitivanja s karbopolskim hidrogelovima koji su sadrzavali
klotrimazol uklopljen u liposome, odnosno klotrimazol uklopljen u niosome. Dobiveni rezultati
istrazivanja su bili sli¢ni za liposome i niosome. Naime, oba pripravka su pokazala dobru
podnosljivost te prikladnu ucinkovitost uz moguénost manje ucestalog doziranja nego s

konvencionalnim oblicima.

Niosomi takoder imaju potencijala za lijecenje HIV-infekcija. Tenofovir dizoproksil fumarat
(TDF) je nukleotidni inhibitor reverzne transkriptaze kojeg nije moguce primijeniti u obliku
otopine ili gela jer uzrokuje eritem, atrofiju te infiltraciju leukocita na primijenjenom podrudju.
Uklapanjem lijeka u niosome je izbjegnuta iritacija i atrofija vaginalnog epitela stakora te se
pripravak pokazao sigurnim i u¢inkovitim za vaginalnu primjenu. Naime, zbog postepenog
oslobadanja lijeka iz vezikula izbjegnuta je visoka koncentracija lijeka na sluznici u kratkom

vremenskom razdoblju (Patel i Patel, 2011).

Kish-Catalone i sur. (2007) su proveli in vivo ispitivanja mikrobicidnog ucinka formulacije
niosoma Novasome 7474 na majmunima. Niosomi s uklopljenim mikrobicidom 2-RANTES-
om zastitili su Zivotinje od infekcije virusom CCR5- tropic SHIV1e2p3 (engl. simian/human
immunodeficiency virus). Medutim, zanimljivo je istaknuti da su i sami niosomi (bez
uklopljenog mikrobicida) pokazali odredeni mikrobicidni u¢inak. Naime, pretpostavlja se da je
takav ucinak posljedica interakcije membrane vezikula koja stvara barijeru izmedu
cervikovaginalnog epitela i virusa. Ovakvi rezultati, premda neocekivani, otvorili su nove

moguénosti u razvoju mikrobicidnih formulacija (Kish-Catalone i sur., 2007).
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4.4. DENDRIMERI

Dendrimeri su nova vrsta polimernih nanocestica pravilno razgranate strukture, promjera 10 do
100 nm. Sintetiziraju se postupnim dodavanjem razgranatih podjedinica na reaktivnu jezgru sto
daje geometrijski gotovo savrSen trodimenzionalni oblik (Bawarski i sur., 2008; Gong i sur.,
2005). Na dendrimerima se razlikuju tri domene: multivalentna povr$ina, unutarnje Supljine
koje okruzuju jezgru i mjesta na koje su dendroni spojeni (Svenson i Tomalia, 2005).
Dendrimeri se razlikuju od ostalih nanoCestica jer mogu ostvariti terapijski uéinak i bez
uklapanja ljekovite supstancije. Naime, izbor funkcionalnih grupa prisutnih na povrsini
uglavnom odreduje svojstva dendrimera zbog ¢ega je moguce napraviti razlicite dendrimere
(nove nanoterapeutike). Velik broj istrazivanja je pokazao da dendrimeri imaju najveci
potencijal kao mikrobicidi (Tablica 2). Vecina dendrimera su poliamidoaminski (eng. poly
amido amine, PAMAM) ili polipropileniminski (eng. poli propilen imin, PPI) dendrimeri (Rojo
i Delgado, 2007). Zbog svoje grade i veli¢ine dendrimeri se mogu istovremeno vezati na vise
receptora Sto moze dovesti do poboljsanog ili novog bioloskog u¢inka u odnosu na uc¢inak male

molekule koja se moze vezati za samo jedan receptor (Slika 7) (Bawarski i sur., 2008).

.
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Slika 7. Usporedba ucinkovitosti dendrimera i male molekule. A) Mala molekula moze

aktivirati samo jedan receptor u bioloskom sustavu. B) Dendrimeri mogu istovremeno aktivirati

puno receptora te na taj nac¢in uzrokovati novi ili pobolj$ani u¢inak (Bawarski i sur., 2008).
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Tablica 2. Dendrimeri u vaginalnom lije¢enju (Vanié¢ i Skalko-Basnet, 2013).

Tip Antimikrobni Tip ispitivanja Literatura
dendrimera ucinak In Animalna Humana
vitro
Jeffamines® Candida albicans X Tulu i sur. (2009)
Kationski Candida genus X Janiszewska i sur.
lipopeptidi (2012)
SPL7013 HIV X X X McCarthy i sur.
(2005)
HIV, HSV X Gong i sur. (2005)
HIV X Makaki Jiang i sur. (2005)
HIV, Chlamydia Makaki Patton i sur. (2006)
HIV, HSV-2 Misevi Tyssen i sur.
(2010)
HIV Zdrave zene | O’Loughlin i sur.
(2010)
HIV Zdrave zene | Cohen i  sur.
(2011)
HIV, HSV-2 Zdrave zene | Priceisur. (2011)
HSV X Mis Bourne i sur.
(2000)
HSV-2 X Mis, Gvinejska Bernstein i sur.
svinja (2003)
HIV, HSV-2 X Tyssen i sur.
(2010)
HIV, HSV-2 Zdrave zene | Price i sur. (2011)
HIV Zdravi Chen i sur. (2009)
muskarci
PEG-ilirani Pseudomonas X Calabretta i sur.
PAMAM (2007)
X Gvinejska svinja Navath i  sur.
(2011)
PAMAM-derivat | bakterije Gvinejska svinja Wang i sur. (2010)
Peptidni derivat HSV X Luganini i sur.
(2011)
Anionski HIV X Zecevi Chonco i sur.
karbosilan (2012)

engl. HIV= Human immunodeficiency virus; HSV= Herpes simplex virus; PAMAM=poly(amidoamine) (derivat

dendrimera)
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4.4.1. Gljiviéne i bakterijske infekcije

Nazalost, vrlo je malo podataka o djelovanju dendrimera na Candidu albicans te na Gram-
pozitivne i Gram-negativne bakterije. Tulu i sur. (2009) su usporedili antifungalnu aktivnost u
vodi topljivin dendrimera sa aktivnos¢u antifungalnih lijekova nistatina, ketokonazola i
klotrimazola u in vitro uvjetima. Ispitivanje je pokazalo da su dendrimeri jednako ili vise
uc¢inkoviti. Nadalje, istrazivanje u kojem su se lipidi uklopili u dendrimere je pokazalo da novi
dendrimerni lipopeptidi imaju jac¢u antifungalnu aktivnost u odnosu na dendrimere bez lipida.
Ovaj rezultat bi mogao biti vrlo koristan u daljnjem sintetiziranju dendrimera kao antimikotika

(Janiszewska i sur., 2012).

Glavni uzrok mortaliteta i morbiditeta u bolnicama diljem svijeta su jo$ uvijek bakterijske
infekcije. Kinoloni su potentni antibiotici koji bi mogli uspjesno lijeciti bakterijske infekcije, a
trenutno su dostupni u obliku tableta i suspenzija za oralnu primjenu. Medutim, oralno
primijenjeni kinoloni uzrokuju uglavnom gastrointestinalne nuspojave (povracanje, mu¢ninu,
bol u trbuhu) koje je moguce izbjeci vaginalnim putem primjene. Kinoloni su slabo topljivi u
vodi zbog Cega je za ulinkovitu vaginalnu primjenu potrebno povecati njihovu topljivost.
Cheng i sur. (2007) su proveli istraZivanje u kojem su ispitali u¢inkovitost PAMAM dendrimera
kao nosaca za nadifloksacin i prulifloksacin. Rezultati istrazivanja su pokazali da je
antimikrobna aktivnost gotovo jednaka aktivnosti samih lijekova Sto upucuje na to da su
PAMAM dendrimeri dobri solubilizatori za kinolone. Jedno od istrazivanja koje je pokazalo da
sami dendrimeri mogu imati antimikrobni u¢inak proveli su Wang i sur. (2010). Pokazali su da
bi topikalno primijenjen G4-PAMAAM-OH dendrimer (4.generacija neutralnog dendrimera)

mogao uspjesno lijeciti infekcije maternice koju uzrokuje Escherichia coli.

4.4.2. Virusne infekcije

Najvece potencijale dendrimeri su pokazali u prevenciji virusnih infekcija. Naime, specificna
struktura dendrimera omogucuje inhibiranje vezanja virusa za povr$inu stanice domacina (prvi
korak virusne infekcije) (Rosa Borges and Schengrund, 2005). Vecina istrazivanja dendrimera
s antivirusnim uéinkom usmjerena je na prevenciju HIV infekcija i razvoj mikrobicida za
topikalnu primjenu (Rojo and Delgado, 2007). Zasad najbolji rezultati u podru¢ju vaginalne

primjene terapijskih nanosustava postignuti su sa dendrimerima (Rupp i sur., 2007).
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SPL7013 (Mr 16,581 Da) je dendrimer koji ima polianionsku povrSinu, a razvila ga je
Starpharma (Melbourne, Victoria, Australia). Zbog visokog povrsinskog naboja, SPL7013 se
veze za gpl20 proteine na povrsini HIV-a putem kojeg se virus veze za CD4 receptore na
ljudskim stanicama. Na taj na¢in je onemoguceno vezanje i /ili ulazak virusa u stanicu, odnosno
infekcija HIV-om (Slika 8) (Rupp i sur., 2007).

VivaGel® je mukoadhezivni hidrogel koji se sastoji od 3% (m/m) SPL7013 u karbopolskom
gelu. Adhezivna svojstva karbopola omogucuju zadrZavanje pripravka na mjestu primjene kroz
dulji vremenski period te osiguravaju uvjete za postizanje antivirusnog ucinka SPL7013
dendrimera. Osim toga, blago kiseli pH gela puferira alkalni pH ejakulata i osigurava uvjete za
odrzavanje prirodne mikroflore (laktobacili) (Mumper i sur., 2009; Rupp i sur., 2007). Kao
kombinirani pripravak sa dvostrukom funkcijom (mikrobicidnom i protektivnom), VivaGel® je
najperspektivniji mikrobicidni pripravak trenutno u fazi Il klinickih ispitivanja (Mumper i sur.,
2009). Rezultati istrazivanja su pokazali da zdrave, HIV-om nezarazene Zzene koje su
primjenjivale VivaGel® jednom dnevno tijekom sedam dana nisu osjetile neugodne nuspojave
(pecenje i bol genitalnom traktu) te da nije bilo sistemske apsorpcije i toksi¢nosti. Osim toga,
nalazi kolposkopije nisu pokazali znac¢ajnu upalu ili o$te¢enje epitela (O’Loughlin i sur., 2010).
Medutim, istrazivanje provedeno na zenama iz Kenije i SAD-a u dobi od 18-24 godine koje su
dva puta dnevno tijekom 14 dana primjenjivale VivaGel® ili placebo pripravak nije potvrdilo
jednako dobre rezultate kao u prethodnom istrazivanju. Naime, utvrdena je veéa ucestalost
blagih iritacija i upala epitela u Zena koje su primjenjivale VivaGel® (Cohen i sur., 2011). Iste
godine, Price i sur. (2011) su ispitali mikrobicidnu aktivnost VivaGela® na HIV-1 i HSV-2. U
provedenom ispitivanju, zdrave, nezarazene HIV-om, spolno neaktivne Zene su primile svakih
5 dana (najmanje) po jednu dozu VivaGela®, ukupno 5 doza. Rezultati ispitivanja su pokazali
da je HIV-1 i HSV-2 inhibitorna aktivnost bila prisutna najmanje 3 sata nakon primjene.
VivaGel® se takoder trenutno istrazuje u prevenciji HSV-2 infekcija (Vanié i Skalko-Basnet,
2013).
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Slika 8. Shematski prikaz vezanja SPL7013 dendrimera za HIV i prikaz kemijske strukture
SPL7013 (du Toit i sur., 2010).

4.5. CIKLODEKSTRINI

Ciklodekstrini su ciklicki oligosaharidi gradeni od najmanje Sest D-(+)-glukopiranoznih
jedinica povezanih sa a-(1-4) vezama (Slika 9A), a nastaju bakterijskom enzimatskom
razgradnjom Skroba (Cal i Centkowska, 2008; Yang i sur., 2008). Prirodni ciklodekstrini
formiraju stabilne hidrate i dolaze u obliku bijelog kristalnog praska. Ciklodekstrini imaju
relativno rigidnu strukturu u obliku krnjeg stoSca jer nema slobodne rotacije veza izmedu

glukopiranoznih jedinica (Slika 9B). Povrsina ciklodekstrina je hidrofilna dok je unutrasnja
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Supljina hidrofobna $to omogucuje ciklodekstrinima stvaranje kompleksa sa velikim brojem
lijekova. Medutim, zbog hidrofilnosti i velike molarne mase (>1000 Da) znanstvena literatura
donosi polemic¢ne rezultate o0 mogucnosti prolaska ciklodekstrinskih kompleksa kroz bioloske
membrane (Cal i Centkowska, 2008).
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Slika 9. Struktura (A) i oblik (B) B-ciklodekstrina (Cal i Centkowska, 2008).

Francois i sur. (2003) su proveli ispitivanja u¢inkovitosti mukoadhezivne vaginalne kreme s
itrakonazolom uklopljenim u ciklodekstrine na animalnom modelu (zeCevima). Rezultati su
pokazali da je pripravak prikladan za lijeCenje vaginalne kandidijaze te da je unatoc
produljenom zadrzavanju unutar rodnice netoksi¢an. Nadalje, prema dobivenim rezultatima
nije bilo znacajnih nuspojava i sistemske apsorpcije $to je posebno vazno za sigurnu primjenu

pripravka u trudnoci.

Osim liposoma i niosoma, ciklodekstrini su takoder istrazivani za vaginalnu primjenu
klotrimazola. Istrazivanje u kojem je u mukoadhezivni, termosenzitivni vaginalni gel (prireden
iz Pluronic-a F127®, Carbopol-a 934® i hidroetilceluloze) uklopljen B-ciklodekstrinski
kompleks sa klotrimazolom, pokazalo je kontrolirano oslobadanje uklopljenog lijeka te
prikladnu antifungalnu aktivnost tijekom duljeg vremenskog razdoblja. Takvi rezultati upucuju
da bi ciklodekstrinski kompleksi sa klotrimazolom mogli biti u¢inkoviti nanosustavi u lijecenju

vaginalne kandidijaze (Bilensoy i sur., 2006).

Kao nosaéi lijekova koji modificiraju njihova svojstva (topljivost), ciklodekstrini imaju
potencijala u antivirusnoj terapiji. Znanstvena literatura donosi pregled nekoliko radova koji

pokazuju visoku ucinkovitost UC781, ne-nukleozidnog inhibitora reverzne transkriptaze, u
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inhibiciji HIV-a. UC781 je izrazito hidrofoban lijek te prema biofarmaceutskom
klasifikacijskom sustavu pripada klasi II §to znaci da je niske topljivosti i da dobro prolazi kroz
membrane. Zbog slabe topljivosti topikalno primijenjen UC781 ne moze ostvariti svoj ucinak
(Yang i sur., 2008). Kako bi nadvladali ove nedostatke koji ograni¢avaju primjenu mikrobicida,
Yang i sur. (2008) su proveli ispitivanja u kojima su uklopili UC781 u ciklodekstrine. Pokazali
su da ciklodekstrini znacajno povecéavaju topljivost UC781 u vodenom mediju te da je
inhibitorna aktivnost kompleksa ciklodekstrina i UC781 ¢ak 30 puta veca u usporedbi sa

aktivnosti samog UC78L1.

4.6. POLIMERNE MICELE

Polimerne micele su nanosustavi veli¢ine znatno manje od 100 nm, a ovisno o tipu surfaktanta
upotrebljenog za njihovu izradu mogu biti razli¢itog oblika. Nastaju spontano
samoorganiziranjem amfipatskih blok kopolimera u vodi (Slika 10). Zahvaljuju¢i hidrofobnoj
jezgri koju okruzuje hidrofilni vijenac, moguée je uklopiti amfipatske i u vodi slabo topljive

lijekove (Vani¢ i Skalko-Basnet, 2014; www.nanoviricides.com).

Amfipatski blok kopolimeri <— Hidrofilni vijenac
00 9 Hidrofobna jezgra
% L &
Samoorganiziranje
u vodenom mediju
iznad CMC

® Hidrofobni lijek g Hidrofilni dio / Hidrofobni dio

Slika 10. Stvaranje polimernih micela (prilagodeno iz: Jhaveri i Torchilin, 2014).

Nanoviricides® (NanoViricides Inc.) su polimerne micele koje se vezu za specifi¢nu vrstu
virusa. Ligandi koji su kovalentno vezani za kemijski polimerni lanac odreduju vrstu virusa na
koji ée se Nanoviricides® vezati (du Toit i sur., 2010). Glavne prednosti primjene ovog
nanosustava su antiviralna u¢inkovitost i neskodljivost. Name, Nanoviricides® djeluje na viruse

koji se ne nalaze u stanici, ve¢ u tjelesnim teku¢inama zbog ¢ega je smanjen rizik od Stetnog
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utjecaja na stanice domacina, odnosno nuspojava. Ove polimerne micele se vezu na virus,
okruze ga ili ,,progutaju“ zbog ¢ega je njegova aktivnost potpuno zaustavljena (Slika 11). Za
razliku od njih, inhibitori fuzije virusa sa stanicom domacina i ulaza HIV-a u stanicu blokiraju
tek nekoliko mjesta na virusu te je zbog preostalih neblokiranih mjesta on i dalje infektivan
(www.nanoviricides.com). Slijedec¢i korak u inhibiciji virusa je njegova destabilizacija koja
rezultira raspadom virusne &estice. Zbog takvog nacina djelovanja Nanoviricides® osim HIV-

a, ima velikog potencijala u prevenciji ostalih virusnih infekcija (du Toit i sur., 2010).

Slika 11. Mehanizam djelovanja Nanoviricid® micela na virus. A) Vezanje za virus na vise
razli¢itih mjesta 1 pocetak njegovog prozdiranja, B) Oblaganje i prozdiranje virusa te njegov

raspad i neutralizacija, spajanje sa virusnim lipidnim omotac¢em (www.nanoviricides.com).

4.7. MIKROEMULZIJE

Mikroemulzije su jednofazni, transparentni sustavi koji se sastoje od vode, ulja, emulgatora
kojem moze biti dodan jos i koemulgator (Slika 12). Veli¢ina Cestica obi¢no je manja od 200
nm, a mogu biti U/V i V/U tipa. Osim dobre stabilnosti, prednosti mikroemulzija se o¢ituju u:
od hidrolize i oksidacije te potrebnoj manjoj energiji za pripravu. Zbog navedenih prednosti
mikroemulzije se istrazuju za u¢inkovitu i sigurnu dopremu lijeka svim putevima primjene, pa

tako i vaginalno (Devarajan i Ravichandran, 2011). Nedostatak mikroemulzija je tekuc¢a priroda
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koju je moguée izbjeé¢i dodatkom razli¢itih polimera i gelirajuéih tvari (Vani¢ i Skalko-Basnet,
2014). Vece ogranicenje mikroemulzija predstavlja velika koli¢ina surfaktanata zbog Cega su

neophodna ispitivanja biokompatibilnosti (Devarajan i Ravichandran, 2011).

Hidrofilna
faza
Hldrofobna
faza
\

8 ‘Z®7®<— Koemulgator

i O &———— Emulgator

Emulgator: Stvara monosloj na granici faza

Koemulgator: Omogucuje elasticnost medupovrsinskog
sloja, smanjuje napetost medu fazama

Slika 12. Shematski prikaz U/V mikroemulzije (prilagodeno iz: www.quazoo.com).

Nonoksinol- 9 je po strukturi neionski surfaktant koji djeluje mikrobicidno i spermicidno ali
pri citotoksi¢énim dozama zbog ¢ega kroni¢nim izlaganjem uzrokuje vaginalne iritacije,
ulceracije i infekcije. Kako bi pronasli sigurniji i ucinkovitiji kontraceptiv s mikrobicidnim
djelovanjem, D'Cruz i Uckun (2001) su pripravili gel mikroemulzije s nonoksinolom- 9. In vivo
studija na zeCevima je pokazala visoku kontracepcijsku uéinkovitost gel-mikroemulzija u
usporedbi sa standardnim gelom nonoksinola- 9. Rezultati istraiivanj a su pokazali da primjena
na ljudski epitel). Dugotrajna primjena pripravka (13 dana) na drugom animalnom modelu
(miSevima) nije uzrokovala sistemsku, lokalnu ni reproduktivnu toksi¢nost. U drugom
istrazivanju, isti autori su pokazali prikladnost gel-mikroemulzija za vaginalnu primjenu tesko
topljivih (lipofilnih) lijekova poput zidovudina (D'Cruz i Uckun, 2001).

Bachhav i Patravale (2009) su razvili gel-mikroemulziju za vaginalnu primjenu klotrimazola te
usporedili njezinu u¢inkovitost i stabilnost sa Candid-V® gelom, komercijalnim proizvodom
koji sadrzi klotrimazol. Istrazivanja su pokazala jacu antifungalnu aktivnost i bioadheziju gel-
mikroemulzije sa klotrimazolom te neo¢ekivano znatno manju stabilnost pripravka (samo 3

mijeseca) u odnosu na Candid-V® gel. Na temelju daljnjih provedenih ispitivanja istrazivaci su
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zakljucili da bi razgradnju mogao uzrokovati kiseli pH gel-mikroemulzije. Njihovom zakljucku
ide u prilog ¢injenica da komercijalni Candid-V® gel ima pH 6,81 i stabilnost do 1.5 godine.
Stoga su neophodna daljnja istrazivanja u razvoju terapijski ucinkovite i stabilne formulacije

(Bachhav i Patravale, 2009).

4.8. NANOCESTICE ZA POBOLJSANU TOPIKALNU VAGINALNU DOSTAVU
LIJEKOVA

Nanocestice su ¢vrste koloidne cestice (< 500 nm) koje karakterizira visoka stabilnost i
mogucénost uklapanja Sirokog spektra lijekova (hidrofilnih, lipofilnih i amfipatskih). Ljekovite
tvari (lijekovi) mogu biti dispergirane u polimernom matriksu (nanosfere) ili koncentrirane u
jezgri oblozenoj polimernom ovojnicom (nanokapsule) (Mohanraj i Chen, 2006). Mijenjanjem
povrsinskih svojstava (oblaganjem s polimerima), veli¢ine i naboja nanocestica moguce je
povecati u¢inkovitost lijekova s uskom terapijskom Sirinom ili niskom bioraspolozivosti (Li
and Huang, 2008). Za poboljsanu vaginalnu dopremu lijeka se istrazuju razliCite vrste
nanocestica koje se Kklasificiraju kao: polimerne (sintetske ili prirodne), lipidne (¢vrste lipidne

nano&estice i nanostrukturirani lipidni nosaéi) i anorganske nanodestice (Vanié¢ i Skalko-Basnet,

2013).

4.8.1. Polimerne nanocestice

Polimerne nanocestice Su stabilne, netoksi¢ne, biorazgradive te ne uzrokuju imunolosku
reakciju, upalu, trombozu i aktivaciju neutrofila (Kumari i sur., 2010). Kako bi se smanjila
citotoksi¢nost i povecala fizioloska podnosljivost, napravljene su od prirodnih ili sintetskih
polimera dobre biokompatibilnosti. Jedini sintetski polimeri odobreni od FDA (engl. Food and
Drug Administration) su: polimlije¢na kiselina (eng. poly-D,L-lactic acid, PLA), kopolimer
mlije¢ne i glikolne kiseline (eng. poly(lactic-co-glycolic acid, PLGA), poliglikolna kiselina
(eng. polyglycolic acid, PGA), polimetilmetakrilati (eng. poly(methylmethacrylate, PMM)) i
polikaprolakton (poly-e-caprolactone, PCL) (Lembo and Cavalli, 2010). Vec¢ina polimernih
nanocestica istrazivana za vaginalnu primjenu je u podrucju dostave mikrobicida i SIRNA
(Tablica 3).
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Tablica 3. Nanogestice istrazivane za topikalnu vaginalnu primjenu (Vani¢ i Skalko-Basnet,

2014).

Polimer | Djelatna | Tip Ispitivanja Rezultati Literatura

tvar nanocestica

PLGA SiRNA Konvencionalne In vitro, in vivo Kontrolirano Steinbach i

nanodestice (zivotinje) oslobadanje siRNA, sur.,2012;

udinkovita zastita od Woodrow i
HSV-2 infekcije kod sur., 2009
misa.

PSC- Konvencionalne In vitro, ex vivo Povecan ulazak u Ham i sur,

RANTES nanodestice tkivo, poboljsana 2009
penetracija i
lokalizacija.

PEG- Aciklovir Muko- In vitro, in vivo Dobra penetracija kroz | Ensign i sur.,

PLGA penetrirajuce (zivotinje) sluz, poboljsana 2012b
vaginalna raspodjela i
zadrzavanje lijeka,
ucinkovita zastita od
vaginalne HSV-2
infekcije.

Kitozan Tenofovir Mukoadhezivne In vitro Relativno velike Meng i sur.,
nanocestice od 2011
kitozana pokazale su se
kao sigurne za
kontroliranu dostavu
mikrobicida.

Eudragit Markeri Mukoadhezivne In vitro Poboljsana dopremau | Yoo i sur.,
stanice. 2011

PEO- Dapivarin S modificiranom | In vitro, Produljeno zadrzavanje | das Neves i

PCL, povrsinom permeabilnnost, lijeka u tkivu u sur., 2014b.,

SLS-PCL, citotoksi¢nost usporedbi sa 2013., 2012.

CTAB- slobodnim lijekom.

PCL

PEO-PCL | Dapivarin Muko- in vivo (zivotinje) | Dobra raspodjela Das Neves i

penetrirajuce nanocestica unutar sur., 2014a.
rodnice i donjeg dijela
maternice. Postignuta
je visa lokalna razina
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te smanjena sistemska

apsorpcija lijeka.

PLGA, Paklitaksel | Konvencionalne, | invivo (Zivotinje) | Muko-penetrirajuce Yang i sur.,
Pluronic muko- nanocestice su 2014.

F127- penetrirajuce zaustavile rast tumora i

PLGA produljile prezivljenje

misa u usporedbi sa
slobodnim
paklitakselom ili
PLGA- paklitakselom.

engl. CTAB= cetyl trimethylammonium bromide; HSV-2= herpes simplex virus type 2; PCL= poly(e-caprolactone);
PEG= poly(ethylene glycol); PEO= poly(ethylene oxide); PLGA= poly(lactic-co-glycolic acid); siRNA= short interfering RNA;
SLS= sodium lauryl sulfate.

4.8.2. Cvrste lipidne nanocestice i nanostrukturirani lipidni nosaci

Cvrste lipidne nanoéestice predstavljaju alternativu nano- i mikro-emulzijama (Slika 13) od
kojih se razlikuju po tome §to umjesto tekucih lipida sadrze Cvrste lipide stabilizirane
surfaktantima. U ¢vrstom su stanju na sobnoj temperaturi, a lijek je imobiliziran unutar ¢estica

pa se zbog toga sporije oslobada (Mehnert i Méder, 2001).

o
Liposom Mikroemulzija Cvrsta lipidna
nanocestica
Lipidni dvosloj okruzuje Lipidni monosloj okruzuje Lipidni monosloj okruzuje
unutarnju vodenu fazu unutarnju tekucu lipidnu fazu unutarnju évrstu lipidnu fazu

Slika 13. Usporedba grade liposoma, Cestica mikroemulzije i ¢vrstih lipidnih nanocestica

(prilagodeno iz: www.intechopen.com).

Cvrste lipidne nanoCestice predstavljaju prvu generaciju lipidnih nanoestica (Slika 14A). Udio
¢vrstih lipida (procisceni trigliceridi, kompleksne smjese glicerida i voskova) se krece do 30%,
a surfaktanata do 5%. Buduc¢i da tijekom uskladiStenja pripravka zbog pravilnog slaganja

¢vrstih lipida moZe do¢i do potiskivanja uklopljenog lijeka iz nanocCestica razvijena je druga
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generacija lipidnih nanocestica, tzv. nanostrukturirani lipidni nosaci (Slika 14B). Umjesto
¢vrstih lipida sadrze smjesu ¢vrstih i tekucih lipida u omjerima od 70 : 30 pa sve do 99 : 1
(¢vrsti : tekudi lipidi). Takva struktura jezgri nanostrukturiranih lipidnih nosaca omogucuje

bolje uklapanje lijeka i vecu stabilnost nanocestica tijekom uskladiStenja (Miiller i sur., 2007).

Oba tipa lipidnih nanocCestica se najve¢im dijelom istrazuju u dermatologiji, ali imaju
potencijala i u topikalnoj vaginalnoj terapiji. Zasad je svega nekoliko radova koji o tome
svjedoce (Miiller i sur., 2007).

Alukda i suradnici (2011) su proveli in vitro ispitivanje sa ¢vrstim lipidnim nanocesticama sa
polilizinom i heparinom za vaginalnu dostavu antivirotika tenofovira. Ispitivanja su pokazala

nisku citotoksi¢nost pripravka na vaginalnoj sluznici u usporedbi s ¢istim lijekom.

Istrazivanje nanostrukturiranih lipidnih nosaca sa klotrimazolom inkorporiranim u Poloxamer
P407 gel je pokazalo vrlo dobre rezultate i prikladnost sustava za lokalno lijecenje gljiviénih
vaginalnih infekcija. Citotoksi¢nost pripravka bila je vrlo niska, a antifungalna aktivnost
pripravka bila je cetiri puta veca u usporedbi s komercijalnim proizvodom za lijeCenje
kandidijaze (Ravani i sur., 2013).

A B

Slika 14. Shematski prikaz A) ¢vrste lipidne nanocestice, B) nanostrukturirani lipidni nosaci
(Harms i Miiller-Goymann, 2011).
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4.8.3. Anorganske nanocestice

Anorganske nanocestice su vrlo male Cestice, veliCine obi¢no ispod 20 nm, ¢ija je povrSina
gradena od anorganskih oksida. Modifikacijom i vezanjem razli¢itih funkcionalnih grupa na
povrsinu moguce je mijenjati oblik, veli¢inu, topljivost i stabilnost anorganskih nanocestica.
(Mahajan i sur., 2012).

Bowman i sur. (2008) su prvi istrazili primjenu zlatnih nanocestica u inhibiciji fuzije HIV-a.
Istrazivanjem odnosa strukture i aktivnosti TAK-779-a (CCR5 antagonist), pokazali su da je za
visok afinitet vezanja i u¢inkovitu inhibiciju fuzije HIV-a odgovorna kvarterna amonijeva sol
prisutna u njegovoj strukturi. Medutim, kvarterna amonijeva sol uzrokuje zna¢ajnu iritaciju na
mjestu primjene zbog ¢ega TAK-779 ima losa farmakoloska svojstva (Barbaro i sur., 2005).
Zbog toga su istrazivaéi razvili SDC-1721, fragment TAK-a 779 koji nema kvarternu
amonijevu skupinu. SDC-1721 nema inhibitorni u¢inak na HIV, ali vezanjem SDC-1721 za
zlatne nanocestice oblozene merkaptobenzojevom kiselinom, inhibitorni u¢inak je bio sli¢an
onom od TAK-779-a. Na taj na¢in vezanjem neaktivne male molekule za zlatne nanocestice
pripravljene su multivalentne zlatne nanocestice kao uc¢inkoviti terapeutici (Slika 15) (Bowman
i sur., 2008).
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Slika 15. Struktura (SDC- 1721)- zlatne nanocestice (prilagodeno iz : Bowman i sur., 2008).

Druga vrsta anorganskih nanocCestica koje su istrazivane u anti-HIV terapiji su srebrne
nanocestice. Njihovim oblaganjem sa polivinilpirolidonom (engl. polyvinylpyrrolidone, PVP)
Lara i sur. (2010) su pripravili nanocestice koje su u¢inkovite u sprjeCavanju prijenosa HIV-a
i to u koncentracijama netoksi¢nim za vaginalne stanice. PVP- srebrne nanocestice su inhibirale
fuziju ili ulazak virusa u stanicu domacina sprjeCavanjem interakcije izmedu gp-120 (ligand
koji se nalazi na HIV-1) i CD4 receptora na stanici domacina. PVP- srebrne nanocestice
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uklopljene u Repelens® gel (vaginalni ovlazivac) su djelovanjem unutar jedne minute pokazale
dobru zastitu od prijenosa infekcije HIV-a. Osim toga, dugotrajna primjena pripravka tijekom
48 sati nije bila toksi¢na za cervikalni epitel. Stanice su bile zasticene od prijenosa virusa iducih

48 sati, ¢ime je potvrdena sigurnost i u¢inkovitost pripravka.

4.9. MUKOADHEZIVNI | MUKO-PENETRIRAJUCI NANOSUSTAVI

U novije vrijeme (zadnjih 5 godina) sve se vise istrazuje novi tip nanosustava za vaginalnu
primjenu. Rije¢ je o nanocCesticama oblozenim inertnim polimerima, neutralnog naboja i
hidrofilne povrsine sa sposobno§c¢u penetracije kroz sluznicu (muko-penetrirajuci nanosustavi).
Velika je polemika u znanstvenoj zajednici o koriStenju mukoadhezivnih i muko-penetrirajucih
nanosustava. Zagovornici muko-penetriraju¢ih sustava istiCu da su glavni nedostaci
mukoadhezivnih nanosustava potencijalno oStecenje protektivne mikrostrukture sluzi i taj da
ostaju ,,zarobljeni” u gornjim slojevima sluzi te se zbog normalnog fizioloskog ispiranja
povrsinskih slojeva sluzi (mukoze) uklanjaju zbog Cega ne uspijevaju dostaviti lijek u nize
slojeve do epitelnih stanica (Wang i sur., 2011; Cone, 2009; Lai i sur., 2007). Nadalje,
mukoadhezivni nanosustavi nisu prikladni za dopremu lijekova koji svoju aktivnost postizu u

stanici vaginalnog epitela, primjerice inhibitori reverzne transkriptaze (das Neves i sur., 2011a).

Koliko ¢e koje cestice 1 koliko duboko penetrirati u/kroz sluz ovisi o njihovoj veli¢ini 1
povrsinskim svojstvima (sastav i naboj) (Slika 16). Istrazivanja su pokazala da ¢e difuzija
Cestica veli¢ina 200-500 nm (vece Cestice) gusto pokrivenih sa polietilenglikolom (neutralne
hidrofilne povrsine), kroz nerazrijedenu humanu vaginalnu sluz biti puno brza od
odgovarajucih Cestica veli¢ina od 100 nm (manje Cestice). Budu¢i da mukoza ima pore razlicitih
veli€¢ina (heterogene je strukture), male Cestice ¢e ulaziti u male pore te ¢e unutar njih biti
zadrzane. Za razliku od manjih estica, velike ¢estice ne mogu ulaziti u manje pore nego u vece

kanale kroz koje ¢e puno brze prolaziti (Lai i sur., 2007).
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Slika 16. Utjecaj povrsinskih svojstava nanocestice na mukoadheziju (prilagodeno iz: das
Neves i sur., 2011a).

Istrazivanje sa biorazgradivim PEG-iliranim PLGA nanocesticama neutralnih povrsina su
pokazala da te Cestice uspijevaju doc¢i do stanica epitela, prolaze u submukoznu stromu (ispod
epitela) te u stanice fibroblasta vaginalnog tkiva. Osim toga, ovo istrazivanje je takoder
pokazalo da vece neutralne Cestice brze prolaze kroz mukozu do epitela od odgovarajucih
manjih (Cu i sur., 2011). Godinu dana kasnije, Yu i sur. (2012) su pokazali da PEG-PLGA
nanocestice veli¢ine 100 nm brzo difundiraju kroz svjezu, nerazrjedenu cervikovaginalnu sluz
te bi mogli biti nosac¢i za vaginalnu primjenu lijekova. Utjecaj veli¢ine nanocestica na

penetraciju u/kroz sluz prikazana je shematski na Slici 17.
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Slika 17. Shematski prikaz relativne sposobnosti difuzije nanocestica kroz sluz s obzirom na

veli¢inu i svojstva povrsine (das Neves i sur., 2011a).
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Razumijevanje mehanizma kojim zdrava sluz sprijeava virusnu infekciju moze znacajno
unaprijediti prevenciju i lije¢enje spolno prenosivih bolesti. Dugi niz godina je u znanstvenoj
zajednici bilo opcenito prihvaéeno da sluz sprijeCava penetraciju virusa do epitelnih stanica
steriCkom interakcijom (opstrukcijom) izmedu vlakana mucina i virusa. Drugim rije¢ima, samo
oni virusi ¢ija je veliCina manja od pora sluzi ¢e penetrirati kroz pore do epitelnih stanica i
uzrokovati infekciju. U prilog ovakvom razmatranju i§li su rezultati istrazivanja koji su pokazali
da male Cestice nalik virusu koje se sastoje od kapside Norwalk virusa (38 nm) i HPV (55 nm)
prolaze kroz sluz jednako brzo kao i kroz vodu dok vec¢i virus HSV (180 nm) prolazi znatno
sporije. Zbog pretpostavke da je HSV zaustavljen stericCkom opstrukcijom, znanstvenici su
zakljucili da je prosjecna veliCina pora sluzi otprilike 100 nm. Kako bi opovrgnuli ovakav
mehanizam protektivnog djelovanja sluzi, Lai i sur. (2010) su istrazili veli¢inu pora.
IstraZzivanje su proveli koriste¢i muko-penetrirajuce Cestice jer one ne utjecu na stvarnu veli¢inu
pora (nema interakcije sa vlaknima mucina). [znenadujude, rezultati istraZivanja su pokazali da
je prosjecna velicina pora sluzi 340 £70 nm $to je veée od ljudskih virusa. Prema tome, Lai i
sur. (2010) su zakljucili da se protektivni mehanizam kojim je virus zaustavljen u penetraciji
do epitelnih stanica (infekciji) odvija djelovanjem adhezivnih sila izmedu vlakana mucina i
virusa a ne zbog nemoguénosti ulaska virusa u pore sluzi. Takoder, pokazali su da HPV (55
nm) i manji virusi (ranije spomenuti) prolaze kroz sluz jednako brzo kao i kroz vodu jer su ove
Cestice dovoljno male da udu u velike pore sluzi unutar kojih nisu zaustavljene adhezivnim
silama jer imaju neutralnu i minimalno hidrofobnu povrsinu kojom ne prijanjaju za vlakna
mucina. Ispitivanje penetracije HIV-a (120 nm) je takoder pokazalo da je difuzija virusa
usporena zbog adhezivnih interakcija virusa sa vlaknima mucina, ali isklju¢ivo u kiselim
uvjetima (pH 4) u kojima mlije¢na kiselina ponistava negativni naboj na povrsini HIV-a bez
razgradnje virusne ovojnice. U drugom ispitivanju sa kloridnom kiselinom pri istim uvjetima
(pH 4) HIV nije bio zaustavljen adhezivnim silama izmedu virusa i mucina jer kloridna kiselina
nije ponistila negativni naboj na povrsini HIV-a. Prema tome, mlije¢na kiselina, odnosno
prisutni laktobacili imaju vaznu ulogu u smanjenju prijenosa HIV-a spolnim putem. Nadalje,
istrazivanje je pokazalo da uslijed kratkotrajne neutralizacije sluzi spermom do otprilike pH
6-7, HIV zadrzava negativni naboj i krece se puno brze kroz sluz nego u kiselim uvjetima. Na
temelju ovih rezultata, znanstvenici su zakljucili da za u¢inkovitu zastitu od infekcije HIV-om
pripravak treba osigurati odrzavanje prirodnih uvjeta kiselosti (mlijecna kiselina) jer bi na taj

na¢in HIV bi bio zaustavljen prije nego dode do ciljanih stanica (Lai i sur., 2009).
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Kako bi dobili ¢estice koje mogu penetrirati kroz sluz ali i osigurati produljeno oslobadanje
lijeka, Ensign i sur. (2012b) su oblozili PLGA 1 polistirenske nanocestice niskomolekularnim
PEG-om. Rezultati su pokazali jednoliku raspodjelu u vaginalnom epitelu i brze kretanje kroz
cervikovaginalnu sluz misa ako se ¢estice dopreme u hipotoni¢noj otopini. Ensign i sur. (2012b)
su pokazali da su muko-penetrirajuce Cestice uspjele do¢i duboko u nabore rodnice (rugae
vaginales) u roku od nekoliko minuta i zadrzale su se tamo 24 h. S druge strane, neobloZene,
konvencionalne cestice su ostale zarobljene u gornjim slojevima mukoze i nisu mogle
penetrirati do vaginalnog epitela (Slika 18). Prema tome, ovaj eksperiment je pokazao da su
muko-penetrirajuce nanocestice, tj. PEG-PLGA nanodestice u¢inkoviti i sigurni nanosustavi za
dopremu lijeka do vaginalnog epitela. lako su potrebna daljna ispitivanja, muko-penetrirajuce
Cestice bi mogle znatno unaprijediti lijecenje i prevenciju spolno prenosivih bolesti (Ensign i
sur., 2012a).

Vaginalni gel Konvencionalne Eestice (CP) Muko-penetrirajuce Cestice (MPP)

Lumen

.. a0 NV = Luminalni sloj
¢ @9‘@9 ﬂ.» Q\'D‘a
?;;&,}g;;-_‘t,@am ip\‘nﬂ‘ Qgﬁ!

° e gﬁa . awm

Epitel

@ Molekula lijeka

g v g Gel
Y = lv i
SIS GRS T

engl. CP =conventional particles; MPP= mucus-penetrating particles

Slika 18. Shematski prikaz vaginalne dostave lijeka iz gela, konvencionalnih i muko-

penetrirajucih Gestica (Ensign i sur., 2012b)
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5. ZAKLJUCCI

e Nanoterapeutici za lokalnu vaginalnu primjenu imaju znacajan terapijski potencijal u

odnosu na konvencionalne ljekovite oblike.

e Uklapanjem djelatne tvari u nanosustave odgovarajuc¢ih fizicko-kemijskih svojstava
moguce je poboljsati topljivost slabo topljivih ljekovitih tvari, a time i njihovu

bioraspolozivost.

e Primjena mukoadhezivnih terapijskih nanosustava omogucava dobru raspodjelu i

optimalno zadrzavanje ljekovite tvari unutar rodnice.

e Na penetraciju nanocestica kroz sluz do epitelnih stanica utje¢u povrsinska svojstva

(polimeri, naboj, hidrofilnost) te veli¢ina nanocestica.

e Uporabom muko-penetrirajucih nanocestica omoguéena je doprema lijeka do epitelnih

stanica.

e Razliciti istrazivani nanosustavi su pokazali veliki potencijal u prevenciji HIV infekcija
1 ostalih spolno prenosivih bolesti te u lijjecenju bakterijskih 1 gljiviénih oboljenja,

posebice vaginalne kandidijaze.

e (Od svih istraZivanih nanosustava dendrimeri su pokazali najbolje rezultate na podruc¢ju
vaginalne primjene mikrobicida i trenutno su u zavr$noj fazi klini¢kih ispitivanja

(Vivagel®, SPL7013 dendrimer u mukoadhezivnom gelu).

e Unato¢ brojnim pozitivnim rezultatima pretklini¢kih ispitivanja razli¢itih vrsta
nanocestica, njihovu ucinkovitost, sigurnost i prihvatljivost od strane bolesnika
potrebno je potvrditi klinickim istrazivanjima odnosno dugogodiSnjom primjenom u

praksi.
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7. SAZETAK

Nanoterapeutici za vaginalnu primjenu

Vaginalni put primjene lijekova je od velike vaznosti u lokalnoj terapiji i prevenciji infektivnih
oboljenja. Konvencionalni ljekoviti oblici (kreme, gelovi, tablete) dostupni na trziStu nisu se
uvijek pokazali dovoljno uc¢inkovitima uslijed kratkog vremena zadrzavanja pripravka na
vaginalnoj sluznici. Nedostaci postojecih pripravaka nastoje se nadvladati uklapanjem lijekova
u razli¢ite nanosustave (nanoterapeutike). Rije¢ je o razliCitim vrstama nanocCestica veli¢ine
manje od 1 um kod kojih je lijek uklopljen, dispergiran ili vezan za povrSinu. Primjenom
nanosustava odgovarajucih fizicko-kemijskih svojstava moguce je: povecati topljivost teSko
topljivih lijekova, sprijeciti razgradnju osjetljivih lijekova, poboljsati permeabilnost i transport
slabo permeabilnih lijekova te na taj nac¢in omogucéiti odgodenu, kontroliranu ili ciljanu dostavu
lijeka. Uklapanjem lijeka u muko-penetriraju¢e nanocestice moguée je posti¢i produljeno
oslobadanje te uspjesnu dopremu lijeka do epitelnih stanica. Za postizanje zeljenog terapijskog
ucinka potrebno je posti¢i dobro uklapanje lijeka u nosac, ali i osigurati stabilnost i viskoznost
cijelog pripravka (umijeSavanjem nanoterapeutika u odgovaraju¢e podloge). Nanosustavi su
pokazali dobar potencijal u prevenciji virusnih infekcija i lijeCenju bakterijskih i gljivi¢nih
oboljenja. Od svih ispitivanih nanosustava dendrimeri (SPL7013 dendrimer) su pokazali
najbolje rezultate i trenutno su u zavr$nim fazama klini¢kih ispitivanja. Unato¢ brojnim
pozitivnim rezultatima pretklinickih istrazivanja razli¢itih tipova nanocestica (lipidne i
polimerne), njihovu djelotvornost, sigurnost i prihvatljivost od strane bolesnika potrebno je

potvrditi klini¢kim istrazivanjima i dugogodi$njom primjenom u praksi.
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8. SUMMARY

Nanopharmaceuticals for topical vaginal therapy

Vaginal drug delivery is of great importance in prevention and treatments of local infectious
diseases. Conventional dosage forms (creams, gels, tablets) available on the market often prove
to be ineffective as a result of their limited retention in the vagina. To overcome these
disadvantages novel drug delivery nanosystems (nanopharmaceuticals) have been investigated.
They include differrent types of nanoparticles less than 1 micron in which the drug is
incorporated, dispersed or bound to the surface. Through the application of nanosystems with
appropriate physical and chemical properties it is possible to: increase solubility of poorly
soluble drugs, prevent degradation of unstable drugs, improve permeability and transport of
poorly permeable drugs, thus allowing sustained, controlled or targeted drug delivery. By
incorporating drug into the mucus-penetrating nanoparticles it is possible to provide successful
drug delivery through the mucus to the epithelial cells. Achieving the desired therapeutic effect
requires good encapsulation of the drug into the carrier, as well as ensuring stability and
viscosity of the entire formulation (by incorporating nanopharmaceuticals into appropriate
vehicles). Nanopharmaceuticals have shown a good potential in the prevention of viral
infections and the treatment of bacterial and fungal diseases. The best results have been shown
with polyanionic dendrimers (SPL7013 dendrimer) incorporated into mucoadhesive carbopol
gels (Vivagel®). This formulation is currently in the final stages of clinical trials. Despite the
many positive outcomes of preclinical studies of different types of nanoparticles (lipid and
polymer), their effectiveness, safety and patient compliance need to be confirmed through

further clinical trials and long-term application.
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