Odredivanje mukoadhezivnih svojstva kationskih
nanoemulzija

Sare, Marija

Master's thesis / Diplomski rad
2019

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

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:572173

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-14

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:572173
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:1901
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:1901
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:1901

Marija Sare

Odredivanje mukoadhezivnih svojstva kationskih
nanoemulzija

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2019.



Ovaj diplomski rad prijavljen je na kolegiju Farmaceutika Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta i izraden na Zavodu za farmaceutsku tehnologiju pod stru¢nim vodstvom

izv. prof. dr. sc. Jasmine Lovri¢.

Zahvaljujem se svojoj mentorici, izv. prof. dr. sc. Jasmini Lovri¢, na strucnom vodstvu, ulozenom

vremenu i savjetima prilikom pisanja ovoga rada.

Hvala Biseri Jurisi¢ Dukovski, mag. pharm., na strpljenju i pomoci pri izvodenju eksperimentalnog

dijela rada i savjetima prilikom pisanja rada.

Hvala Danki Bracko, mag.pharm., na omogucavanju izrade nanoemulzija u suradnji s tvrtkom

PLIVA d.o.o.

Hvala mojoj obitelji i prijateljima na bezuvjetnoj podrsci i razumijevanju tijekom cijelog studija.



SADRZAT ...ttt 3
S U Y L I USSP 1
1.1. Izazovi topikalne oftalmicke primjene lijeKova..........ccoveriiiiiiiiiiiiii e 1
1.1.1. Barijere prednjeg dijela OKa............ccooiiiiiiiiiiii e 1
1.1.2.  Nanoemulzije kao oftalmiCKi Pripravei ........coocveiiireiiiiiieiiiie e 4
1.1.3. MUKOGONEZIVINOST ...ttt 6
1.1.4.  Metode ispitivanja mMUKOAANEZIVINOSEE.........ccviiiiieiiieiieeiiie e 9

1.2.  Svojstva i karakteristike NANOEMUIZIJA ..........ooveiiiiiiiieiii e 10
1.2.1.  Veli¢ina kapljica i indeks polidiSperznosti...........cceervviiriieiiiiieniiieesiiee e 10
1.2.2. OPLICKA SVOJSEVA ...viiiiiieiiiii ettt ettt et 10
1.2.3.  Stabilnost NANOEMUIZIJA..........veeiiiieiiee e 11
1.2.4.  ReEOIOSKA SVOJSEVA ...ciiiiiiiiiiii ittt e e e e e e e 13
1.2.5.  ElektroKemijSKa SVOJStVaA ........ceciiuiieiiiieiiiie et e et e e aeeanee e 13

1.3.  Metode izrade NANOEMUIZIJA .......cccvreiiiiie ettt e e 15
1.3.1.  ViSOKOENErgetSKE METOUE.......eeeiiie e ittt ae e nne e 15
1.3.2.  Niskoenergetske MetOdE. ..........covuviiiiiieiiie e 16

2. OBRAZLOZENIE TEME ......coiiiiiieteeee ettt sttt n sttt 18
3. MATERIJALI I METODE ..ottt 19
TN |V -1 (= - 1 PSSR 19
3.2, IMIBLOOE ...ttt 19
3.2.1.  1zrada NANOEMUIZIJA ......oeeiviieiiie et 19
3.2.2.  Ispitivanje reoloSkih SVOJStaAVA ........cceiiiiiiiiiiiiiii e 19
3.2.3. Odredivanje PH .......cuuiiiiiiiiie e 21

3.2.4.  Odredivanje povrSINSKe NAPELOSLT .....ceivvriieiiiiiiie it e ettt 21



3.2.5.  Odredivanje veliCine Kapljica .........ccccoiviiiiiiiiiiiiciii e 22

3.2.6.  Odredivanje zeta-pPOtENCIJAlA ..........cccuveiiiiiiiiiee e 22
3.2.7.  Ispitivanje MUKoadheZIVNOSTI .........oiuieiiiiiie i 23
REZULTATI T RASPRAVA ..ttt 25
4.1, Priprava NanOEMUIZIJA ........eiuiiiiiiiie ittt 25
4.2,  KaraKterizaCija NAN0EMUIZIJA.......cooviiiieiiieie e 25
4.2.1. Ispitivanje re0loSkih SVOJSTAVA ......coiviiiiiiiiiiiiic i 25
4.2.2.  Odredivanje PH ........oooiiiiiiiii e 27
4.2.3.  Odredivanje povrSinske NAPELOSLE .......ccvvvriiiiiieiiiiieiiiie s 28
4.2.4. Odredivanje veli¢ine kapljica i indeksa polidiSperznosti ............ccceevevvreriiveerinnennn. 29
4.2.5. Odredivanje zeta - POLENCHAIA ........cooviiiiiiiiiiie e 30
4.3. Ispitivanje MUKOAANEZIVIOSTE ......covviiiieiiieiie e 31
4.3.1. Inkubacija nanoemulzija s 0,015 %-tnom disperzijom mucina..........c..ccccveerrvveenne. 31
4.3.2. Inkubacija nanoemulzija s 1 %-tnom diSperzijom mucina..........cccccevrerivveerivneennn 34
ZAKLIUCCT oot 42
LITERATURA .ttt b ettt b bt 44
SAZETAK/SUMMARY ...cooiiiiniiiiiisieississss sttt ss s 50

TEMELIJNA DOKUMENTACIISKA KARTICA / BASIC DOCUMENTATION CARD



1. UVOD

1.1. lzazovi topikalne oftalmicke primjene lijekova
Topikalna primjena lijekova je najrasireniji i opce prihvacen nacin lijeCenja velikog broja bolesti
oka. Medutim, bioraspolozivost topikalnih oftalmickih lijekova je mala zbog vrlo ucinkovitih
protektivnih mehanizama oka. Treptanje, suzenje oka i nazolakrimalna drenaza zasluzni su za brzo
uklanjanje stranih tvari, ukljucujuci i lijekova, s povrsine oka (Ludwig, 2005). Slozena struktura
ocne jabucice, koja ukljucuje brojne barijere, takoder znafajno ogranicava bioraspoloZivost
lijekova za oftalmicku primjenu. Obi¢no se manje od 5 % lijeka apsorbira kroz roznicu i
bijelooc¢nicu i dolazi do intraokularnih tkiva. PoboljSanje bioraspolozivosti oftalmickih lijekova

veliki je izazov (Gan i sur., 2013).

Konvencionalne kapi za oko, koje su naj¢e$¢e u obliku vodenih otopina i suspenzija, brzo se
uklanjaju iz prekornealnog podrucja. 1z tog razloga ovi farmaceutski oblici zahtijevaju ucestalo
doziranje kako bi se odrzala terapijska koncentracija lijeka na ciljnom podrucju. Kako bi se postigla
dostatna apsorpcija lijeka, potrebno je osigurati dovoljno dug kontakt pripravka i povrSine oka
(Rathore, 2009).

1.1.1. Barijere prednjeg dijela oka
Suze se kontinuirano izlucuju sa svrhom vlazenja povrSine oka i ispiranja egzogenih tvari s
povrsine oka te su stoga odgovorne za kratko vrijeme zadrzavanja i slabu apsorpciju topikalno

primijenjenih oftalmickih lijekova (Lallemand i sur., 2012).

Suzni film se sastoji od tri sloja. 1zvana prema unutra to su lipidni, vodeni te mukozni sloj koji je
u kontaktu s epitelnim stanicama roznice. Lipidni sloj od velike je vaznosti za stabilnost suznog
filma; omogucuje rasprostiranje suza po povrSini oka, sprjeCava isparavanje vodenog sloja te
stabilizira suzni film smanjenjem povrSinske napetosti. Priblizno 90 % suznog filma ¢ini vodeni
sloj ¢ija je funkcija vlazenje povrSine oka i opskrba epitelnih stanica roznice kisikom. Vodeni sloj
sadrzi elektrolite, peptide i male molekule metabolita. Izmedu vodenog i mukoznog sloja ne postoji

stroga granica ve¢ je dio mucina dispergiran u vodenom mediju (topljivi mucini), a dio vezan na



povrsinu epitelnih stanica roznice i spojnice (transmembranski mucini) (Gan i sur., 2013; Zhou i
Beuerman, 2012).
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Slika 1. Grada suznog filma (preuzeto i prilagodeno iz: Ludwig, 2005)

Suzni sustav dijelimo na sekretorni i odvodni sustav. Sekretorni dio su suzne zlijezde koje se nalaze
u gornjem lateralnom forniksu. Izlu¢ene suze preko suznih tocki (punkta) dreniraju u odvodni
sustav. Treptanje poti¢e kretanje suza prema punktima. Prilikom treptaja kontrakcija kruznog
o¢nog misica (orbikularisa) vuce lateralni zid suzne vreéice $ireci je lateralno. To stvara negativni
pritisak i aspirira suze. Prilikom relaksacije nakon treptaja suzna vrecica kolabira, §to tjera

akumulirane suze u suznonosni (nazolakrimalni) kanal.



Sljedeca zastitna barijera je roznica. RozZnica je jedno od najosjetljivih tkiva u tijelu, bogato je
inervirana senzibilnim Ziv€anim vlaknima te moze detektirati promjene pH i osmolarnosti sto
inducira reflekse treptanja i suzenja oka. Roznica predstavlja ¢vrstu strukturnu barijeru gradenu od
slojeva s naizmjeni¢nim hidrofilnim i lipofilnim svojstvima kako bi se sprijecila apsorpcija
nezeljenih tvari s povrsine oka (Lallemand i sur., 2012). Roznica je bistro, prozirno, avaskularno
tkivo koje se hranjivim tvarima i kisikom opskrbljuje preko suza. Sastoji se od pet slojeva: lipofilni
epitel, Bowmanov sloj, hidrofilna stroma, Descementova membrana i lipofilni endotel. Epitel je
graden od pet do Sest slojeva stanica, a povrSinske stanice su blisko povezane, tvore¢i ne samo
djelotvornu barijeru za veéinu mikroorganizama, ve¢ i za apsorpciju lijekova. Za slabu
permeabilnost roznice odgovorne su Cvrste veze (engl. tight junction) izmedu povr§inskih stanica

uspjes$no prevladao mora imati i lipofilna i hidrofilna svojstva (Rathore, 2009).
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Slika 2. Grada o¢ne jabucice; detaljan prikaz pet razli¢itih slojeva roznice (preuzeto i prilagodeno
iz: Ludwig 2005)



1.1.2. Nanoemulzije kao oftalmicki pripravci
U S§iroj literaturi, nanoemulzije su definirane kao bistre ili transparentne emulzije ¢ije su kapljice
unutarnje faze manje od 200 nm. Medutim, u farmaceutskoj literaturi termin nanoemulzije ¢esto
podrazumijeva i mlije¢no-bijele emulzije s kapljicama promjera do 500 nm (Anton i Vandamme,
2009). Nanoemulzije mogu biti U/V tipa ako se radi o kapljicama ulja dispergiranim u vodi ili V/U

ukoliko su kapljice vode dispergirane u ulju (McClements, 2012).

Na granici izmedu vanjske 1 unutarnje faze nalaze se povrSinski aktivne tvari koje stvaraju elastican
film (smanjuju povrSinsku napetost i sprjeCavaju agregaciju kapljica) te pospjeSuju stabilnost
nanoemulzija. Smjestaj na granici faza omogucuje im njihova molekulska struktura jer se hidrofilni
dijelovi molekule orijentiraju prema vodenoj, a hidrofobni prema uljnoj fazi. Na temelju udjela
hidrofilnih i lipofilnih dijelova u ukupnoj molekulskoj masi odnosno HLB vrijednosti (engl.
Hydrophile-lipophile balance), razlikujemo povrsinski aktivne tvari V/U tipa (HLB 3-8) ili U/V
tipa (HLB 10-18) (Singh i sur., 2017; Rai i sur., 2017). Ovisno o naboju hidrofilne funkcionalne
skupine, povrSinski aktivne tvari moZzemo podijeliti na kationske (stearilamin, oleilamin,
benzalkonijev klorid, didodecil amonijev bromid), anionske (natrijev dodecil sulfat), amfoterne
(fosfolipidi) i neionske (Poloksameri, Tyloxapol, Spanovi, Tweenovi) (Singh i sur., 2017;

Tamilavanan i sur., 2004).

Kako bi se osigurala stabilnost nanoemulzija, sile odbijanja izmedu kapljica moraju biti dovoljno
jake da sprijece agregaciju kapljica. To se moze posti¢i sterickim i elektrostatskim odbijanjem, ili
pak kombinacijom navedenih. Ionske povrSinski aktivne tvari pove¢anjem povrSinskog naboja
povecavaju elektrostatske odbojne sile, a neionske osiguravaju stabilnost sterickom stabilizacijom
(Garcia-Celma i sur., 2016; McClements, 2002). Neionske povrSinski aktivne tvari su manje
toksi¢ne i iritiraju¢e od ionskih, osobito kationskih. Vrlo ¢esto se koristi kombinacija razli¢itih
povrsinski aktivnih tvari. Za pripravu U/V nanoemulzija najprikladnije su neionski povrsinski
aktivne tvari HLB vrijednosti 8-16 (Rai i sur., 2017).

Nanomeulzije predstavljaju jedno od inovativnih farmaceutsko-tehnoloskih rjeSenja prethodno
navedenih izazova topikalne oftalmicke primjene lijekova. Naime, nanoemulzije su se pokazale
kao sustavi za isporuku lijekova koji omogucuju produljeno zadrzavanje lijeka na povrsini oka te

kontrolirano oslobadanje lijekova, bilo malih lipofilnih molekula bilo oligonukleotida koristenih u



genskoj terapiji. Vrlo male uljne kapljice nanoemulzija bolje prodiru kroz roznicu pa pogoduju

boljoj apsorpciji topikalno primijenjenih lijekova (Sutradhar, 2013; Anton i Vandamme, 2009).

Prednosti nanoemulzija u odnosu na konvencionalne emulzije ukljucuju znacajno vecu stabilnost
sustava, poboljsanu topljivost slabo topljivih lijekova, pobolj$anu apsorpciju zbog manje veli¢ine
kapljica, a vece specificne povrsine u kontaktu s apsorpcijskom membranom sto sve zajedno utjece

na povecanje bioraspolozivosti uklopljenog lijeka (Rai i sur., 2017).

Za oftalmi¢ku primjenu koriste se isklju¢ivo U/V nanoemulzije (Lallemand i ostali, 2012;
Tamilvanan i Benita, 2004). Njihova su svojstva slicna onima troslojnog suznog filma. Nakon
primjene, kontinuirana (vodena) faza nanoemulzije povecava volumen vodenog sloja suznog filma
i dodatno vlazi roznicu. Raspadanjem kapljica uljne faze oslobadaju se uklopljene djelatne tvari, a
uljna faza se spaja s prirodnim lipidnim slojem i tako pridonosi smanjenju gubitka vodenog sloja
isparavanjem. Ulja koja se koriste za izradu emulzija visoko su prociséena i pokazuju odli¢nu

biokompatibilnost s okom, uz minimalne nuspojave.
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Slika 3. Prikaz destabilizacije U/V nanoemulzija u suznom filmu (preuzeto i prilagodeno iz: Gan
i sur., 2013)



Dokazano je da surfaktanti mogu povecati debljinu mukoznog sloja i pospjesiti sposobnost
vlazenja koju posjeduje suzni film. Ovakva svojstva nanoemulzija mogu se iskoristiti u lije¢enju

bolesti suhog oka.

Pri topikalnoj oftalmickoj primjeni nanoemulzije U/V tipa povecavaju bioraspolozivost lijeka na
nacin da produljuju vrijeme kontakta i povecavaju permeabilnost roznice (Gan i sur., 2013). Naime,
oftalmicki pripravci uglavnom se uklanjaju s povrsine oka u prvih 15-30 sekundi nakon primjene.
Lipidne komponente iz U/V emulzija mogu stupiti u kontakt s lipidnim slojem suznog filma te tako
omoguciti dulje vrijeme zadrzavanja pripravka na povrSini oka te u konjuktivalnoj vrecici.
Takoder, pokazano je da kut mocenja izmedu kapi pripravka i roZnice moze biti smanjen
upotrebom surfaktanata (Gan i sur., 2013). Smanjenjem kuta mocenja poboljSava se Sirenje

nanoemulzije po povrsini oka i sposobnost vlazenja.

Koristenjem kationskih surfaktanata, lipida ili polimera kapljice nanoemulzije postaju pozitivno
nabijene. Posljedica toga su elektrostatske interakcije izmedu pozitivno nabijenih kapljica i
negativno nabijene povrSine roznice (Gan i sur., 2013). Time se dodatno poboljSava mocenje

roznice te produljuje zadrzavanje lijeka na povrSini oka.

Osim §to produljuje vrijeme zadrzavanja na negativno nabijenoj povrSini oka, pozitivan naboj
nanoemulzija pridonosi i stabilizaciji sustava buduci da rezultira elektrostatskim odbijanjem medu
kapljicama ulja. Prvi izazov pri formuliranju kationskih emulzija je postizanje dovoljno visokog
zeta-potencijala da bi se osigurala stabilnost sustava koriStenjem najmanje potrebne koliCine
kationskih surfaktanata kako se ne bi dovela u pitanje sigurnost pripravka. Naime, poznato je da
kationski surfaktanti, u usporedbi s anionskim i neionskim, ¢e$¢e pokazuju toksi¢na svojstva
(Lallemand i sur., 2012).

1.1.3. Mukoadhezivnost
Kako bi se odrzala u¢inkovita doza lijeka u suznom filmu, odnosno na mjestu ucinka potrebna je
Cesta primjena kapi za oko, nekoliko puta na dan. Primjena otopina velike koncentracije lijeka nije
moguca zbog toksi¢nosti te ostecenja epitelnih stanica povrsine oka. Kako bi se povecala koli¢ina
lijeka koja dolazi do ciljnog tkiva potrebno je produljiti vrijeme zadrZavanja lijeka u suznom filmu

odnosno na povrsini oka. Osim toga, pripravci koji se primjenjuju jednom dnevno bi povecali



suradljivost pacijenata. Razvijene su brojne strategije kojima je cilj povecati bioraspolozivost lijeka
produljenjem vremena kontakta oftalmi¢kog pripravka, a time i lijeka, i epitelnih stanica povrSine
oka. Budu¢i da se pokazao uspjeSnim kod oralne i bukalne primjene lijekova, koncept
mukoadhezivnosti jedan je od mogucih odgovora na pitanje optimizacije oftalmickih pripravaka.
Ispitivane su interakcije prirodnih i sintetickih polimera i mucina i dokazano je dulje zadrzavanje
pripravka u prekornealnom podrucju. Objavljen je velik broj radova koji potvrduju da
mukoadhezivni polimeri, osim §to povecavaju bioraspolozivost lijeka, imaju i ulogu u zastiti i

zacjeljivanju epitelnih stanica (Ludwig, 2005).

Epitelne stanice povrSine oka proizvode 1 izlucuju mucine koji, formiraju¢i hidrofilnu barijeru,
sudjeluju u zastiti i vlazenju povrsine oka. Mucini su glikoproteini velike molekulske mase s
polisaharidnim postranicnim lancima na ¢ijim se zavrSecima najces¢e nalazi fukoza ili sijalinska
kiselina (N-acetilneuraminska kiselina, pKa = 2,6), zbog ¢ega su negativno nabijeni pri fizioloskom
pH. Vrijeme potrebno za izmjenu mukoznog sloja je priblizno 15 do 20 sati, $to je znantno sporije
u odnosu na vrijeme potrebno za izmjenu suza. Interakcija s mucinima (mukoadhezija) temelji se
na vodikovim vezama, elektrostatskim interakcijama ili ispreplitanju polimernih lanaca sa slojem

mucina (Ruponen i Urtti, 2015).
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Slika 4. Interakcija kationskih nanoemulzija s negativno nabijenim stanicama roznice. Pozitivni
ucinci kationskih emulzija su: (1) stabilizacija suznog filma, (2) elektrostatska interakcija s

mucinima, (3) pobolj$anje apsorpcije (preuzeto i prilagodeno iz: Lallemand i sur., 2012)

Stearilamin (oktadecilamin) se ¢esto uklapa u razli¢ite formulacije pa tako i nanoemulzije i jedan
je od najcesce koristenih kationskih lipida koji se koristi kao nositelj pozitivnog naboja. Sadrzi
primarnu amino skupinu i ravni, zasi¢eni lanac od 18 ugljikovih atoma. Vrijednost pKa od 10,6
osigurava pozitivan naboj amino skupine unutar Sirokog raspona pH (Fraga i sur., 2008; Jeong i
sur., 2001).

Slika 5. Struktura stearilamina (preuzeto s www.spectrabase.com)



Amfifilne molekule gradene od lanca masne kiseline i pozitivno nabijene polarne skupine
predstavljaju veliku skupinu potencijalnih nositelja pozitivnog naboja u nanoemulzijama. Osim
kationskih lipida (stearilamin, oleilamin), tu ubrajamo molekule kao §to su DOTAP (N-(1-(2,3-
dioleoiloksi)propil)-N,N,N-trimetilamonij) klorid i DOPE (dioleoilfosfatidiletanolamin). Ovi
spojevi se dobro podnose i biorazgradivi su, no industrijska primjena je ograni¢ena zbog kemijske
nestabilnosti i potrebe za skladiStenjem na jako niskim temperaturama. Nositelji pozitivnog naboja
mogu biti i polimeri kao §to su poli(etilenimin) (PEI) i poli-L-lizin (PLL). Budu¢i da navedeni
spojevi nisu opisani u farmakopeji te da nije dobro istrazena njihova toksi¢nost, kao nositelji
pozitivnog naboja uzeti su u obzir i ekscipijensi koji su ve¢ u primjeni. Primjer su kvarterni
amonijevi spojevi kao §to su cetrimid i benzalkonijev klorid koji se koriste kao konzervansi. Njihov
je nedostatak sto mogu ostetiti epitelne stanice na povrSini oka istim mehanizmom djelovanja kojim

djeluju na mikroorganizme (Lallemand i sur., 2012).

1.1.4. Metode ispitivanja mukoadhezivnosti
Opisane su razli¢ite in vitro, ex vivo i in vivo metode ispitivanja mukoadhezivnih svojstava.
Medutim, zbog nedostatka standardizacije teSko je usporedivati rezultate dobivene razliCitim

metodama.

Vla¢na c¢vrstoca je od 1984. godine najéeS¢e koriStena In vitro metoda za odredivanje
bioadhezivnih interakcija, a prikladna je za ispitivanja ¢vrstih i polucvrstih uzoraka (Jurisi¢
Dukovski i sur., 2019). Metoda se zasniva na mjerenju maksimalne sile i rada potrebnih za pucanje
veza izmedu mucina i mukoadhezivnog uzorka. Prilikom provodenja mjerenja potrebno je podesiti
odredene parametare (Sila, vrijeme kontakta i brzina izvlacenja) ovisno o ispitivanom uzorku, a
rezultati dobiveni za razli¢ite uzorke nisu usporedivi. Ova metoda nije prikladna za tekuce uzorke.
Druga uobi¢ajena in vitro metoda je reoloska metoda koja moze otkriti interakcije izmedu mucina
i polimera na temelju povecanja viskoznosti (Juri$i¢ Dukovski i sur., 2019). Povecana viskoznost
je rezultat preraspodjele makromolekula nakon interakcije mucina i polimera iz uzorka (Bassi da
Silva i sur., 2017).

Inovativna in vitro metoda ispitivanje mukoadhezivnosti zasniva se na mjerenju promjene veli¢ine
i zeta-potencijala kapljica nanosustava nakon inkubacije s mucinom (Pereira de Sousa i sur., 2015).

Prikladna je za tekuce uzorke kako S$to su nanoemulzije, a koji sadrze pozitivno nabijene
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cestice/kapljice, ali ne moze se koristiti za ispitivanje mukoadhezije ¢vrstih ili polukrutih uzoraka

niti uzoraka ¢ija se mukoadhezivna svojstva ne temelje na elektrostatskoj interakciji.

1.2. Svojstva i karakteristike nanoemulzija

1.2.1. Veli¢ina kapljica i indeks polidisperznosti
Osnovna svojstva nanoemulzija su veli¢ina kapljica unutarnje faze te raspodjela veli¢ina kapljica
(polidisperznost). Kapljice nanoemulzija nisu uniformne pa se iz tog razloga ne mogu
karakterizirati jednom vrijednosti ve¢ se govori o prosjecnoj veliCini. Polidisperznost je mjera
heterogenosti veli¢ine kapljica i proporcionalna je standardnoj devijaciji funkcije raspodjele
veli¢ine Cestica (engl. droplet size distribution, DSD). Veca standardna devijacija ujedno znaci i
veci indeks polidisperznosti. Funkcija DSD najce$ce se prikazuje dijagramima i1 histogramima te
moze imati jedan ili viSe, simetricnih ili asimetri¢nih pikova. Nanoemulzije obi¢no pokazuju
monomodalnu (jedan pik) i simetri¢nu log-normalnu funkciju raspodjele veli¢ine. Neke od veli¢ina
koje se koriste za izraZzavanje polidisperznosti su indeks polidisperznosti PDI (engl. polydispersity
indeks), koeficijent varijacije CV% i raspon (engl. span). Najée$¢e se upotrebljava PDI, a
izraCunava se iz standardne devijacije raspodjele veliCine i1 prosje¢nog promjera prema formuli:

g

2
PDI = (Calder¢ i sur., 2016). Sustavi ¢iji je PDI manji od 0,2 smatraju se monodisperznima
D

50

(Mason i sur., 2006).

1.2.2. Opticka svojstva
Najvaznija opticka svojstva koja se odnose na nanoemulzije su transparentnost i boja. Ovisno o
veli¢ini kapljica i koncentraciji, izgled moZe varirati od opalescentno—bijelog do transparentnog.
Transparentnost pripravka je pozeljna jer ne uzrokuje zamucenje vida nakon oftalmi¢ke primjene,
a postize se smanjenjem kapljica unutarnje faze i smanjenjem razlike indeksa refrakcije
dispergirane i1 kontinuirane faze. U svrhu uskladivanja indeksa refrakcije obi¢no se dodaju
suotapala i topljive tvari (Garcia-Celma i sur., 2016). Cesto se primije¢uje plavkasta boja

nanoemulzije, koja je posljedica Rayleighevog rasprsenja svjetlosti (Mason i sur., 2006).
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1.2.3. Stabilnost nanoemulzija
Stabilnost se moze definirati kao sposobnost sustava da zadrzi izvorna svojstva nepromijenjenima
neovisno o vanjskim utjecajima. Budu¢i da je za nastanak nanoemulzija potrebno dovesti energiju
u sustav, slobodna energija koloidne disperzije, odnosno kapljica ulja dispregiranih u vodi, veca je
od slobodne energije razdvojenih faza. 1z tog je razloga nastala nanoemulzija termodinamicki
nestabilna i teZi razdvajanju faza. Ukoliko se osigura dovoljno velika energetska barijera izmedu
ova dva stanja, nanoemulzije mogu postati metastabilne odnosno kineticki stabilne. Veca
energetska barijera osigurava dulje vrijeme tijekom kojeg ¢e nanoemulzije ostati stabilne 1 zadrzati
svoja izvorna svojstva (Tadros, 2013; Koroleva i Yurtov, 2012; McClements, 2012). Visina
energetske barijere je uglavnom odredena fizicko-kemijskim fenomenima koji sprjecavaju
medusobno priblizavanje kapljica. Pod spomenutim fenomenima uglavnom se misli na odbojne
stericke 1 elektrostatske interakcije izmedu kapljica. Ucestalost medusobne interakcije kapljica

izravno utjeCe na teznju sustava za razdvajanjem faza.

Stabilnost nanoemulzija promatra se s dva aspekta: fizicko-kemijska stabilnost te kemijska
stabilnost. U kojoj mjeri ¢e do¢i do razgradnje/raspada sustava ovisi 0 sastavu samog sustava (0
vrsti ulja, surfaktanta, relativnim koncentracijama, pH, o ionskoj jakosti i tipu otapala) i 0 uvjetima

okoline (temperatura, vanjske sile) (McClements, 2012).

Kineti¢ka stabilnost nanoemulzija posljedica je male veli¢ine kapljica Sto im osigurava i relativnu
otpornost na procese sedimentacije ili vrhnjenja, a osnovni mehanizam destabilizacije nanoemuzija
je Ostwaldovo zrenje. To je ireverzibilan proces u kojem dolazi do povecanja veé¢ih kapljica na
ra¢un manjih. Objasnjeno je Kelvinovim efektom iz kojeg proizlazi da molekule na povr$ini manjih
kapljica lakSe odvajaju zbog slabijih kohezijskih sila, $to je posljedica manjeg polumjera
zakrivljenosti. Male kapljice difundiraju kroz vanjsku fazu i ulaze u vece kapljice, koje tada rastu.
Buduci da do prijenosa mase (molekula) dolazi kad molekule unutarnje (uljne) faze putuju kroz
kontinuiranu (vodenu fazu), topljivost unutranje faze u kontinuiranoj fazi je kriti¢ni faktor koji
utjece na Ostwaldovo zrenje. Veca topljivost ujedno znaci i lak$e putovanje molekula unutarnje
faze kroz kontinuiranu fazu i laksi prijenos mase s malih na velike kapljice te, u krajnjem slucaju,
razdvajanja faza (Gupta i sur., 2016). Osim toga, Klju¢ni parametri koje je potrebno kontrolirati u
proizvodnji su veli¢ina Cestica, indeks polidisperznosti, zeta-potencijal te viskoznost vanjske faze
(Koroleva i Yurtov, 2012).
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U procesu flokulacije kapljice se potaknute privlaénim silama povezuju te se zatim gibaju zajedno.
Koalescencija je ireverzibilan proces u kojem dolazi do fuzije kapljica unutarnje faze i formiranja
vecih kapljica $to se nastavlja sve do potpunog razdvajanja faza. Buduéi da su kineticki stabilnije,

nanoemulzije su manje sklone koalescenciji u odnosu na makroemulzije.
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Slika 6. Mehanizmi destabilizacije nanoemulzija (preuzeto iz: Gupta i sur., 2016)

Kemijski procesi mogu uzrokovati promjenu sastava nanoemulzije a time i promjenu svojstava te
stabilnosti sustava. Kemijske promjene su uglavnom posljedica kontakta s atmosferskim kisikom
ili nekim drugim oksidansima. Osim toga, izloZenost suncevom svjetlu moZe dovesti do
fotokemijskih reakcija u sustavu. Kako bi se sprije¢ila oksidacija, nanoemulzijama se dodaju

antioksidansi, a od suncevog svjetla se obi¢no zasticuju posebnom ambalazom. Izlozenost zraku
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mogla bi rezultirati biorazgradnjom djelovanjem mikroorganizama, a kako bi se to izbjeglo

nanoemulzijama se dodaju konzervansi (Garcia-Celma i sur., 2016).

1.2.4. ReoloSka svojstva
Vec¢ 1 male promjene u strukturi ili sastavu uzorka rezultiraju mjerljivim promjenama reoloskih
svojstava. Iz tog razloga reologija omogucuje pracenje stabilnosti nanoemulzija te prilagodbu
vaznih svojstava kao $to su viskoznost, tekstura i konzistentnost. Reoloska karakterizacija iznimno
je vazna ne samo tijekom razvoja nanoemulzija ve¢ i za kontrolu kvalitete gotovih pripravaka

(Tadros, 2013).

Nanoemulzije pokazuju razli¢ita reoloSka svojstva u rasponu od Newtonovih fluida do
viskoelasti¢nih sustava razli¢ite konzistencije. Pove¢anjem ukupnog volumena dispergirane faze
dolazi do povecanja viskoznosti i promjene reoloskih svojstava nanoemulzije od Newtonovog
sustava (razrjedeni uzorci) do pseudoplasti¢nog, tiksotropnog ili viskoelasti¢nog sustava (Garcia-

Celma i sur., 2016).

1.2.5. Elektrokemijska svojstva
Kapljice nanoemulzije mogu biti nabijene, a naboj najces¢e dolazi od ionogenih surfaktanata,
slobodnih masnih kiselina iz uljne faze ili od elektrolita (iz vanjske faze). Struktura i stabilnost
sustava ovise o ravnotezi izmedu privlacnih 1 odbojnih sila koje se javljaju medu kapljicama
nanoemulzije. VeliCine koje se najces¢e koriste za elektrokemijsku karakterizaciju nanoemulzija

su specifi¢na elektricna provodljivost (k) 1 zeta-potencijal (povrsinski elektricni potencijal).

Specifi¢na elektri¢na provodljivost je mjera sposobnosti materijala da provodi elektri¢nu struju, a
moze se koristiti 1 za odredivanje tipa emulzija. Emulzije U/V tipa pokazuju visoke vrijednosti
specifi¢ne provodljivosti dok su za V/U tip karakteristine vrlo niske vrijednosti. Zbog tih razlika
moguce je proucavati procese inverzije faza mjerenjem promjene specificne provodljivosti do koje

dolazi nakon promjene temperature ili koncentracije odredenih komponenti emulzije.

Kapljice unutarnje faze mogu biti okruzene ionskim surfaktantima ili amfoternim surfaktantima
koji ioniziraju ovisno o okolini. Osim toga, kontinuirana faza moze sadrzavati elektrolite.
Elektrokemijske teorije objaSnjavaju premjestanje iona suprotnog naboja iz vanjske faze u blizinu
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kapljice s ciljem neutralizacije viska naboja na povrsini kapljice (Slika 7). Uz pozitivno nabijenu
povrsinu nalaze se negativno nabijeni ioni u otopini, tako da ih je uz samu povrsinu Cestice najvise,
a zatim se, s udaljeno$¢u od cestice prema dubini otopine, broj pozitivnih i negativnih iona
izjednacava. Opisana pojava naziva se dvostrukim elektricnim slojem. Na taj nacin nastaje
elektri¢ni dvosloj. Unutrasnji sloj ¢ine ioni suprotnog naboja ¢vrsto vezani na povrsinu kapljice i
naziva se Sternov sloj. Vanjski je sloj difuzijski $to znaci da su ioni slabije vezani na povrSinu
kapljice itaj je sloj pomican, a naziva se Gouy-Chapmanov sloj (Garcia-Celma i sur., 2016). Unutar
difuzijskog sloja postoji imaginarna granica i ioni unutar te granice su ¢vrs¢e vezani. Kada se
kapljica pokrece spomenuti ioni, kao 1 ioni iz Sternovog sloja, krecu se zajedno s njom. Potencijal
izmjeren na ovoj imaginarnoj granici, odnosno granici hidrodinami¢kog smicanja, naziva se zeta-
potencijal. Veli¢ina zeta-potencijala ukazuje na stabilnost sustava. Sustav se smatra stabilnim ako
je vrijednost zeta-potencijala pozitivnija od +30 mV ili negativnija od -30 mV. U tom slu¢aju
Cestice se medusobno odbijaju i nemaju sklonosti za medusobnu interakciju koja bi mogla dovesti

do razdvajanja faza.
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Slika 7. Zeta-potencijal i elektricni dvosloj (Preuzeto iz: Herrada i sur., 2014)
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1.3. Metode izrade nanoemulzija
Metode za izradu nanoemulzija dijele se na dvije glavne skupine ovisno o energiji koju je sustavu
potrebno dovesti da bi doslo do formiranja nanoemulzije. Razlikuju se visokoenergetske metode
kod kojih je potrebna energija dobivena od vanjskog izvora i niskoenergetske kod kojih je potrebna

energija pohranjena u samom sustavu (Garcia-Celma i sur., 2016).

1.3.1. Visokoenergetske metode
Prilikom izrade nanoemulzija visokoenergetskim metodama, potrebno je prvo napraviti grubu
emulziju mijeSanjem uljne i vodene faze prethodno zagrijane na jednaku temperaturu. Dobivena
primarna emulzija se zatim obraduje mehanickim uredajima koji stvaraju snazne sile s ciljem
smanjenja veli¢ine kapljica (Jumaa i Miiller, 1999). Neki od najces¢e koriStenih mehanickih

uredaja su mikrofluidizatori, visokotla¢ni homogenizatori i ultrasonikatori.

Kod metode mikrofluidizacije koristi se visoki tlak za usmjeravanje emulzije kroz mikrokanale, a
pokazano je da su rezultat homogenije nanoemulzije manjih kapljica unutarnje faze u odnosu na
one pripravljene tradicionalnim metodama homogenizacije (Jafari i sur., 2006). Princip rada
mikrofluidizatora zasniva se na sustavu za hidraulicki prijenos snage koji, pod visokim tlakom,
dovodi hidraulicko ulje do potisne visokotlacne pumpe koja pojacava hidraulicki tlak te ga pretvara
u tlak koji djeluje na uzorak. Za vrijeme usisavanja, pumpa uvla¢i uzorak iz ulaznog spremnika u
tlanu komoru preko ventila koji se zatim zatvara. Uzorak se tu izlaze konstantnim, visokim
vrijednostima tlaka te tako stlaen ulazi u interakcijsku komoru. Kao posljedica prolaska kroz
mikrokanale, dolazi do znatnog ubrzanja toka uzorka. Smanjenje veliCine kapljica rezultat je dviju
sila koje ovdje djeluju na uzorak: sile smicanja koja zbog doticaja sa stijenkama mikrokanali¢a pri
visokim brzinama uzrokuje deformacije uzorka i sile sudara koja nastaje kad struja uzorka pri
velikim brzinama djeluje sama na sebe. Nakon izlaska iz interakcijske komore, uzorak se dalje
obraduje prolaskom kroz pomo¢ne module za obradu. Grube emulzije moguce je propustati kroz
mikrofluidizator i viSe puta, dok se ne postigne Zeljena veli¢ina kapljica (Gupta i ostali, 2016;
Sutradhar, 2013).
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Slika 8. Princip rada mikrofluidizatora (preuzeto i prilagodeno iz: Sutradhar, 2013)

Visokotla¢ni homogenizator radi na slicnom principu. Nakon §to se u kompresijskoj komori tlak
poveéa do najvecih predvidenih vrijednosti, uzorak se usmjerava prema homogenizacijskom
ventilu. Ondje dolazi do usitnjavanja uzorka pod utjecajem turbulencije, lokalne kavitacije,

smi¢nog naprezanja te sudara kapljica pri velikim brzinama (Gupta i sur., 2016)

Ultrasonikatori koriste zvu¢ne valove visokih frekvencija kako bi stvorili turbulentnu silu koja

razara kapljice (Gupta i sur., 2016; Anton i Vandamme, 2009).

Prednost visokoenergetskih metoda je ¢injenica da se pomocu ovih uredaja velik broj razli¢itih ulja
moze Kkoristiti za izradu nanoemulzija, a najvaznije ograni¢enje, 0Sim Visoke cijene uredaja,

predstavlja i osjeljivost lijekova na velike sile te temperature koje se stvaraju u ovakvim uredajima.

1.3.2. Niskoenergetske metode
Niskoenergetske metode za stvaranje nanoemulzija koriste intrizi¢na fizicko-kemijska svojstva

komponenti nanoemulzije, a dijele se na metode spontanog emulgiranja i fazne inverzije.
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Postupak spontanog emulgiranja ukljucuje prethodnu odvojenu pripremu uljne i vodene faze. Uljnu
fazu ¢ini ulje otopljeno u vodotopljivom organskom otapalu. Takvo polarno organsko otapalo
prilikom mijesanja faza difundira iz uljne u vodenu fazu te nastaje sustav kapljica ulja dispergiranih
u vodenoj kontinuiranoj fazi (Morales i sur., 2003). Na kraju procesa potrebno je ukloniti organsko
otapalo isparavanjem. Nedostaci ove metode su toksi¢nost organskih otapala i moguci problemi s
ostatnim otapalom. Opisani su i sluc¢ajevi pripreme nanoemulzija gdje, umjesto otapala, iz uljne u

vodenu fazu difundira sam surfaktant (Solans i sur., 2015; Komaiko i McClements, 2014).

Najcesce se koristi metoda temperaturne fazne inverzije koja se zasniva se na razli¢itoj topljivosti
surfaktanata pri razli¢itim temperaturama. Koriste se surfaktanti koji su pri nizim temperaturama
topljivi u vodi, a na vi§im postaju slabije topljivi i prelaze u uljnu fazu. Prvo se pripremi U/V
makroemulzija koja se potom zagrijava pri ¢emu surfaktant postaje sve lipofilniji. Iznad odredene
temperature (temperature fazne inverzije, engl. phase inversion temperature, PIT) dolazi do
inverzije faza te nastaje V/U emulzija. Emulzija se zatim naglo hladi ¢ime surfaktant ponovno
postaje topljiv u vodi, a nagli i brzi prelazak iz uljne u vodenu fazu generira energiju za usitnjavanje

kapljica do nano-veli¢ina (Solans i sur., 2005; Morales i sur., 2003).

17



2. OBRAZLOZENJE TEME

Cilj ovog diplomskog rada bio je pripraviti kationsku nanoemulziju namijenjenu topikalnoj
oftalmickoj primjeni. Najvec¢i izazov pri izradi kationske nanoemulzije je odabir nositelja
pozitivnoga naboja i njegovog udjela u formulaciji kako bi se osiguralo produljeno vrijeme
zadrzavanja lijeka na povrsini oka. U ovom radu kationski lipid stearilamin odabran je kao nositelj
pozitivnog naboja.

Specificni ciljevi diplomskog rada bili su:

— pripraviti nanoemulzije visokoenergetskom metodom mikrofluidizacije;

— odrediti klju¢na fizicko-kemijska svojstva nanoemulzija koja utjeCu na njihov klinic¢ki
uc¢inak ukljucujuéi veli¢inu kapljica, indeks polidisperznosti, zeta-potencijal, pH, profil
viskoznosti formulacije kao funkcije primijenjene sile smicanja te povrsSinsku napetost;

— ispitati mukoadhezivnost pripravljenih nanoemulzija ispitivanjem interakcije pozitivno

nabijenih kapljica nanoemulzije i mucina mjerenjem zeta-potencijala i veli¢ine kapljica.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Za izradu nanoemulzija koristeni su stearilamin (Sigma-Aldrich, Njemacka), Miglyol 812 (Kemig,
Hrvatska), Kolliphor EL (BASF, Njemacka), glicerol (TTT, Hrvatska) i pro¢i§¢ena voda.

Za potrebe ispitivanja mukoadhezivnosti dispergiran je mucin (tip 3, djelomi¢no procis¢en, mucin
iz zeluca svinje; Sigma-Aldrich) u simuliranoj suznoj tekucini izradenoj otapanjem KCI, NacCl,

NaHCO3 (Kemig, Hrvatska) te CaCl.x2H>0 (Sigma-Aldrich, Njemacka) u proc¢iséenoj vodi.

3.2. Metode

3.2.1. lzrada nanoemulzija
U sklopu ovog diplomskog rada izradeno je pet U/V nanoemulzija s razli¢itim koncentracijama
stearilamina kao nositeljem pozitivnog naboja. Maseni udjeli stearilamina u pojedinim
nanoemulzijama iznose redom 0, 0,01, 0,05, 0,11 0,3 %. Maseni udjeli ostalih sastavnica su jednaki
u svim nanoemulzijama i iznose: 5 % Miglyol 812, 2,5 % Kolliphor EL i 2,5 % glicerol. Ostatak

do 100 % mase ¢inila je pro¢isé¢ena voda.

Svi uzorci su pripravljeni su u duplikatu i istim postupkom. Sastavnice uljne i vodene faze izvagane
su u odvojenim ¢asama te su se odvojeno zagrijavale uz stalno mijeSanje na magnetnoj mjesalici s
grijacem. Kada je u obje faze postignuta jednaka temperatura od 60 °C, vodena faza je dodana u
uljnu. Dobivene grube emulzije zatim su obradene na Ultra-Turraxu (ULTRA-TURRAX®, IKA®-
Werke GmbH & Co., Staufen, Njemacka) pri 6000 rpm tijekom 5 minuta. Kako bi se dobile
nanoemulzije, svaka emulzija je zatim propusStena kroz mikrofluidizator (Model M-110EH-30
Microfluidizer, Microfluidics, Newton MA, SAD) 10 puta pri tlaku od 14500 psi (1000 bara).

Nanoemulzije su u zatvorenim staklenim bocama ¢uvane u hladnjaku na +4 °C.

3.2.2. Ispitivanje reoloskih svojstava
Prilikom ispitivanja reoloskih svojstava nanoemulzija koriSten je uredaj Modular Compact
Rheometer 102 (Anton Paar GmbH, Austria). S ciljem ispitivanja ovisnosti viskoznosti

nanoemulzije o gradijentu brzine smicanja koristena je rotacijska metoda, kod koje se pomi¢no
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mjerno tijelo okre¢e uvijek u istom smjeru. Upotrebljeno je pomi¢no mjerno tijelo stozac (CP50-

1), pri ¢emu je njegova udaljenost od nepomi¢nog mjernog tijela iznosila 0,202 mm.

Gornja ploca
(pomiéno mjerno
tijelo oblika stozca) m Donja plo¢a

Slika 9. Princip rada rotacijskog reometra (preuzeto s www.rdmag.com)

Rotacijski reometar rotira pomi¢no mjerno tijelo kontroliranom brzinom te mjeri zakretni moment

(engl. torque) na stoScu. 1z zakretnog momenta uredaj zatim raGuna smi¢no naprezanje (engl. shear
stress). Izraz koji povezuje smi¢no naprezanje i viskoznost glasi: 1 = % , gdje je n viskoznost, t
smi¢no naprezanje, a D brzina smicanja (engl. shear rate). Sloj tekuéine na donjoj plo¢i se ne
pomice, a sloj najblizi gornjoj plo¢i krece se najbrze, brzinom kojom se rotira pomi¢no mjerno
tijelo. Brzina smicanja ra¢una se tako da se brzina gornje plo¢e (u metrima po sekundi) podijeli s

razmakom izmedu dviju plo¢a (u metrima): D = % (www.wiki.anton-paar.com).

Mijerenja su provedena pri gradijentu brzine smicanja u rasponu od 1 do 100 s i pri temperaturi
25 °C.

20



3.2.3. Odredivanje pH
Vrijednosti pH nanoemulzija su odredivane u duplikatu koristec¢i prethodno kalibriran Seven Multi

pH/kondukto-metar (Mettler Toledo, SAD) pri temperaturi 25 °C.

3.2.4. Odredivanje povrsinske napetosti
U svrhu odredivanja povrSinske napetosti formulacija koriSten je uredaj Force Tensiometer K-100
(Kriiss, Njemacka). Mjerenje je vrseno Du Noiiyevom metodom S prstenom.

Fmax
Ixcos @

Povrsinska napetost se racuna prema formuli: 0 =

Prsten se prvo uroni u ispitivani uzorak pa se krene polagano izvlaciti. Maksimalna sila Fmax nastaje
kada se lamela, koja nastaje kada se prsten krece kroz faznu granicu, poravna vertikalno s ravninom
prstena. Tada je kontaktni kut 6 jednak 0° (cos 6 = 1). Duljina | oznacava zbroj unutarnjeg 1
vanjskog opsega prstena (https://www.kruss-scientific.com).

Air
Pt-Ir ring

F = Force

AA

Slika 10. Odredivanje povrsinske napetosti Du Noiliyevom metodom otkidanja prstena od povr$ine

tekucine (preuzeto www.kruss-scientific.com)
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Povrsinska napetost je odredena pri 25 °C, uz pretpostavku da se vrijednosti zna¢ajno ne mijenjaju

pri temperaturi povrsine oka koja iznosi 34 °C (Hotujac Grgurevi¢ i sur., 2016).

3.2.5. Odredivanje veli¢ine kapljica
Veli¢ina kapljica unutarnje faze nanoemulzija, kao i raspodjela veli¢ine kapljica, izmjerena je
pomo¢u uredaja ZETASIZER ULTRA, Malvern Panalytical (Ujedinjeno Kraljevstvo).
Primijenjena je tehnika dinamickog rasprSenja svjetlosti (engl. Dynamic Light Scattering, DLS).
Prednosti metode dinamickog rasprSenja svjetlosti su brzina, to¢nost i ponovljivost. Takoder,

metoda zahtjeva male koli¢ine uzorka 1 nije destruktivna.

Mjerenje je temeljeno na Brownovom gibanju, odnosno konstantnom, nasumi¢nom gibanju
kapljica ulja u nanoemulziji. Kada se uzorak obasja laserskom zrakom, uslijed takvog gibanja,
dolazi do promjena intenziteta rasprsene svjetlosti. Uredaj detektira intenzitet rasprSene svjetlosti

pod kutem od 174,7° te na temelju izmjerenih vrijednosti odreduje brzinu Brownovog gibanja, a

kpXT

zatim i veli¢inu kapljica koriste¢i Stokes-Einsteinovu jednadzbu: D = p—
0

U navedenoj formuli kg oznacava Boltzmannovu konstantu, T temperaturu, » viskoznost i te
vrijednosti su nam poznate. Iz izmjerene brzine Brownovog gibanja, odnostno difuzijskog
koeficijenta D, izracunava se radijus kapljica Ro. Brzina takvog kaoti¢nog gibanja ovisi o veli¢ini

Cestica te vrijedi da se manje Cestice gibaju brZze u odnosu na one ve¢ih dimenzija.

Za potrebe mjerenja koristene su kivete za jednokratnu upotrebu DTS0012, Sarstedt (Njemacka),
a uzorci su prethodno razrijedeni 100 puta proc¢is¢enom vodom prethodno filtriranom kroz
mikrobakterioloski filter od polietersulfona (PES) veli¢ine pora 0,45 pm. Sva mjerenja su izvrSena

u duplikatu te su provedena pri temperaturi 25 °C.

3.2.6. Odredivanje zeta-potencijala
Zeta-potencijal takoder je odreden koristenjem uredaja ZETASIZER ULTRA. Metodom
elektroforetskog rasprsenja svjetlosti (engl. Electrophoretic Light Scattering, ELS) mijeri se
elektroforetska pokretljivost kapljica u wuzorku. ELS kombinira rasprSenje svjetlosti s

elektroforezom. Uzorak se stavlja u kivetu koja sadrzi dvije elektrode preko kojih se primijenjuje
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elektri¢no polje. U takvim uvjetima svaka ¢e nabijena Cestica u uzorku migrirati prema suprotno
nabijenoj elektrodi potaknuta privlacnim elektrostatskim silama. Na Cestice istovremeno djeluju i
sile viskoznosti nastoje¢i se suprostaviti tom kretanju. Nakon uspostave ravnoteze izmedu ove
dvije suprotne sile, Cestice se kre¢u stalnom brzinom. Brzina kretanja ovisi o jakosti elektricnog
polja, viskoznosti disperznog sustava i dielektricnoj konstanti i zeta-potencijalu. Gibajuéi se,
nabijene Cestice rasprSuju svjetlost. Promjenom brzine gibanja, dolazi do promjene frekvencije
svjetlosti. Iz spektra frekvencija proizaslih iz detektiranih fotona svjetlosti dobije se vrijednost

elektroforetske pokretljivosti, a iz nje zeta-potencijal.

Prije mjerenja, uzorci su razrijedeni 100 puta 10 mM otopinom NaCl koja je prethodno filtrirana
kroz mikrobakterioloski filter od polietersulfona (PES) veli¢ine pora 0,45 um. Sva su mjerenja
provedena u duplikatu i pri temperaturi 25 °C. KoriStena je kiveta DTS1070, Malvern Panalytical
(Ujedinjeno Kraljevstvo).

3.2.7. lspitivanje mukoadhezivnosti
Prilikom ispitivanja mukoadhezivnosti prvo je napravljena simulirana suzna tekuc¢ina (engl.
Simulated Tear Fluid, STF). U pro¢is¢enoj vodi su otopljene soli KC1 (1,4 mg/mL), NaCl (6,8
mg/mL), NaHCO3 (2,2 mg/mL) i CaCl, x 2H>0 (0,08 mg/mL) (Krtali¢ i sur., 2018). Dodatkom 1
M otopine HCI, pH STF-a je podesen na 7,4 kako bi odgovarao pH vrijednosti stvarne suzne

tekucine.

Budu¢i da se na povrSini oka nalaze i mucini (Ludwig, Reimann, 2015), idu¢i je korak bila
priprema disperzije mucina u STF-u. Mucin je dispergiran u STF-u te gruba disperzija ostavljena

preko noc¢i na magnetskoj mjesalici. Izradene su disperzije koje sadrze 0,015 i 1 % (m/m) mucina.

Ispitivanje mukoadhezivnosti izvrSeno je metodom koju su opisali Pereira de Sousa i suradnici
(Pereira de Sousa i sur., 2015) te su pritom nanoemulzije pomijeSane s disperzijom mucina u
omjeru 40:7 (v/v). Ovaj omjer je izabran kako bi se simulirali uvjeti na povr$ini oka nakon primjene
oftalmi¢kog pripravka buduc¢i da volumen jedne kapi primjenjenog pripravka iznosi oko 40 uL, a
volumen suznog filma 7 uL (Krtali¢ i sur., 2018). Smjesa je inkubirana pri 25 °C uz stalno mjeSanje

na magnetskoj mjesalici brzinom od 300 rpm. Uzorci za mjerenje uzeti su nakon 5 i nakon 20
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minuta inkubacije. Mjereni su zeta-potencijal, veli¢ina kapljica te indeks polidisperznosti kao $to

je prethodno opisano.

U svrhu optimizacije metode koriStene su disperzije s razlic¢itim koncentracijama mucina pa je tako
svaka nanoemulzija bila posebno inkubirana s 0,015 te s 1 %-nom disperzijom mucina u STF-u.
Takoder, mjerenja su vrSena pri razli¢itim razrjedenjima pa su uzorci bili razrjedeni s pro¢iS¢éenom
vodom ili 10 mM otopinom NaCl u omjeru 1:10 (v/v) te u omjeru 1:100 (v/v). Sva su mjerenja

izvrSena u duplikatu 1 pri 25 °C.

24



4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprava nanoemulzija
Metodom mikrofluidizacije uspjesno su pripravljene nanoemulzije s razli¢itim koncentracijama
stearilamina te nanoemulzija bez stearilamina koja je koriStena kao negativna kontrola tijekom
daljnjih ispitivanja. Nije primije¢eno razdvajanje faza, a sve nanoemulzije su nakon propustanja

kroz mikrofluidizator poprimile mlije¢no bijelu boju s blago plavic¢astim odsjajem.

Uljnu fazu je osim stearilamina ¢inio Miglyol 812, a vodenu fazu procis¢ena voda, Kolliphor EL
(neionogeni surfaktant) te glicerol koji je koriSten za izotonizaciju formulacija. Neionogeni
surfaktant zasluzan je za stericku stabilizaciju i dodan je uzorcima kako bi se osigurala stabilnost
nanoemulzija u kojima koncentracija stearilamina nije dovoljna za postizanje elektrostatske

stabilizacije.

4.2. Karakterizacija nanoemulzija

4.2.1. Ispitivanje reoloskih svojstava
Mijerenjem viskoznosti uzoraka pri kontroliranoj brzini smicanja nastojalo se pokazati na koji na¢in
udio stearilamina u nanoemulziji utje¢e na njezinu viskoznost te odgovaraju li nanoemulzije
Newtonovim sustavima. Odnos izmedu smi¢nog naprezanja, 1, i gradijenta brzine smicanja, D, kod
idealnih Newtonovskih tekucina je linearan. 1z toga proizlazi da se viskoznost ne mijenja, odnosno

ostaje konstantna neovisno o sili koja djeluje na sustav.

Rezultati mjerenja ovisnosti prividne viskoznosti uzorka o gradijentu brzine smicanja prikazani
su Slikom 11.
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Slika 11. Ovisnost prividne viskoznosti uzorka o gradijentu brzine smicanja.

Mijerenjem ovisnosti prividne viskoznosti o gradijentu brzine smicanja uo¢eno je da nanoemulzije
pokazuju karakteristike Newtonovih sustava. Kod uzoraka s ve¢im udjelom stearilamina (0,1 %
(m/m) i 0,3 % (m/m) stearilamina) uocena su blaga odstupanja vrijednosti prividne viskoznosti
tijekom mjerenja, $to bi se moglo objasniti talozenjem stearilamina iz nanoemulzija tijekom

mjerenja.
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Tablica 1. Ovisnost viskoznosti uzorka (srednja vrijednost + standardna devijacija) o koncentraciji

stearilamina. Rezultati su izracunati metodom regresije pomo¢u programa Rheo-Compass (Anton

Paar).
Stearilamin (%, m/m) Viskoznost [mPa-s]
0 1,324 £ 0,015
0,01 1,390 + 0,036
0,05 1,709 + 0,067
0,1 3,803 +£ 0,818
0,3 2,797 £ 0,298

U tablici 1 prikazan je utjecaj koncentracije stearilamina na viskoznost uzorka. Najmanja vrijednost
viskoznosti zabiljezena je kod nanoemulzija bez stearilamina dok uzorci koji sadrze stearilamin
pokazuju vece viskoznosti. Najveca vrijednost izmjerena je za nanoemulzije s koncentracijom
stearilamina od 0,1 % (m/m). Ovako niske vrijednosti viskoznosti, sli¢ne vrijednosti vode,

omogucavaju jednostavnu primjenu te to¢nost doziranja kapi za oko (Walenga i sur., 2018).

4.2.2. Odredivanje pH
Optimalna vrijednost pH oftalmickih pripravaka jednaka je pH vrijednosti suzne tekucine 1 iznosi
7,4. Oko tolerira pripravke ¢iji je pH unutar raspona vrijednosti od 4 do 8, a ukoliko vrijednost pH
izlazi izvan tog raspona, moze do¢i do iritacije, nelagode pri upotrebi te do smanjene

bioraspolozivosti primijenjenog lijeka zbog povecanog suzenja oka (Baranowski i sur., 2014).
Rezultati mjerenja pH vrijednosti nanoemulzija prikazani su Tablicom 2.

Tablica 2. Ovisnost pH nanoemulzija (srednja vrijednost + standardna devijacija) o koncentraciji

stearilamina.
Stearilamin (%, m/m) pH
0 4,89 +£0,04
0,01 6,15+ 0,03
0,05 7,28 £ 0,21
0,1 8,41 +0,14
0,3 9,07 £0,01
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Uoceno je da uzorak bez stearilamina ima najnizi pH, a vrijednosti se povecavaju s pove¢anjem
koncentracije stearilamina. Naime, stearilamin u svojoj strukturi sadrzi amino skupinu koja tezi

protoniranju (pKa = 10,6). Na taj na¢in stearilamin pridonosi poveéanju pH vrijednosti u uzorcima.

pH vrijednosti uzoraka s 0,1 % (m/m) 10,3 % (m/m) stearilamina izlaze izvan raspona prihvatljivog
za oftalmicku primjenu, a najpovoljnijim se pokazao uzorak s 0,05 % (m/m) stearilamina buduéi

da je njegov pH gotovo identican onom suzne tekucine.

4.2.3. Odredivanje povrsinske napetosti
Povrsinska napetost na medupovrsini zrak/suzna tekuc¢ina ima fizioloski raspon od 40 do 46 mN/m
¢ime se osigurava optimalna stabilnost suznog filma. ViSe vrijednosti povrSinske napetosti su
karakteristika sindroma suhog oka 1 povezuju se sa smanjenom stabilnoS¢u suznog filma te
njegovim preuranjenim pucanjem. Potrebno je da oftalmicki pripravci budu kompatibilni sa
suznom tekuc¢inom u pogledu povrSinske napetosti kako bi se osiguralo primjereno Sirenje
oftalmiCkog proizvoda po povrsini oka i mijeSanje sa suznom teku¢inom. Na taj nacin povecava se
dodirna povrsina oftalmickog proizvoda s povrsinom dostupnom za apsorpciju lijeka Sto rezultira
poboljsanom bioraspolozivos¢u djelatne tvari u oku. Takoder, povecana je ugodnost primjene, a

time i suradljivost pacijenata (Pepi¢ i sur., 2004).

Rezultati mjerenja povrsinske napetosti uzoraka prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Ovisnost povrSinske napetosti nanoemulzija (srednja vrijednost = standardna devijacija)

0 koncentraciji stearilamina.

Stearilamin (%, m/m) | PovrSinska napetost [mN/m]
0 34,53+1,16
0,01 34,98 + 0,38
0,05 34,57+ 0,37
0,1 32,67 +0,62
0,3 31,29+1,02
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Opazeno je smanjenje vrijednosti povrSinske napetosti s pove¢anjem koncentracije stearilamina u
uzorcima. Rezultati su u skladu s oc¢ekivanjima jer je poznata Cinjenica da stearilamin smanjuje

povrsinsku napetost te se koristi kao surfaktant (Owen i Butler, 2011).

Manji broj zabiljezenih studija ukazuje da bi pripravci za oko ¢ija je povrSinska napetost manja od
35 mN/m mogli uzrokovati bol i neugodu prilikom primjene. Medutim, jo$ uvijek nema dovoljno
dokaza da se sa sigurno$c¢u utvrdi je li to uistinu rezultat niske povrsSinske napetosti ili prisutnosti

odredenih sastojaka u formulacijama (Grgurevic i sur., 2016).

4.2.4. Odredivanje veli¢ine kapljica i indeksa polidisperznosti
Odredivanje veli¢ine kapljica unutarnje faze te raspodjele veli¢ine kapljica bitan je dio
karakterizacije nanoemulzija. Na temelju ovih podataka donosimo zaklju¢ke o prikladnosti
ispitivanih nanoemulzija za oftalmiCku primjenu jer ta fizicko-kemijska svojstva odreduju

stabilnost i kvalitetu pripravka (Pereira i sur., 2015).

Rezultati mjerenja prikazani su Tablicom 4.

Tablica 4. Ovisnost veli¢ine kapljica i indeksa polidisperznosti (srednja vrijednost & standardna

devijacija) o koli¢ini stearilamina u uzorku.

Stearilamin (%, m/m) Veli¢ina kapljica (nm) PDI
0 94,27 + 0,67 0,114 +0,012
0,01 92,32 + 1,09 0,131 + 0,007
0,05 95,59 + 2,18 0,187 +0,014
0,1 111,95+0,91 0,190 £+ 0,007
0,3 92,25 £ 1,68 0,212 £0,018

Svi uzorci pokazuju veli¢inu kapljica u nanometarskom podruéju, unutar raspona od 92 nm do 112
nm, ali nije uo€en utjecaj koncentracije stearilamina na veli¢inu kapljica nanoemulzije. Najveca

vrijednost prosje¢nog promjera kapljica izmjerena je kod nanoemulzija s 0,1% (m/m) stearilamina.
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Rezultati mjerenja indeksa polidisperznosti ukazuju na usku raspodjelu veli¢ine kapljica. Svi
uzorci pokazuju vrijednosti PDI u rasponu od otprilike 0,1 do 0,2. Takvi rezultati ukazuju na
kvalitetan i stabilan sustav. UoCen je blagi porast indeksa polidisperznosti proporcionalno s
poveéanjem koncentracije stearilamina u uzorku, no vrijednosti i dalje odgovaraju zadanim

kriterijima.

4.2.5. Odredivanje zeta - potencijala
Nanosustavi ¢iji je zeta-potencijal izmedu —10 mV i +10 mV smatraju se priblizno neutralnima te
zahtjevaju stericku stabilizaciju kako bi sustav bio stabilan. S druge strane, kod kapljica sa zeta-
potencijalom negativnijim od —30 mV ili pozitivnijim od +30 mV, gusto¢a naboja na povrSini je

dovoljna za znaCajnu elektrostatsku stabilizaciju.

Rezultati mjerenja zeta-potencijala su prikazani Tablicom 5.

Tablica 5. Ovisnost zeta-potencijala (srednja vrijednost + standardna devijacija) o koncentraciji

stearilamina.

Stearilamin (%, m/m) Zeta-potencijal (mV)
0 -1,64 £ 1,92
0,01 3,19+ 0,55
0,05 16,53 £1,23
0,1 23,36 +2,57
0,3 36,15 + 1,55

Porastom koncentracije stearilamina u uzorku, vidljiv je i porast zeta-potencijala. Uzorak koji ne
sadrzi stearilamin pokazuje blago negativne vrijednosti zeta-potencijala, §to je rezultat prisutnosti
negativno nabijenih slobodnih masnih kiselina u Miglyolu (smjesa triglicerida srednje duljine
lanca). Sukladno ocekivanjima, najveca je vrijednost izmjerena kod nanoemulzija s 0,3 % (m/m)

stearilamina.

Dodatkom stearilamina u sustav nastojao se posti¢i pozitivan potencijal koji bi omogucio

mukoadhezivnost kapljica nanoemulzija kao i elektrostatsku stabilizaciju sustava. Stabilnost s

30



obzirom na zeta-potencijal postignuta je samo u sustavu s najveCom koncentracijom stearilamina
gdje je izmjerena vrijednost bila veéa od 30 mV. Medutim proucavani sustavi sadrze i neionski
surfaktant (Kolliphor EL) koja pruza steri¢ku stabilizaciju. Stoga se o¢ekuje da ¢e uzorci s zeta-

potencijalom nizim od +30 mV takoder imati zadovoljavajucu stabilnost.

4.3.

Kako bi se ispitala mukoadhezivnost, odnosno interakcija izmedu pozitivno nabijenih kapljica

Ispitivanje mukoadhezivnosti

nanoemulzija sa stearilaminom i negativno nabijenih lanaca mucina, nanoemulzije su inkubirane s
disperzijama mucina u STF-u. Cilj ispitivanja mukoadhezivnosti bio je utvrditi postoji li promjena

u veli¢ini kapljica te njihovom zeta-potencijalu nakon inkubacije s disperzijama mucina.

Koristene su dvije razli¢ite koncentracije disperzije mucina — 0,015 % (m/m) i 1 % (m/m). Niza
koncentracija odgovara stvarnoj koncentraciji mucina u suzama (Dohlman i sur., 1976), a visa je
izabrana zbog moguceg izrazenijeg utjecaja na veliinu i zeta-potencijala kapljica, $to bi olakSalo

donosSenje zakljucaka o mukoadhezivnosti ispitivanih formulacija.

43.1.

Rezultati mjerenja veli¢ine kapljica i indeksa polidisperznosti te zeta-potencijala nakon inkubacije

Inkubacija nanoemulzija s 0,015 %-tnom disperzijom mucina

u trajanju 5 odnosno 20 minuta prikazani su Tablicom 6.

Tablica 6. Rezultati mjerenja zeta-potencijala te veli¢ine i indeksa polidisperznosti nakon 5 i nakon

20 minuta inkubacije emulzija s 0,015 %-tnom (m/m) disperzijom mucina.

Nakon 5 minuta Nakon 20 minuta
Uil Zeta: Veli(t:_ina Zeta:_ Veli{:_ina
potencijal kapljica PDI potencijal kapljica PDI
(mV) (nm) (mV) (nm)
N1 -6,3+0,44 |93,77+0,25 | 0,112+0,007 | -5,51+0,56 |95,02+1,17 | 0,091 + 0,006
N2 -1,37+0,81 | 90,48+0,52 | 0,087+0,009 | -1,90+0,40 |91,79+0,16 | 0,103 + 0,021
N3 955+0,00 | 104,9+0,71 | 0,255+0,003 | 9,97+1,14 |91,15+1,26 | 0,185 + 0,007
N4 13,2+1,15 | 98,29+0,26 | 0,127 +0,000 | 13,14+0,86 |99,46+0,07 | 0,122 +£0,014
N5 15,89+2,15 | 77,68 +0,39 | 0,173+0,014 | 16,05+ 1,36 | 83,12+7,66 | 0,236 + 0,080
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Ovi podatci su zatim usporedeni s rezultatima mjerenja dobivenim mjerenjem veliCine i1 zeta-

potencijala samih nanoemulzija (Slike 12 i 13).
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Slika 12. Usporedba srednjih vrijednosti zeta-potencijala nanoemulzija bez mucina i vrijednosti

izmjerenih nakon 5 te nakon 20 minuta inkubacije s 0,015 %-tnom (m/m) disperzijom mucina.

Uocen je pomak vrijednosti zeta-potencijala prema negativnijim, odnosno manje pozitivnim
vrijednostima nakon inkubacije nanoemulzija s disperzijom mucina. Takvi rezultati su o¢ekivani S

obzirom na negativan naboj mucina. Nema znacajne razlike u zeta-potencijalima izmjerenim nakon
5 minuta i nakon 20 minuta (Slika 12).

32



120,00

100,00

=l
= I
80,00 l
M bez mucina
60,00 B nakon 5 min
nakon 20 min

40,00
20,00

0,00

0 0,01 0,05 0,1 0,3

Stearilamin (%, m/m)

Veli¢ina kapljica (nm)

Slika 13. Usporedba srednjih vrijednosti veli¢ine kapljica unutarnje faze nanoemulzija bez mucina

i vrijednosti izmjerenih nakon 5 i nakon 20 minuta inkubacije s 0,015 %-tnom disperzijom mucina.

Nije zabiljeZzena znacajna promjena veli¢ine Kapljica u prisutnosti mucina. Vrijednosti su
uglavnom manje od 100 nm (Slika 13). Promjene indeksa polidisperznosti u odnosu na vrijednosti
izmjerene prije inkubacije s mucinom su takoder zanemarive. Kod gotovo svih uzoraka izmjereni

indeks polidisperznosti je manji od 0,2 (Tablica 7).

Bitno je napomenuti da su uzorci prije mjerenja razrijedeni samo 10 puta (v/v) zbog niske
koncentracije mucina i moguénosti desorpcije molekula mucina s povrSine kapljica nanoemulzija
kod vecih razrjedenja. Za razliku od toga, same nanoemulzije su bile razrjedene 100 puta (v/v) prije

mjerenja veli¢ine kapljica, PDI i zeta-potencijala.
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4.3.2.

Inkubacija nanoemulzijas 1 %-tnom disperzijom mucina

Kako bi se ispitalo ima li razrijedenje utjecaj na rezultat mjerenja, uzorci nanoemulzija inkubirani

s 1 % -tnom (m/m) disperzijom mucina su razrijedeni prvo 10 puta (v/v), a potom i 100 puta (v/v).

Rezultati ovih mjerenja su usporedeni medusobno te s rezultatima koji su dobiveni

karakterizacijom samih nanoemulzija, bez prisutnosti mucina. Prvo su izvr§ena mjerenja veli¢ine,

indeksa polidisperznosti i zeta-potencijala kapljica gdje su uzorci bili razrjedeni procis¢enom
vodom odnosno 10 mM otopinom NaCl u omjeru 1:10 (v/v). Rezultati su prikazani Tablicom 7.

Tablica 7. Rezultati mjerenja zeta-potencijala te velic¢ine i indeksa polidisperznosti nakon 5 i nakon

20 minuta inkubacije emulzija s 1 %-tnom (m/m) disperzijom mucina pri razrjedenju 10 puta (v/v).

nakon 5 min nakon 20 min
uzorak Velic¢ina PDI zeta-potencijal Veli¢ina PDI zeta-potencijal

kapljica (nm) (mV) kapljica (nm) (mV)
N1 94,86 0,115 -9,48 97,34 0,141 -8,37
N2 93,45 0,149 -5,83 91,88 0,105 -6,13
N3 535,65 0,872 -2,61 417,10 0,796 -4,95
N4 4454,50 1,444 5,95 1900,00 1,346 5,36
N5 110,60 0,614 3,47 129,55 0,610 3,02
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Slika 14. Usporedba srednjih vrijednosti zeta-potencijala nanoemulzija bez mucina i vrijednosti
izmjerenih nakon 5 te nakon 20 minuta inkubacije s 1 %-tnom (m/m) disperzijom mucina pri

razrjedenju 10 puta (V/V).

U skladu s oc¢ekivanjima, kod svih ispitanih uzoraka zabiljezeno je smanjenje zeta-potencijala u
odnosu na nanoemulzije kojima nije dodana disperzija mucina (Slika 14). Vrijednosti su

negativnije u odnosu na mjerenje s 0,015 %-tnom (m/m) disperzijom mucina.
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Slika 15. Usporedba srednjih vrijednosti veli¢ine kapljica unutarnje faze nanoemulzija bez mucina
i vrijednosti izmjerenih nakon 5 i nakon 20 minuta inkubacije s 1 %-tnom (m/m) disperzijom

mucina pri razrjedenju 10 puta (v/v).

Kod uzorka bez stearilamina i kod uzorka s 0,01 % (m/m) stearilamina nije do§lo do promjene
veli¢ine kapljica. Takvi rezultati su i o¢ekivani za uzorak bez stearilamina buduci izostaje pozitivan
naboj koji bi uzrokovao adheziju mucina na kapljice. Moguci uzrok izostanka promjene kod uzorka
s 0,01 % (m/m) stearilamina je premala koncentracija stearilamina. Kod uzorka s 0,05 % (m/m)
stearilamina i 0,1 % (m/m) stearilamina zabiljezeno je drasticno povecanje srednje vrijednosti
veli¢ine kapljica. Uredaj Zetasizer Ultra detektirao je vise populacija Cestica razli¢itih veli¢ina.
Zaklju€eno je da nastaju nakupine kapljica ulja i mucina koje su nepravilnih oblika i razli¢itih

veli¢ina. Prikazana srednja vrijednost veli¢ine je izraCunata uzimajuéi u obzir sve nastale
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populacije. Ovoj tvrdnji u prilog idu i visoke vrijednosti indeksa polidisperznosti koje su u nekim

mjerenjima bile vece i od 1 (Tablica 8). Kod uzorka s 0,3 % (m/m) stearilamina nisu zabiljezene

znacajne promjene.

U svrhu optimizacije metode, izvrSena su i mjerenja veli¢ine, indeksa polidisperznosti i zeta-

potencijala kapljica gdje su uzorci bili razrjedeni procis¢enom vodom, odnosno 10 mM otopinom

NaCl u omjeru 1:100 (v/v). Rezultati su prikazani Tablicom 8, a usporedba s vrijednostima

izmjerenim prije inkubacije Slikom 16 i Slikom 17.

Tablica 8. Rezultati mjerenja zeta-potencijala te velic¢ine i indeksa polidisperznosti nakon 5 i nakon

20 minuta inkubacije emulzija s 1 %-tnom (m/m) disperzijom mucina pri razrjedenju 100 puta (v/v).

nakon 5 min nakon 20 min
uzorak | Veli¢ina kapljica zeta-potencijal | Veli¢ina kapljica zeta-potencijal

(nm) "o (mv) (nm) P! (mv)
N1 94,24 0,103 -4,47 94,04 0,111 -4,94
N2 209,03 0,650 -1,77 210,07 0,736 -1,15
N3 786,30 0,800 3,19 641,95 0,812 0,94
N4 239,65 0,469 9,16 295,95 0,488 6,34
N5 108,33 0,329 7,06 132,03 0,322 6,60
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Slika 16. Usporedba srednjih vrijednosti zeta-potencijala nanoemulzija bez mucina i vrijednosti
izmjerenih nakon 5 te nakon 20 minuta inkubacije s 1 %-tnom (m/m) disperzijom mucina pri

razrjedenju 100 puta (V/v).
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Slika 17. Usporedba srednjih vrijednosti veli¢ine kapljica unutarnje faze emulzije bez mucina i
vrijednosti izmjerenih nakon 5 i nakon 20 minuta inkubacije s 1 %-tnom (m/m) disperzijom mucina

pri razrjedenju 100 puta (V/V).

Mjerenja su izvrSena pri razli¢itim razrjedenjima kako bi se ispitao utjecaj razrjedenja na izmjerene
veli¢ine kapljica te na zeta-potencijal. Razli¢ita razrjedenja vodom prilikom mjerenja veliine
kapljica, mogla bi utjecati na desorpciju mucina s povrSine kapljica nanoemulzija ili stvaranje
agregata. Najvece su razlike uoc¢ene kod uzorka s 0,1 % (m/m) staerilamina. Pri razrjedenju 1:100
(v/v) nije doslo do stvaranja velikih agregata kao $to je to bio slucaj pri razrjedenju 1:10 (v/v) gdje
su izmjerene veli¢ine prelazile 4000 nm (Slika 18). Pri ve¢em razrjedenju, izmjereni zeta-potencijal

bio je manje negativan odnosno pozitivniji kod svih uzoraka (Slika 19).
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Slika 18. Usporedba mjerenja veli¢ine nakon inkubacije nanoemulzija s 1 %-tnom (m/m)

disperzijom mucina pri razli¢itim razrjedenjima.
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Slika 19. Usporedba mjerenja zeta-potencijala nakon inkubacije nanoemulzija s 1 %-tnom (m/m)

disperzijom mucina pri razli¢itim razrjedenjima.
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. ZAKLJUCCI

e Metodom mikrofluidizacije pripravljene su U/V nanoemulzije sa stearilaminom kao
nositeljem pozitivnog naboja. Ispitivana su reoloska svojstva, pH vrijednost, povrsinska
napetost, zeta-potencijal te veli¢ina i PDI navedenih nanoemulzija kako bi se utvrdilo koji
udio stearilamina osigurava svojstva najpogodnija za oftalmic¢ku primjenu.

e Nanoemulzije pokazuju karakteristike Newtonovih sustava, a kod uzoraka s ve¢im udjelom
stearilamina (0,1 % (m/m) i 0,3 % (m/m) stearilamina) uocena su blaga odstupanja
vrijednosti prividne viskoznosti tijekom mjerenja, Sto bi se moglo objasniti taloZenjem
stearilamina iz nanoemulzija tijekom mjerenja.

e Niske vrijednosti viskoznosti, sli¢ne vrijednosti vode, omogucavaju jednostavnu primjenu
te tocnost doziranja kapi za oko.

e Porastom koncentracije stearilamina povetava se 1 pH vrijednost formulacije.
Nanoemulzije s 0,1 % (m/m) i 0,3 % (m/m) stearilamina izlaze izvan zadanog raspona pH
vrijednosti (izmedu 4 i 8) te iz tog razloga ne bi bile prikladne za oftalmicku primjenu.
Najprikladnijom se pokazala nanoemulzija s 0,05 % (m/m) stearilamina buduéi da njezin
pH (7,28 + 0,21) gotovo u potpunosti odgovara pH suzne tekucine.

e Stearilamin smanjuje povrSinsku napetost pripravka, a ako se uzmu u obzir studije koje
sugeriraju da pripravci ¢ija je povrSinska napetost manja od 35 mN/m uzrokuju bol 1
nelagodu pri primjeni, nanoemulzije s 0,1 % (m/m) i 0,3 % (m/m) stearilamina ne bi bile
pogodne za oftalmic¢ku primjenu.

e Izmjerene veli¢ine kapljica kod svih su uzoraka unutar nanometarskog podrucja, unutar
raspona od 92 nm do 112 nm, te nije uoCen utjecaj koncentracije stearilamina na veli¢inu
kapljica nanoemulzije. Uocen je blagi porast indeksa polidisperznosti proporcionalno
povecanju koncentracije stearilamina u nanoemulzijama, no vrijednosti su i dalje
prihvatljive buduc¢i da su manje od 0,2 te ukazuju na stabilan sustav.

e Povecanjem koncentracije stearilamina u uzorcima povecava se i zeta-potencijal to je bilo
ocekivano zbog pozitivnog naboja stearilamina. Porast zeta-potencijala je pozeljan jer
pridonosi elektrostatskoj stabilizaciji sustava te ima pozitivan utjecaj na zadrzavanje
formulacije na povrsini oka zbog interakcije pozitivno nabijenih kapljica nanoemulzije i

negativno nabijenih mucina iz suznog filma.
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Nakon inkubacije nanoemulzija s disperzijom mucina (0,015 %-tnom i 1 %-tnom), kod svih
je uzoraka doslo do pomaka prema nizim vrijednostima zeta-potencijala.

Nakon inkubacije s koncentriranijom disperzijom mucina (1 %-tna disperzija mucina u
STF-u) uocden je porast veli¢ine kapljica unutarnje faze nanoemulzija koje sadrze
stearilamin. Najvece promjene veli¢ine su zabiljeZene kod uzoraka s 0,05 % (m/m) i 0,1 %
(m/m) stearilamina. Zakljuéeno je da dolazi do stvaranja velikih nakupina kapljica ulja i

mucina te da ta dva sustava pokazuju najznacajnija mukoadhezivna svojstva.

S obzirom na rezultate provedenih ispitivanja, formulacija s 0,05 % (m/m) stearilamina
istaknula se kao optimalna. Fizicko-kemijska svojstva navedene formulacije zadovoljavaju
sve kriterije za oftalmi¢ku primjenu, a ispitivanjem mukoadhezivnosti je dokazano da stupa

u interakciju s mucinima.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Topikalna primjena lijekova je najrasireniji i opée prihvac¢en nacin lijecenja velikog broja bolesti
oka. Medutim, bioraspolozivost topikalnih oftalmickih lijekova je mala zbog vrlo ucinkovitih
protektivnin mehanizama oka. Sve se viSe istazuje primjena nanoemulzija ¢ije kapljice
nanometarskih dimenzija omogucuju svladavanje ovih barijera. Poseban se naglasak stavlja na
kationske nanoemulzije koje stupaju u interakciju s negativno nabijenom povrSinom oka i tako

pospjesuju apsorpciju lijeka.

U sklopu ovog diplomskog rada istrazivane su kationske nanoemulzije sa stearilaminom kao
nositeljem pozitivnog naboja. Kako bi se odredila koncentracija stearilamina koja osigurava
svojstva najpogodnija za oftalmiCku primjenu ispitana su klju¢na fizicko-kemijska svojstva
nanoemulzija koja utjeCu na njihov klinicki uéinak ukljucujuc¢i veli¢inu kapljica, indeks
polidisperznosti, zeta-potencijal, pH, profil viskoznosti formulacije kao funkcije primijenjene sile

smicanja te povrsinsku napetost.

Utvrdeno je da sve nanoemulzije pokazuju karakteristike Newtonovskih sustava. Nanoemulzija s
0,05 % (m/m) stearilamina ima pH vrijednost najprikladniju za oftalmi¢ku primjenu. Stearilamin
smanjuje povrSinsku napetost nanoemulzije, a mjerenjem je utvrdeno da je 0,05 % (m/m)
stearilamina u uzorku grani¢na koncentracija koja ne¢e uzrokovati nelagodu pri primjeni. Zeta-
potencijal nanoemulzija raste proporcionalno s porastom koncentracije stearilamina. Nakon
inkubacije s disperzijom mucina vrijednosti su se oc¢ekivano smanjile. Svi uzorci pokazuju
prihvatljive veli¢ine kapljica (~100 nm) i indekse polidisperznosti (PDI < 0,2). Zabiljezen je porast
veliCine kapljica nanoemulzija koje sadrze stearilamin nakon inkubacije s disperzijom mucina, a
promjene su najoCitije kod uzoraka s 0,05 % (m/m) i 0,1 % (m/m) stearilamina pa su ti uzorci
okarakterizirani kao najmukoadhezivniji. S obzirom na rezultate fizicko-kemijske karakterizacije i
testa mukoadhezivnosti, formulacija s 0,05 % (m/m) stearilamina se istaknula kao najoptimalnija

za oftalmicku primjenu.
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Topical drug administration is the most widely used and commonly accepted treatment for many
eye diseases. However, the bioavailability of topical ophthalmic drugs is low due to the highly
effective protective mechanisms of the eye.As nanoemulsions can overcome these barriers, their
application is increasingly being explored and particular emphasis is placed on cationic
nanoemulsions that interact with the negatively charged surface of corneal epithelial cells and thus

enhance drug absorption.

As part of this thesis, cationic nanoemulsions with stearylamine as a positive charge carrier were
examined. In order to determine the concentration of stearylamine that provides the properties most
suitable for ophthalmic administration, the key physicochemical properties of nanoemulsions that
affect their clinical performance including droplet size, polydispersity index, zeta potential, pH,
formulation viscosity profile as a function of applied shear force, and surface tension were
examined. It was found that all nanoemulsions show the characteristics of Newtonian systems. A
nanoemulsion with 0.05 % (m/m) stearylamine has a pH value most suitable for ophthalmic
administration. Stearylamine reduces the surface tension of the nanoemulsion, and by measurement
it was found that 0.05 % stearylamine in the sample is a concentration limit that will not cause
discomfort when applied. The zeta-potential of nanoemulsions increases in proportion with the
increase of stearylamine concentration, and after incubation with the dispersion of mucin, values
decreased. All samples show acceptable droplet sizes (~100 nm) and polydispersity indexes (PDI
< 0.2). An increase in the size of stearylamine-containing nanoemulsions after incubation with
mucin dispersion was observed. Changes were most evident in the 0.05 % (m/m) and 0.1 % (m/m)
stearylamine samples so it was concluded that these samples have the strongest mucoadhesive
properties. Considering the results of the physico-chemical and mucoadhesive tests, the

formulation with 0.05 % (m/m) stearylamine stood out as the most optimal for ophthalmic use.
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