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1.UvOD

Zbog jednostavnosti i neinvazivnosti, topikalna primjena glavni je put primjene oftalmickih
lijekova. Medutim, apsorpcija i posljedi¢no bioraspolozivost topikalnih oftalmickih lijekova je
ograni¢ena zbog barijera prednjeg dijela oka kao $to su nazolakrimalna drenaza, refleks
treptanja 1 suzenja, Cvrste barijere roznice te proteini i metaboli¢ki enzimi suzne tekucine
(Pepi¢, 2004). Brzinu i obim apsorpcije primijenjenog lijeka odreduju i njegova osnovna
svojstva kao §to su stupanj ionizacije lijeka u pH podrucju suzne tekucine, hidrofilnost ili
lipofilnost lijeka predoc¢ena koeficijentom raspodjele, veli¢ina molekule lijeka te oblik u koji je
lijek uklopljen. Za vecinu terapijski znacajnih oftalmickih lijekova (male lipofilne molekule)
apsorpcija preko roznice glavni je put apsorpcije, dok su tkivne barijere spojnice i bjeloo¢nice
znacajnije za apsorpciju velikih hidrofilnih molekula (proteinski i peptidni lijekovi te
nukleinske kiseline). Nakon prolaska barijere roznice, ¢imbenici koji odreduju
farmakokineticku sudbinu lijeka su vezanje lijeka za proteine o¢ne vodice ili tkiva, volumen
prostora u koji se lijek raspodjeljuje, uspostavljanje ravnoteze izmedu o¢ne vodice i tkiva te
moguénost metabolicke razgradnje lijeka. Zbog ograni¢ene bioraspolozivosti, a kako bi se
postigao Zzeljeni terapijski ucinak, bolesnici moraju ucestalo primjenjivati oftalmicki lijek.
Topikalni oftalmicki farmaceutski oblici lijeka ukljucuju vodene/uljne otopine, vodene/uljne
suspenzije, emulzije, masti i gelove. Medutim, ti konvencionalni oblici imaju odredene
nedostatke kao $to su kratko zadrzavanje na povrsini oka (vodene otopine), mehanicki nadrazaj
povrSine oka (suspenzije), ometanje procesa vida odnosno njegovo zamucenje (uljne
otopine/suspenzije, emulzije, masti) te neujednacenost doziranja (masti, gelovi). S ciljem
povecanja bioraspolozivosti oftalmickih lijekova, smanjenja nuspojava zbog neproduktivne
apsorpcije u sistemsku cirkulaciju te smanjene ucestalosti doziranja istraZzuju se i razvijaju

inovativni farmaceutski oblici topikalnih oftalmickih lijekova.



Jedan od pristupa za pobolj$anje bioraspolozivosti oftalmickih lijekova ukljucuje uklapanje
lijeka u lipidne terapijske nanosustave koji mogu osigurati produljeno zadrZzavanje na povrsini
oka, kontrolirano oslobadanje te poboljsanu transkornealnu (preko roznice) ili

transkonjunktivalnu (preko spojnice) apsorpciju lijeka (Gan i sur., 2013).

Lipidni terapijski nanosustavi ukljucuju vezikularne sustave kao $to su liposomi i niosomi,
nanostrukturirane ¢estice tekucih kristala (kubosomi), lipidne nanocestice prve (¢vrste lipidne

nanocestice) i druge generacije (nanostrukturirani lipidni nosaci) te nanoemulzije (Gan i sur.,

2013).

Nanoemulzije su disperzni sustavi dviju tekucina koje se medsobno ne mijesaju, uljne i vodene
faze, a prosje¢nog promjera kapljica unutarnje faze manjeg od 500 nm (Benoit i sur., 2008).
Uljnu fazu mogu ¢initi razli¢ite hidrofobne komponente, trigliceridi, esencijalna ulja, vitamini
topljivi u ulju, dok se vodena faza moze sadrzavati soli, proteine, ugljikohidrate, pufere i
konzervanse otopljene u vodi. Nanoemulzije ne nastaju spontano (Komaiko i McClements,
2015), a njihov nastanak i stabilnost osiguravaju povrsinski aktivne tvari odnosno surfaktanti.
Surfaktanti su povrsinski aktivne amfifline molekule koje se adsorbiraju na granici izmedu
unutarnje i vanjske faze te smanjuju medufaznu povrSinsku napetost i sprjeCavaju agregaciju
kapljica (Singh i sur., 2017). Nakon adsorpcije trebaju pruZiti dovoljne sile odbijanja da sprijece
agregaciju kapljica, a $to se moze postici steri¢kim i/ili elektrostatskim odbijanjem (Singh i sur.,
2017). Ionski surfaktanti pruzaju elektrostatsku stabilizaciju, a neionski stericku (Silva 1 sur.,
2015).

S obzirom na vanjsku i unutarnju fazu, u komercijalnoj upotrebi najcesce se koriste ulje u vodi

(U/V), a manje voda u ulju (V/U) tip nanoemulzije.

Fizicko-kemijske i funkcionalne karakteristike nanoemulzija ovise o svojstvima kapljica
unutarnje faze kao Sto su sastav, veli¢ina i zeta potencijal. Sastav uljne faze U/V nanoemulzija

ovisi o topljivosti djelatne tvari. Mala veli¢ina kapljica nanoemulzije podrazumijeva da ce
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vrijeme difuzije lijeka iz unutarnje faze biti relativno kratko. Posljedi¢no, nanoemulzije se
ponekad fiksiraju u strukturiranom nosacu ili se kapljice oblazu polimerima kako bi se usporilo
oslobadanje lijeka. Zeta potencijal ovisi 0 koristenom surfaktantu, djelatnoj tvari adsorbiranoj
na medupovrsini te ionskoj jakosti vodene faze. Surfaktanti su organske molekule koje sadrze
barem jednu polarnu (hidrofilnu) i nepolarnu (hidrofobnu) skupinu u svojoj strukturi. Njihov
odabir temelji se na njihovoj topljivosti u uljnoj i vodenoj fazi, vrsti nanoemulzije koja je
potrebna, potrebnoj HLB (engl. hydrophilic-lipophilic balance) vrijednosti i sl. Neionski
surfaktanti (npr. Tween) s HLB vrijednosti ve¢om od 8 KkoriSteni su za razvoj U/V
nanoemulzije, a mineralna ulja s HLB vrijednosti manjom od 8 za razvoj tipa /U nanoemulzija

(Rai i sur., 2018). Vrlo ¢esto koristi se kombinacija razli¢itih surfaktanata.

Odabir surfaktanta ne samo da utje¢e na veliinu i stabilnost kapljica unutarnje faze, veé
odreduje i sigurnost primjene nanoemulzija (Singh i sur., 2017). Neionski surfaktanti su manje

toksic¢ni i iritirajuéi od ionskih surfaktanata, naro€ito kationskih.

Kosurfaktanti se upotrebljavaju za stabiliziranje surfaktanata jac¢ajuéi film na granici faza. Uz
surfaktante kao prave emulgatore, mogu se jo$ koristiti pseudo emulgatori (hidrofilni koloidi,

polisaharidi) ili netopljivi emulgatori (koloidne gline i metalni hidroksidi).

Reoloska svojstva nanoemulzija takoder su vazan parametar. Viskoznost nanoemulzija
poveéava se povecanjem koncentracije kapljica, dok u vis§im koncentracijama poprimaju
viskoelasti¢na svojstva. Stabilizatori se dodaju u vanjsku fazu kako bi promijenili reoloska
svojstva (uguscivaci, sredstva za geliranje), a po sastavu mogu biti polisaharidi topljivi u vodi
i proteini. Opticka svojstva ovise 0 rasprsenju i apsorpciji svjetla. Nanoemulzije su zbog male

veli¢ine kapljica unutranje faze opticki transparentnije od emulzija.

Nastajanje nanoemulzija je termodinamicki nestabilan proces zbog povecanja medupovrsinske
energije koja nastaje razbijanjem velikih kapljica u manje. Lipofilni lijek dispergira se izravno
u uljnoj fazi, dok se hidrofilni lijekovi dispergiraju u vodenoj fazi. Metode priprave

nanoemulzija dijele se na visokoenergetske metode i niskoenergetske metode, s obzirom na
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koli¢inu energije koja se mora izvana uvesti u sustav (Rai i sur., 2018). Odabir pojedine metode
ovisi 0 kemijsko-fizickim svojstvima lijeka, prirodi sirovina (posebno ulja i surfaktanta) i
zeljenim fizicko-kemijskim i funkcionalnim karakteristikama gotovog proizvoda (Gupta i sur.,
2016).

1.4.1. VISOKOENERGETSKE METODE

Visokoenergetske metode su danas najcesée koriStene metode za pripravu nanoemulzija. Ove
metode obuhvacaju mehanicke uredaje koji stvarajuéi jake sile smicanja i vrtlozni protok
smanjuju veli¢inu Kapljica do nanometarskih dimenzija (Singh i sur., 2017). Za pripravu
nanoemulzija visokoenergetskim metodama, prvo treba napraviti primarnu, grubu emulziju
koja se kasnije obradi na visokoenergetskom uredaju. NajkoriStenije visokoenergetske metode
danas su visokotlatna homogenizacija, mikrofluidizacija 1 sonikacija. Visokotla¢na
homogenizacija prikladna je za industrijsku pripravu nanoemulzija zbog lakoée rada i
ponovljivosti (Silva i sur., 2015). Visokotlaéni homogenizator obraduje uzorake pod visokim
tlakom i funkcionira na principu mlinova s pomi¢nim klipom. Zbog sudara Cestica sa ¢vrstom

povrSinom dolazi do smicanja i vrtloZnog protoka te usitnjavanja kapljica.

Mikrofluidizacija je visokoenergetska metoda koja, koriste¢i visoki tlak, usmjerava emulziju
kroz mikrokanale (Jafari 1 sur., 2006). Energija nastala sudaranjem kapljica rasprsuje se u obliku
topline 1 zahtijeva hladenje (Singh i sur., 2017). Ultrasonikatori koriste ultrazvu¢nu sondu kako
bi razbili makroemulziju na manje Cestice. Istrazivanje procesnih parametara pokazalo je da se
kapljice smanjuju s pove¢anjem vremena soniciranja i ulazne snage (Singh i sur., 2017). U
usporedbi s drugim metodama visoke energije ultrasonikacija zahtijeva manju potrosnju
energije. Nedostatak te metode je moguca kontaminacija emulzije uzrokovana uranjanjem

sonde.

Nedostaci ovih metoda su visoka cijena uredaja i povecanje temperature tijekom samog procesa

Sto iskljucuje upotrebu mnogih termolabilnih lijekova.



1.4.2. NISKOENERGETSKE METODE

Niskoenergetske metode oslanjaju se na spontano nastajanje malih kapljica u odredenim
smjesama ulja, vode i surfaktanta kada se mijenja sastav sustava ili okoli$ni uvjeti, na primjer
temperatura (Komaiko i McClements, 2015). NajéeSc¢e koristene niskoenergetske metode su
spontano emulgiranje i metoda fazne inverzije. Za razliku od visokoenergetskih metoda,
niskoenergetske metode ne zahtijevaju skupe uredaje, ve¢ se temelje na intrizicnim fizicko-
kemijskim svojstvima surfaktanata, kosurfaktanata, ulja i vodene faze. Prednost ovih metoda je
niska cijena i jednostavnost. Nanoemulzije pripravljene niskoenergetskim metodama
zahtijevaju velike koli¢ine surfaktanta za stabilizaciju kapljica $to moze ogranicavati sigurnost

primjene pripravljenih nanoemulzija (Singh i sur., 2017).



1.5. NANOEMULZIJE U OFTALMICKOJ PRIMJENI

Potencijal U/V nanoemulzija u oftalmickoj primjeni temelji se na sli¢nosti nanoemulzija sa
suznim filmom. Suzni film je proizvod suznih Zzlijezda i Zljezdanih stanica oka, a prekriva
povrsinu roznice i1 spojnice. Suzni film kljuan je za normalnu funkciju povrSine oka,
ukljucujuéi njezinu vlaznost, transparentnost, opticku kvalitetu i vanjsku zastitu. Suzni film
trilaminarne je strukture: sastoji se od gornjeg lipidnog, srednjeg vodenog te donjeg mucinskog

sloja neposredno uz povrsinu oka.

Nakon primjene U/V nanoemulzija na povrsinu oka, pretpostavlja se da dolazi do raspada uljnih
kapljica, pri cemu uljna faza ulazi u interakciju s lipidnim slojem suznog filma te tako sprjecava
isparavanje suza i djeluje kao depo lijeka (slika 1) (Gan i sur., 2013). Vodena faza nanoemulzije
poveéava volumen vodenog sloja suznog filma i vlazi povrSinu oka, dok surfaktanti
poboljsavaju svojstva moc¢enja suznog filma te uklapanjem u mucinski sloj poveéavaju njegovu
debljinu. Zbog tih svojstava, smatra se da U/V nanoemulzije imaju znacajan potencijal u

lijecenju bolesti suhog oka.
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Slika 1. Interakcije izmedu U/V nanoemulzija i suznog filma. (a) Nakon primjene, vodena faza
nanoemulzije vlazi povrSinu oka. (b) Kapljice ulja se raspadaju i oslobada se uklopljena djelatna
tvar. Uljna faza se zatim spaja s lipidnim slojem suznog filma i poveéava ga, smanjujuci gubitak
vodene faze uzrokovan isparavanjem. (c) Surfaktanti poboljsavaju mocenje suznog filma
(preuzeto i prilagodeno iz Gan i sur., 2013).



Kako je vecina oftalmickih lijekova slabo topljiva u vodi, uklapanjem u uljnu fazu U/V
nanoemulzija povecava se njihova topljivost. Stoga nanoemulzije predstavljaju jedan od
znaajnih farmaceutskih oblika za topikalne oftalmicke lijekove. S ciljem produljenja
zadrZavanja nanoemulzija na povrsini oka, povrsina kapljica modificira se dodatkom kationskih
surfaktanata ili polimera. Time povrsina kapljica unutarnje faze postaje pozitivno nabijena.
Povrsinu oka Cine epitelne stanice roznice 1 spojnice koje oblaze negativno nabijeni mucinski
sloj, stoga prilikom primjene pozitivno nabijenih kapljica dolazi do elektrostatske interakcije
(Tamilavan i Benita, 2004). Osim produljenog zadrZavanja na povrSini oka, pozitivni
povrsinski naboj kapljica smanjuje kut moc¢enja izmedu nanoemulzije i povrsine oka ¢ime se

postizu pobolj$ana svojstva Sirenja formulacije (Lallemand i sur., 2012).

Lividni slos o (1) Stabilizacija suznog filma
o c c, Zastita od isparavanja
<
C
Suzni film
o Vodeni sloj ¢ & o (2)Elektrostatski naboj
¢ &) ' Optimalno sirenje
L+ < Mukoadhezija
<
Negativno nabijeni | ¢ o -
mucinski sloj 0’ ‘o O
Negativno nabijena (3)Poboljsana oéna apsorpcija

povrsina stanica oka

Slika 2. Kationska nanoemulzija u interakciji s negativno nabijenim roznicama. U¢inci
kationske nanoemulzije su (1) stabilizacija suznog filma, (2) elektrostaticka interakcija
pozitivno nabijenih kapljica uljne faze i negativno nabijene povrSine roznice i Spojnice te (3)
poboljSana apsorpcija lijeka preko epitelne barijere roznice (preuzeto i prilagodeno iz
Lallemand i sur., 2012).



Znacajna prednost U/V nanoemulzija je i poboljSanje apsorpcije lijekova. Mala veli¢ina
kapljica i manja medufazna povrSinska napetost poboljSavaju interakciju s membranom
epitelnih stanica, dovode do solubilizacije lipidne barijere ili fuzije s lipidnim dvoslojem §to

rezultira boljom apsorpcijom i bioraspolozivos¢u uklopljenog lijeka.

Nadalje, nanoemulzije su relativno otporne na uobicajene destabilizacijske mehanizme
emulzija $to produljuje rok valjanosti takvih oblika. Takoder, u usporedbi s emulzijama, obi¢no

su vece transparentnosti Sto smanjuje njihovu interferenciju s proceom vida.

Prva oftalmicka nanoemulzija na trzistu bio je Restasis® (Allergan) bez konzervansa, anionska
nanoemulzija ciklosporina A za lijeCenje sindroma suhog oka (Lallemand i sur., 2012). Za
izradu nanoemulzije Ikervis® (Santen) koriStena je tzv. Novasorb® tehnologija koja se temelji
na spomenutoj elektrostatskoj interakceiji izmedu negativno nabijene povrSine oka i pozitivno
nabijenih uljnih kapljica nanoemulzije, pri ¢emu je kao nositelj pozitivnhog naboja koristen

cetalkonij klorid (Lallemand i sur., 2012).



Stabilnost se definira kao stupanj u kojem, tijekom cuvanja i uporabe, lijek zadrzava ista
svojstva koja je imao u vrijeme priprave te ukazuje na otpornost prema razli¢itim kemijskim,
fizickim i mikrobioloSkim agensima koji bi mogli uzrokovati promjenu njegovih svojstava

tijekom transporta, Cuvanja i uporabe.

Stabilna emulzija moze se definirati kao sustav u kojem kapljice zadrzavaju pocetna fizicko-
kemijska svojstva sto omogucuje da ostaju ravnomjerno dispergirane u vanjskoj fazi. Emulzije
su termodinamicki nestabilni sustavi zbog nepovoljnih interakcija koje se javljaju na
medupovrsini ulje-voda zbog hidrofobnog efekta i termodinamicke pokretacke sile koja
smanjuje dodirno podruéje na granici ulje-voda (Tadros i sur., 2004). Za nastanak emulzija
potrebno je u sustav dovesti energiju izvana, zbog ¢ega ¢e se sustav naéi u stanju povisene
slobodne povrsinske energije (Eccleston, 2013) koje karakterizira visoka povrSinska napetost

na granici faza. Sustav se stoga nastoji vratiti u stanje minimalne slobodne povrsinske energije.

Nestabilnost je kod emulzija najéesée posredovana agregacijom kapljica, $to uzrokuje rast
veli¢ine kapljica. Procesi nestabilnosti emulzija su koalescencija, flokulacija, Ostwaldovo
zrenje te vrhnjenje (slika 3). Tim procesima zajednicko je povecanje kapljica unutarnje faze,
Sto dovodi do smanjenja dodirne povr$ine medu fazama i slobodne povrSinske energije te U

konacnici do razdvajanja faza.
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Slika 3. Mehanizami nestabilnosti emulzija (preuzeto i prilagodeno iz Gupta i sur., 2016).

Koalescencija i flokulacija su vrste agregacije kapljica koje se javljaju zbog koloidnih
interakcija izmedu istih. Flokulacija je reverzibilna agregacija kapljica, dok je koalescencija
ireverzibilna. Do flokulacije dolazi ako su medumolekularne odbojne sile dovoljno jake da
zadrZe agregate odvojenima na maloj ravnoteznoj udaljenosti, dok kod koalescencije privlacne
sile nadvladaju odbojne sile izmedu kapljica (Rai i sur., 2018). Agregacija kapljica moze se
inhibirati prevladavanjem odbojnih sila (elektrostatske i stericke sile) nad privlaénim silama
(Van der Waalsove i hidrofobne sile) Sto se postize odabirom prikladnog emulgatora i/ili
pseudoemulgatora i sastava vodene faze. Koalescencija nadalje uzrokuje sedimentaciju
(taloZenje) ili vrhnjenje (izdvajanje unutarnje faze na povrSinu). Sedimentacija 1 vrhnjenje
posljedica su gravitacijske ili centrifugalne sile te nepodudaranja u gusto¢i faza nanoemulzije.
Ostwaldovim zrenjem vece kapljice privlace manje kapljice zbog veée potencijalne energije.
Ostwaldovo zrenje objasnjeno je Kelvinovim efektom iz kojeg proizlazi da se molekule na
povrsini manjih Cestica lakSe odvajaju zbog slabijih kohezijskih sila. Kako bi dosli u stanje
ravnoteze, male kapljice difundiraju kroz vanjsku fazu i spajaju se s ve¢im kapljicama, ¢ime
dolazi do njihvog porasta (Singh i sur., 2017). Uslijed ovakvog sporog i postupnog povecanja
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veli¢ine kapljica moze do¢i do odvajanja faza nanoemulzija. To se moze sprijeciti dodatkom

uljne faze koja ima nisku topljivost u vodi (Singh i sur., 2017).

Kinetic¢ka stabilnost emulzije definirana je zadrzavanjem pocetnih svojstva kapljica unutarnje
faze i njihova jednolika dispergiranost u vanjskoj fazi kroz dulje vrijeme (Eccleston, 2013;
Komaiko i McClements, 2015). Kineticka stabilnost ili nestabilnost emulzija ovisi o razli¢itim
faktorima poput prirode medupovrsinskog filma (najbolja je kombinacija surfaktanata topljivih
u vodi i u ulju zbog gustog pakiranja molekula u medupovrsinskom filmu), elektrickostatske i
stericke barijere (elektri¢ni naboj na kapljicama sprjecava koalescenciju), viskoznosti vanjske
faze (veca viskoznost pridonosi ve¢oj gustoci i stabilnosti nanoemulzije), raspodjela veli¢ina
kapljica (uza raspodjela veli¢ina kapljica sprjecava Ostwaldovo zrenje) i temperature
(povisenjem temperature mijenja se slobodna energija povrSine kapljevina, povecava se brzina

koalescencije te se smanjuje stabilnost).

Nanoemulzije su relativno otporne na uobiCajene destabilizacijske mehanizme emulzija.
Veli¢ina kapljica u nanometarskom podruc¢ju smanjuje utjecaj gravitacije na stabilnost
nanoemulzija odnosno Brownovo gibanje malih kapljica moze biti dostatno za prevladavanje
utjecaja sile gravitacije (Tadros i sur., 2004). Time se iskljuéuje pojava vrhnjenja ili
sedimentacije tijekom skladiStenja. Zbog male veli¢ine kapljica smanjena je i moguénost
flokulacije. Koalescencija je umanjena jer su male kapljice manje deformabilne, a debljina
filma surfaktanta na povrS$ini kapljica je znacajna u odnosu na njihovu veli¢inu $to sprjeCava
disrupciju filma. Glavni mehanizam nestabilnosti nanoemulzija ostaje Ostwaldovo zrenje.

Stabilnost nanoemulzija moze se kontrolirati pazljivim odabirom njihovog sastava i strukture.

Uz standarne testove stabilnosti i ubrzane testove stabilnosti propisane od strane International
Council for Harmonisation (ICH), nanoemulzije se podvrgavaju specificnim termodinami¢kim
testovima stabilnosti kako bi se osigurao integritet kapljica uslijed promjena temperature (Singh
i sur., 2017). Ovi testovi ukljucuju uzastopno zagrijavanje na 45°C i hladenje nanoemulzija na
4°C u viSestrukim ciklusima. Nanoemulzije mogu biti podvrgnute i visestrukim ciklusima
smrzavanja 1 odmrzavanja. Kineticke nestabilnosti kao §to je vrhnjenje, taloZenje ili bilo koji
drugi oblik razdvajanja faza iskljucuju se centrifugiranjem na 3000-4000 okretaja u minuti
(Singh i sur., 2017). Dugoro¢no razmatranje stabilnosti ukljucuje ispitvanje stabilnosti pri
skladiStenju gdje se nanoemulzije Cuvaju pri sobnoj temperaturi ili u hladnjaku tijekom
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razdoblja od 3 do 6 mjeseci i periodicno se procjenjuju izgled nanoemulzije, veli¢ina kapljica,
indeks polidisperznosti, zeta potencijal ili sadrzaj lijeka. Promjene navedenih parametara ne
znaCe nuzno nestabilnost nanoemulzija ako su unutar dozvoljenog raspona, medutim bitno je
izvijestiti o znacajnim razlikama ako su prisutne i Koristiti te spoznaje pri postavljanju uvjeta
skladiStenja ili, ako je potrebno, preoblikovati formulaciju s ciljem poveéanja stabilnosti (Singh
i sur., 2017).

Nanoemulzije s malom veli¢inom kapljica i uskom raspodjelom veli¢ina kapljica (indeksom
polidisperznosti) zadrzavaju visoku razinu stabilnosti. Veci stupanj naboja povrsine kapljica,
zbog prisutnosti jakih intermolekularnih odbojnih sila, dovodi do povecane stabilnosti (Rai i
sur., 2018).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Jedan od pristupa za poboljsanje bioraspolozivosti slabo topljivih lijekova u oku ukljuéuje
uklapanje lijeka u kationske U/V nanoemulzije. Prednosti koje osigurava topikalna primjena
kationskih U/V nanoemulzija s uklopljenim lijekom ukljucuje (i) pobolj$ano Sirenje pripravka
na povrsini oka, (ii) produljeno zadrzavanje na povrSini oka, (iii) kontrolirano oslobadanje te
(iv) poboljsanu transkornealnu apsorpciju lijeka. Nadalje, smatra se da bi nanoemulzije mogle
pozitivno utjecati na stabilnost suznog filma te time predstavljati vazan iskorak u lije¢enju

bolesti suhog oka.

Klju¢an parametar u procesu razvoja kona¢nog oblika lijeka je njegova stabilnost.
Nanoemulzije su termodinamicki nestabilni sustavi, ali njihova stabilnost moze se kontrolirati

pazljivim odabirom sirovina pri njihovoj izradi.

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati stabilnost kationskih U/V nanoemulzija ¢iju uljnu fazu
¢ini Mygliol 812, surfaktanti koji osiguravaju stabilnost sustava su lecitin S45 i Cremophor EL,
a kao nositelj pozitivog naboja kationski polimer kitozan. Nanoemulzije su pripravljene

visokoenergetskom metodom mikrofluidizacije.
Specific¢ni ciljevi diplomskog rada su:

e prirediti kationske nanoemulzije metodom mikrofluidizacije;

e ispitati stabilnost nanoemulzija nakon skladistenja 30 dana pri sobnoj temperaturi i pri
4°C;

e ispitati stabilnost nanoemulzija metodama ubrzanog starenja;

e ispitati stabilnost nanoemulzija nakon razrjedenja umjetnom suznom tekué¢inom.

Kao parametri stabilnosti, razmatrani su veli¢ina kapljica, indeks polidisperznosti i zeta

potencijal nanoemulzija.
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3. MATERIJALI | METODE

Uljna faza pripravljenih nanoemulzija sastoji se od Miglyol-a 812 (Kemig, Hrvatska) i lecitina
S45 (Lipoid, Njemacka) 0,05% kao surfaktanta. Miglyol 812 je polusintetsko ulje, smjesa
zasic¢enih triglicerida srednje duzine lanaca. Lecitin je kompleksna smjesa fosfolipida ¢iji je
glavni sastojak fosfatidilkolin. Glavni prirodni izvori lecitina su soja i Zumanjak jajeta. Lecitin
S45 koji je korisSten u sklopu ovog diplomskog rada dobiven je iz soje te sadrzi 45 %
fosfatidilkolina, dok ostatak ¢ine masne kiseline koje su odgovorne za njegov negativni naboj.
Vodenu fazu ¢ine proc¢is¢ena voda, Cremophor EL 0,25% ( Badische Anilin & Soda-Fabrik,
Njemacka) kao neionski surfaktant i glicerol 2,5% (T.T.T. d.o.0., Hrvatska) kao sredstvo za
izotonizaciju. Cremophor EL je neionski surfaktant koji se sintetizira polietoksiliranjem
ricinusovog ulja s etilenoksidom, a glavna sastavnica mu je glicerol polietilenglikol ricinoleat.
U formulacije s kitozanom dodano je i 0,3% Kkitozana niske molekulske mase (engl. Low
molecular weight, LMW) (Sigma - Aldrich, SAD) koji sluzi kao nositelj pozitivnog naboja.
Kitozan je kationski biopolimer, tj. heterogeni polisaharid koji se sastoji od acetilglukozamina
1 glukozamina, a dobiva se alkalnom deacetilacijom hitina, glavnog sastojka stani¢nih stijenki
gljiva i egzoskeleta ¢lankonozaca. U svrhu razrjedivanja formulacija prije mjerenja veli¢ine
kapljica i njihovog zeta potencijala koristeni su filtrirana procis¢ena voda i filtrirana otopina
natrijevog klorida (10mM). Navedene tvari filtrirane su kroz membranski mikrobakterioloski
filter (0,45um, TPP-Techno plastic products, Svicarska). Za izradu simulirane suzne tekuéine
koristeni su kalijev klorid (Kemig, Hrvatska), natrijev klorid (Kemig, Hrvatska), natrijev
hidrogenkarbonat (Kemig, Hrvatska), kalcijev klorid dihidrat (Sigma-Aldrich, SAD) i

prociséena voda te HCI (1M) za podesavanje pH.
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3.2.1. IZRADA NANOEMULZIJA

Izradene su dvije formualcije U/V nanoemulzija, kationska nanoemulzija te kontrolna
nanoemulzija bez dodatka kitozana. Nanoemulzije su izradene u triplikatu. Tocan sastav
formulacija nanoemulzija prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Sastav formulacija nanoemulzija.

Naziv formulacije ~ Maseni udio sastavnica (%)

Mygliol Lecitin Cremophor  Glicerol Kitozan
1-3 2,5 0,05 0,25 2,5 -
K1-K3 2,5 0,05 0,25 2,5 0,3

Nanoemulzije su izradene tako da su odvojeno pripremljene uljna i vodena faza. Uljna je faza
izradena otapanjem lecitina S45 u Miglyol-u 812 na sobnoj temperaturi, uz mijeSanje na
magnetskom mjeSacu. Vodena je faza izradena otapanjem Cremophora EL u proci§¢enoj vodi,
nakon Cega je dodan glicerol uz mijesanje na magnetskom mjesacu. Kod nanoemulzija s
kitozanom u vodenu je fazu dodan i kitozan, u obliku 1%-tne vodene otopine u 0,05%-tnoj
octenoj kiselini. Octena kiselina osigurava kiseli medij koji je nuzan za otapanje Kitozana.
Nakon otapanja kitozana neotopljena oneciS¢enja odstranjena su filtriranjem kroz filter papir.
Nakon odvojene pripreme faza uljna je faza dodana u vodenu, uz mijeSenje na magnetskom
mjesacu (450 okretaja u minuti) te su nakon kra¢eg mijeSanja emulzije obradene na Ultra-
turrax-u (ULTRA-TURRAX®, IKA®-Werke GmbH & Co., Staufen, Njemacka) 5 minuta
brzinom od 6000 okretaja u minuti. Time su dobivene grube emulzije prikladne za obradu na
mikrofluidizatoru (Model M-110EH-30 Microfluidizer, Microfluidics, Newton MA, SAD).
Grube su emulzije obradene na mikrofluidizatoru u 5 ciklusa pri tlaku od 1000 bara.
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M-110EH-30

Slika 4. Mikrofluidizator (Model M-110EH-30 Microfluidizer, Microfluidics, Newton MA,
SAD), PLIVA Hrvatska d.o.o..

3.2.2. MJERENJE VELICINE KAPLJICA | INDEKSA POLIDISPERZNOSTI

Veli¢ina kapljica unutarnje faze (engl. Z-average) i raspodjela veli¢ine kapljica — indeks
polidisperznosti (engl. polydispersity indeks) izmjereni su fotonskom korelacijskom
spektroskopijom na uredaju Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments, Malvern, UK) pri
temperaturi od 25 °C u jednokratnim polistirenskim kivetama. Metoda mjerenja veli¢ine

kapljica temelji se na mjerenju promjene intenziteta rasprsene svjetlosti kao funkcije vremena
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te se na temelju Stokes-Einsteinove relacije softverski izraCunava promjer kapljica unutarnje
faze. Kao izvor svjetlosti uredaj koristi monokromatski koherentni helij-neon laser, a detekcija
se vrsi pod kutem od 90°C. Rezultati se prikazuju kao prosjecna veli¢ina kapljica 1 indeks
polidisperznosti. Indeks polidisperznosti je mjera za raspodjelu veli¢ina Cestica i ukazuje na
homogenost disperzije pri cemu vrijednost od 0 oznac¢ava monodisperznost, a vrijednost oko 1
oznacava nehomogeni sustav. Mjerenja su provodena pri 25 °C, a uzorci su prije mjerenja
razrijedeni procis¢enom vodom prethodno filtriranom kroz membranski mikrobakterioloski

fiilter veli¢ine pora 0,45um (Spritzen- /Syringe-Filter 0,45um, TPP, Svicarska).

Slika 5. Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments, Malvern, UK).
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Slika 6. Mjerenje velic¢ine kapljica unutarnje faze i indeksa polidisperznosti.

3.2.3. MJERENJE ZETA POTENCIALA

Zeta potencijal nanoemulzija izmjeren je na uredaju Zetasizer 3000HS (Malvern Instruments,
Malvern, UK). Mjerenje se temelji na elektroforetskoj pokretljivosti izracunatoj iz frekvencija
koje proizlaze iz detektiranih fotona svjetlosti te se primjenom Smoluchowskijeve

aproksimacije prevodi u zeta potencijal.

U formuli Ue je elektroforetska pokretljivost, € dielektricna konstanta vanjske faze, { zeta
potencijal, a n viskoznost vanjske faze. Uzorak je prije mjerenja razrijeden profiltriranom
otopinom natrijevog klorida (10 mM) do primjerene koncentracije. Mjerenje se provodi pri 25
°C.
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3.2.4. STABILNOST U STVARNOM VREMENU

Pripravljene nanoemulzije su skladiStene tijekom 30 dana pri sobnoj temperaturi i 4°C nakon
¢ega im je odredena veli¢ina kapljica, indeks polidisperznosti i zeta potencijal kapljica na

uredaju Zetasizer 3000HS.
3.2.5. METODE UBRZANOG STARENJA

Stabilnost nanoemulzija odredena je sljede¢im metodama ubrzanog starenja odnosno provedeni
su sljedeci stres testovi: viSestruki ciklusi zagrijavanja i hladenja nanoemulzija, visestruki
ciklusi zamrzavanja i odmrzavanja nanoemulzija te test centrifugiranja nakon kojih je izmjerena
veli¢ina, indeks polidisperznosti i zeta potencijal kapljica nanoemulzije. Prije mjerenja

nanoemulzije su vizualno pregledane zbog mogucéeg odvajanja faza.
3.2.5.1.VISESTRUKI CIKLUSI ZAGRIJAVNJA I HLADENJA

Uzastopno zagrijavanje na 45°C i hladenje nanoemulzija na 4°C provedno je u 6 ciklusa. Uzorci
su skladiSteni po 48 sati pri svakoj temperaturi nakon ¢ega su provedena mjerenja veli¢ine

kapljica, indeksa polidisperznosti i zeta potencijala kapljica.
3.2.5.2. VISESTRUKI CIKLUSI ZAMRZAVANJA | ODMRZAVANJA

Provedena su 3 ciklusa zamrzavanja nanoemulzija pri -20°C i odmrzavanja pri 25°C. Uzorak
je skladisten po 48 sati pri svakoj navedenoj temperaturi nakon ¢ega su provedena mjerenja

veli¢ine kapljica, indeksa polidisperznosti i zeta potencijala kapljica.
3.2.5.3. CENTRIFUGIRANJE

Uzorci su centrifugirani 30 min pri 9000xg nakon ¢ega je izmjerena veli¢ina kapljica, indeks

polidisperznosti i zeta potencijal kapljica.
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3.2.6. ISPITIVANJE STABILNOSTI NANOEMUZIJE NAKON
RAZRIJEDENJA UMJETNOM SUZNOM TEKUCINOM
Suzna tekuéina je pripremljena otapanjem KCI (1,4 mg/mL), NaCl (6,8 mg/mL), NaHCO3 (2,2
mg/mL) i CaClox2H>0 (0,08 mg/mL) u 500 ml destilirane vode (Krtali¢ i sur., 2018). pH
otopine podesen je na 7,4 pomo¢u 1M HCI.

Uzorci nanoemulzija razrijedeni su umjetnom suznom teku¢inom u omjeru 40:7. Razrijedeni
uzorci mijeSani su 5 i 15 minuta na magnetskom mje$acu pri 150 okretaja u minuti (engl.
Revolutions per minute, rpm). Uzorcima je izmjerena veli¢ina kapljica, indeks polidisperznosti

I zeta potencijal kapljica.

20



4. REZULTATI | RASPRAVA

Pripravljena je kationska nanoemulzija za oftalmicku primjenu s Mygliolom 812 kao uljnom
fazom u koncentraciji od 2,5% (m/m), Cremophorom EL (0,25%, m/m) i lecitinom S45 (0,05%,
m/m) kao neionskim i ionskim surfaktantom, glicerolom (2,5%, m/m) kao sredstvom za
izotonizaciju te kitozanom niske molekulske mase (0,3%, m/m) kao nositeljem pozitivnog
naboja. Cremophor EL dodan je u svrhu emulgiranja i sterickog stabiliziranja kapljica uljne
faze. Lecitin S45 koristen je s ciljem dobivanja negativnog povrsinskog naboja na kapljicama
uljne faze. Taj povrSinski naboj potjece od negativno nabijenih slobodnih masnih kiselina te
fosfatidne kiseline (Klang i Valenta, 2011). Negativni naboj dispergiranih kapljica ulja
posredovan lecitinom S45 omogucuje njihovo oblaganje pozitivno nabijenim kitozanom (Li i
sur., 2016). Kao kontrolna nanoemulzija, pripravljena je nanoemulzija bez dodatka kitozana u

vanjsku fazu.

Po pripravi nanoemulzija nije uo¢eno odvajanje faza te su izgledom stabilne. Pripravljene
nanoemulzije karakterizira mlije¢no bijela boja s blago plavi¢astim odsjajem zbog
Rayleighovog rasprsenja, kao sto je i karakteristicno za nanoemulzije (Klang i Valenta, 2011).
Veli¢ina, indeks polidisperznosti i zeta potencija kapljica unutarnje faze pripravljenih
nanoemulzija prikazana su u tablici 2. Kationska i kontrolna nanomeulzije bez kitozana
pripravljene su u triplikatu. Kontrolne nanoemulzije obiljezene su brojevima 1-3, a kationske

nanoemulzije K1-K3.

Tablica 2. Veli¢ina, indeks polidisperznosti i zeta potencijal kapljica nanoemulzija.

Uzorak Veli¢ina kapljica (nm)” PDI Zeta potencijal (mV)™
1 177,5+1,3 0,138+0,009 -22,2+0,3
2 179,1+0,7 0,112+0,025 -16,4+0,4
3 176,9+0,5 0,13040,021 -16,0+0,6
K1 180,2+2,6 0,254+0,052 31,014
K2 177,010 0,259+0,000 29,9+11
K3 175,1+1,0 0,215+0,010 28,0+1,2

*Pri mjerenju veli¢ine kapljica nanoemulzije su razrijedene 1000x
* Pri mjerenju zeta potencijala kapljica nanoemulzije su razrijedene 100x
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Srednja veli¢ina nanoemulzija bez Kitozana iznosi 177,7+1,1 nm, a nanoemulzija s kitozanom
177,425 nm. Srednja vrijednost indeksa polidisperznosti kontrolnih nanoemulzija iznosi
0,127+0,013, a kationskih 0,243+0,024. Srednja vrijednost zeta potencijala kontrolnih
nanoemulzija iznosi -18,2+3,4 mV, a kationskih 29,63+1,518 mV. Rezultati odredivanja
veli¢ine kapljica, indeksa polidisperznosti i zeta potencijala odgovaraju zahtjevima za izradu
nanoemulzija. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuditi da su uspje$no pripremljene
nanoemulzije prosjeéne veli¢ine kapljica manje od 500 nm zadovoljavaju¢eg indeksa
polidisperznosti. Veli¢ina kapljica nije se znacajno promijenila dodatkom kitozana u
formulaciju, ali je porastao indeks polidisperznosti $to je u skladu s o¢ekivanjima za kationski
polimer odredenog raspona molekulskih masa (50-190 kDa). Vrijednosti zeta potencijala
formulacija bez kitozana su negativnog naboja, dok nanoemulzije s kitozanom poprimaju
pozitivne vrijednosti zeta potencijala. U nacelu, sustavi sa zeta potencijalom od + 30 mV
pokazuju dobru stabilnost, dok je kod vrijednosti zeta potencijala od + 60 mV njihova stabilnost
odli¢na. Kratkotrajna stabilnost prisutna je ako je zeta potencijal oko + 20 mV, a vrijednosti do
+ 5 mV ukazuju na brzu agregaciju (Garcia-Celma i sur., 2016). Zeta potencijal sustava
stabiliziranih s polielektrolitima kao $to je kitozan, moze biti manji od £ 30 mV, a osiguravati
dovoljnu stabilnost sustava (Rai i sur., 2018). S obzirom na zeta potencijal kapljica uljne faze,

za ocekivati je da ¢e pripravljene kationske nanoemulzije biti zadovoljavajuce stabilnosti.
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U svrhu odredivanja stabilnosti nanoemulzija u stvarnom vremenu, pripravljene nanoemulzije
su ¢uvane 30 dana pri sobnoj temepraturi (25°C) i u hladnjaku (pri 4°C). Dobiveni rezultati

prikazani su u sljede¢im tablicama.

Tablica 3. Veli¢ina, indeks polidisperznosti i zeta potencijal kapljica nanoemulzija nakon
skladistenja pri 4°C tijekom 30 dana.

Uzorak Izgled Veli¢ina kapljica (nm)” PDI Zeta potencijal (mV)™
1 U REDU 202,545 0,050+0,041 -14,5+0,7
2 U REDU 197,7+5,0 0,028+0,029 -14,5+0,6
3 U REDU 194,9+3,6 0,047+0,017 -15,240,2
K1 U REDU 204,5+6,1 0,222+0,009 29,7£1,0
K2 U REDU 190,1+3)9 0,091+0,010 28,5+0,8
K3 U REDU 198,445,8 0,208+0,017 27,9+0,9

*Pri mjerenju veli¢ine kapljica nanoemulzije su razrijedene 1000x

** Pri mjerenju zeta potencijala kapljica nanoemulzije su razrijedene 100x

Tablica 4. Veli¢ina, indeks polidisperznosti i zeta potencijal kapljica nanoemulzija nakon

skladistenja pri 25°C tijekom 30 dana.

Uzorak Izgled Veli¢ina kapljica (nm)” PDI Zeta potencijal (mV)™
1 U REDU 201,5+1,3 0,052+0,011 -13,5+0,9
2 U REDU 201,7£3,9 0,025+0,014 -13,6+1,2
3 U REDU 199,1+1,6 0,066+0,018 -14,2+0,6
K1 U REDU 267,9+7,2 0,226+0,015 33,0£0,5
K2 U REDU 332,948,5 0,138+0,017 35,0+0,6
K3 U REDU 347,6+5,0 0,134+0,008 34,4+0,6

“Pri mjerenju veli¢ine kapljica nanoemulzije su razrijedene 1000x
** Pri mjerenju zeta potencijala kapljica nanoemulzije su razrijedene 100x

Nakon ¢uvanja pri 4°C srednja veli¢ina kapljica kontrolne nanoemulzije iznosi 198,4+3,8 nm,
a kationske nanoemulzije 197,7£7,2 nm, odnosno doslo je do povecanja veli¢ine kapljica u
odnosu na pocetne vrijednosti. Srednja veli¢ina indeksa polidisperznosti za kontrolne

nanoemuzije 0,042+0,012 te za kationske nanoemulzije 0,174+0,072 ukazuje na homogenost
23



nanoemulzija. Zeta potencijal kationskih nanoemulzija ostao je nepromijenjen, dok se kod
kontrolnih nanoemulzija zamjecuje blagi pad (-14,7+£0,4 mV) nakon ¢uvanja 30 dana pri 4°C.
Ta razlika vjerojatno je posljedica reorganizacije slobodnih masnih kiselina iz uljne faze na
povrsinu kapljica. Nakon ¢uvanja nanoemulzija 30 dana pri sobnoj temperaturi uoéen je
znacajniji porast kapljica kationske nanoemulzije (265,4+42,4 nm) u usporedbi s pocetnim
mjerenjima, medutim unato¢ porastu veli¢ine kapljica nije doslo do vrhnjenja ni razdvajanja
faza nanoemulzija, $to ukazuje na njihovu kineticku stabilnost. Uoceno je smanjenje indeksa
polidisperznosti nakon skladiStenja 30 dana pri obje temperature. Moguci uzrok tome je
Ostwaldovo zrenje zbog kojeg su kapljice postale nesto vece, ali i ujednacenije jer su vece
kapljice narasle na ratun manjih. Kod kationskih nanoemulzija zeta potencijal se povisio samo
nakon skladi$tenja pri 25 °C (34,1+1,0 mV). Do promjene u zeta potencijalu vjerojatno je doslo
zbog porasta u veli¢ini kapljica (veée kapljice-viSe pozitivno nabijenih molekula kitozana na

povrsini-vedi zeta potencijal).

Tablice izmjerenih vrijednosti pokazuju zadovoljavajue rezultate nanoemulzija nakon
skladistenja 30 dana pri 4 i 25°C. lzgled formulacija ostao je nepromijenjen tijekom

skladiStenja.
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Metode ubrzanog starenja su metode koje omogucuju prognoziranje stabilnosti, a znac¢ajne su

jer je vrijeme ispitivanja skraceno.

4.3.1. CIKLUSI ZAGRIJAVANJA I HLADENJA

Prva metoda ubrzanog starenja kojoj su podvrgnute nanoemulzije ukljucuje uzastopno
zagrijavanje na 45°C i hladenje nanoemulzija na 4°C. Provedeno je 6 ciklusa zagrijavanja i
hladenja, pri ¢emu su uzorci skladisteni po 48 sati pri svakoj temperaturi. Kljuéni parametri
nanoemulzija nakon 6 ciklusa zagrijavanja i hladenja prikazani su u tablici 5. 6 ciklusa
kontrolnih nanoemulzija ozna¢eno je brojevima 1-6, dok je 6 ciklusa kationskih nanoemulzija

oznaceno K1-K®6.

Tablica 5. Veli¢ina, indeks polidisperznosti i zeta potencijal kapljica nanoemulzija nakon
ciklusa zagrijavanja i hladenja pri temeraturi od 45 i 4°C.

Uzorak Veli¢ina kapljica (nm)” PDI Zeta potencijal (mV)™
1 190,1+0,8 0,060+0,020 -4,6+3,0
2 189,4+3,7 0,089+0,017 -9,5£3,4
3 192,2+0,8 0,095+0,016 -13,2+0,4
4 199,7+2,3 0,069+0,002 -16,7+0,8
5 196,9+0,9 0,044+0,01 -15,1+0,2
6 201,4+2,3 0,057+0,018 -15,7+0,3

K1l 230,7+£33,4 0,349+0,118 36,6+1,1
K2 225,9+28,6 0,271+0,224 35,7+1,7
K3 267,5£11,3 0,366+0,042 57+1,0
K4 328,3+x15,4 0,259+0,022 39,419
K5 306,3+13,0 0,308+0,004 34,6+4,3
K6 326,3+13,0 0,280+0,053 37,8+1,2

“Pri mjerenju veli¢ine kapljica nanoemulzije su razrijedene 1000x

“* Pri mjerenju zeta potencijala kapljica nanoemulzije su razrijedene 100x
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Slika 7. Promjene veli¢ine kapljica nanoemulzije ovisno o broju ciklusa zagrijavanja i hladenja

pri 451 4°C.
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Slika 8. Promjene indeksa polidisperznosti kapljica nanoemulzije ovisno o broju ciklusa
zagrijavanja i hladenja pri 45 i 4°C.
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Slika 9. Promjene zeta potencijala kapljica nanomeulzije ovisno o broju ciklusa zagrijavanja i
hladenja pri 45 4°C.

Iz prilozenih podataka vidljivo je da su izradene nanoemulzije stabilne nakon provedenog testa
ubrzanog starenja, tj. 6 ciklusa zagrijavanja i hladenja pri temperaturama 45°C i 4°C.
Nanoemulzije s kitozanom pokazuju veéi rast kapljica unutarnje faze i polidisperznosti nego
kontrolne nanoemulzije bez kitozana, medutim izmjerene vrijednosti obiju formulacija i dalje
u rasponu dozvoljenih veli¢ina kapljica i indeksa polidisperznosti nanoemulzija. Nakon ovog
ispitivanja doslo je do porasta zeta potencijala kationskih nanoemulzija s obzirom na pocetne
vrijednosti Sto ukazuje da su vrijednosti zeta potencijala dovoljno visoke za stabilnu

nanoemulziju (Rai i sur., 2017)

4.3.2. CIKLUSI ZAMRZAVANJA | ODMRZAVANJA

Druga metoda ubrzanog starenja kojoj su podvrgnute nanoemulzije ukljuc¢uje uzastopno
zamrzavanje pri -20°C i odmrzavanja nanoemulzija pri 25°C. Provedeno je 3 ciklusa
zamrzavanja i odmrzavanja, pri ¢emu su uzorci ¢uvani po 48 sati pri svakoj temperaturi. Klju¢ni
parametri nanoemulzija nakon 3 ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja prikazani su u tablici 6.
Ciklusi nanoemulzija bez kitozana prikazani su brojevima 1-3, a ciklusi kationskih

nanoemulzija oznaceni su K1-K3.
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Tablica 6. Veli¢ina, indeks polidisperznosti i zeta potencijal kapljica nanoemulzija nakon 3
ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja pri -20 i 25°C.

Uzorak Veli¢ina kapljica (nm)” PDI Zeta potencijal (mV)™
1 189,9+1,8 0,095+0,008 -11,6+0,9
2 192,6+2,6 0,070,017 -10,7+1,5
3 186,3+3,5 0,094+0,013 -15,9+0,4
K1 188,6+7,4 0,241+0,0212 29,3+1,1
K2 209,0+15,4 0,287+0,078 30,6+0,3
K3 206,7+22,2 0,343+0,087 32,1+£1,3

*Pri mjerenju veli¢ine kapljica, nanoemulzije su razrijedene 1000x
™ Pri mjerenju zeta potencijala kapljica, nanoemulzije su razrijedene 100x
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Slika 10. Promjene velic¢ine kapljica nanoemulzije ovisno o broju ciklusa zamrzavanja i
odmrzavanja pri -20 i 25°C.
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Slika 11. Promjene indeksa polidisperznosti kapljica nanoemulzije ovisno o broju ciklusa
zamrzavanja i odmrzavanja pri -20 i 25°C.
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Slika 12. Promjene zeta potencijala kapljica nanoemulzije ovisno o broju ciklusa zamrzavanja
i odmrzavanja pri -20 i 25°C.
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Usporedujuci prikazane rezultate s poCetnim vrijednostima moze se uociti da je porasla veli¢ina
kapljica i nanoemulzija bez kitozana i kationskih nanoemulzija, s time da su vrijednosti
kationskih nanoemuzija malo vise (209+0,2 nm), medutim obje formulacije zadovoljavaju
vrijednosti veli¢ina kapljica za nanoemulzijske sustave. Nadalje, indeks polidisperznosti
kationskih nanoemulzija visi je od 0,2 $to ukazuje na Siroki raspon veli¢ina kapljica, odnosno
nedovoljno visoku homogenost te mogucu nestabilnost. Nisu uo¢ene znacajnije promjene u

vrijednostima zeta potencijala kationskih nanoemulzija.

4.3.3. CENTRIFUGIRANJE

Treca metoda ubrzanog starenja kojoj su podvrgnute nanoemulzije ukljucuje centrifugiranje pri
9000 x g u trajanju od 30 min. Klju¢ni parametri nanoemulzija nakon centrifugiranja prikazani

su u tablici 7.

Tablica 7. Veli¢ina, indeks polidisperznosti i zeta potencijal kapljica nanoemulzija nakon
centrifugiranja pri 9000 x g u trajanju od 30 minuta.

Uzorak Izgled Veli¢ina kapljica (nm)” PDI Zeta potencijal (mV)™
1 VRHNJENJE 185,6%0,8 0,101+0,008 -9,9+0,6
2 VRHNJENJE 185,0£0,2 0,092+0,010 -11,0+0,7
3 VRHNJENJE 186,1+0,9 0,091+0,007 -13,0+0,7
K1l VRHNJENJE 184,8+0,4 0,192+0,006 29,716
K2 VRHNJENJE 179,4+0,9 0,195+0,015 29,8+£1,0
K3 VRHNJENJE 177,1£1,5 0,172+0,009 29,0+£0,8

* Pri mjerenju veli¢ine kapljica, nanoemulzije su razrijedene 1000x
™ Pri mjerenju zeta potencijala kapljica, nanoemulzije su razrijedene 100x
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Slika 13. Izgled nanoemulzija bez kitozana (1) i s kitozanom (K1) nakon centrifugiranja. Na
slici je vidljivo odvajanje faza.

Kao sto je vidljivo na slici 13, doslo je do vrhnjenja nakon centrifugiranja pri 9000 x g u trajanju
od 30 minuta. Medutim, nakon kratkog i snaznog protresivanja doslo je do redispergiranja
nanoemulzija. Veli¢ina kapljica unutarnje faze nakon redispergiranja podjednaka je u svim
uzorcima (185,6+0,6 nm i 180,4+3,9 nm), nema znacajnih odstupanja od pocetnih vrijednosti.
Indeksi polidisperznosti manji su od 0,2, §to upucuje na uzak raspon veliCine kapljica i
stabilnost formulacija. Vrijednost zeta potencija kationskih nanoemulzija je 29,5+0,4 mV S§to

znali da su nanoemulzije stabilne nakon centrifugiranja usprkos razdvajanju faza.

31



Kako bi se ispitala stabilnost nanoemulzija u biorelevantnim uvjetima, nanoemulzije su
razrijedene s umjetnom suznom tekuc¢inom u omjeru 40:7 (Wei i sur., 2002; Krtali¢ i sur., 2018).
Omijer proizlazi iz volumena jedne kapi pripravaka (40 pL) te volumena suznog filma na
povrsini oka (7 uL). Nanoemulzije su pomijeSane s umjetnom suznom tekuéinom na
magnetskom mijesac¢u tijekom 5 minuta i 15 minuta, a dobiveni rezultati prikazani su u

tablicama 8 i 9.

Tablica 8. Velic¢ina, indeks polidisperznosti i zeta potencijal kapljica nanoemulzija nakon
mijesanja izradenih nanoemulzija i umjetne suzne tekuc¢ine u omjeru 40:7 pri 150 okretaja u
minuti u trajanju od 5 minuta.

Uzorak Veli¢ina kapljica (nm)*  PDI Zeta potencijal (mV)™
1 190,9+1,6 0,067+£0,030 -10,3+4,0

2 192,1£3,1 0,083+0,031 -16,6+£1,4

3 188,4+0,5 0,038+0,051 -18,6x1,6

K1 189,2+2 4 0,181+0,025 30,6+1,3

K2 198,5+2,9 0,183+£0,032 27,415

K3 184,5+1,5 0,156+0,010 26,8+1,6

*Pri mjerenju veli¢ine kapljica, nanoemulzije su razrijedene 500x
** Pri mjerenju zeta potencijala kapljica, nanoemulzije su razrijedene 100x
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Tablica 9. Veli¢ina, indeks polidisperznosti i zeta potencijal kapljica nanoemulzija nakon
mijesanja izradenih nanoemulzija i umjetne suzne tekuéine u omjeru 40:7 pri 150 okretaja u

minuti u trajanju od 15 minuta.

Uzorak Veli¢ina kapljica (nm)”

1 189,8+2,4
2 190,0+3,2
3 188,1+2,4
K1 197,4+2,6
K2 185,2+3,8
K3 190,2+2,0

PDI
0,077+0,006
0,075+0,004
0,095+0,012
0,204+0,012
0,164+0,032
0,181+0,021

*Pri mjerenju veli¢ine kapljica, nanoemulzije su razrijedene 500x

** Pri mjerenju zeta potencijala kapljica, nanoemulzije su razrijedene 100x

Zeta potencijal (mV)™

-19,3+0,6
-16,6+1,6
-19,1+2,6
30,5+1,7
28,3+1,3
28,7+1,2

Velic¢ina kapljica obiju formulacija nakon mijeSanja sa umjetnom suznom tekuéinom je

podjednaka i neSto veca u odnosu na pocetne nerazrijedene formulacije (177,7+1,1 nm i

177,4+2,6 nm). Indeksi polidisperznosti su manji od 0,2 (osim K1, tablica 9 koji je nezamjetno

veci) 1 upuéuju na uski raspon veli¢ina kapljica. Nema znacajnije promjene u zeta potencijalu

kationskih nanoemulzija nakon razrijedenja. Nema znacajnih razlika s obzirom na vrijeme

mijesanja formulacija i umjetne suzne tekucine.
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5. ZAKLJUCAK

e Pripravljena je kationska nanoemulzija za oftalmic¢ku primjenu s Mygliolom 812 kao
uljnom fazom u koncentraciji od 2,5% (m/m), Cremophorom EL (0,25%, m/m) i
lecitinom S45 (0,05%, m/m) kao neionskim i ionskim surfaktantom, kitozanom niske
molekulske mase (0,3%, m/m) kao nositeljem pozitivnhog naboja te glicerolom (2,5%,
m/m) kao sredstvom za izotonizaciju.

e Velicina kapljica i indeks polidisperznosti pripravljene kationske nanoemulzije unutar
je dozovoljenog raspona s obzirom na stabilnost sustava.

e Odredivanje stabilnosti nanoemulzije u stvarnom vremenu pri 4 i 25°C ukazuju na
potrebu ¢uvanja nanoemulzije pri niZim temepraturama.

e Nakon provedenih testova ubrzanog starenja, doslo je do porasta veli¢ine kapljica i
indeksa polidisperznosti kationskih nanoemulzija, koje prati i blagi porast zeta
potencijala, ali nije doslo do vrhnjenja niti do odvajanja faza, $to ukazuje na dobru
kineti¢ku stabilnost formulacija.

e Nakon provedenih testova ubrzanog starenja, uocen je blagi porast veli¢ine kapljica
unutarnje faze, medutim ispitivana kationska nanoemulzija zadovoljava vrijednosti za
nanoemulzijske sustave. Doslo je do odredenog porasta indeksa polidisperznosti
kationske nanoemulzije (> 0,2) $to ukazuje na mogucu nestabilnost. Nije doslo do
znacajnijih promjena zeta potencijala kationske nanoemulzije.

e Centrifugiranjem kationske nanoemuzije doslo je do vrhnjena, medutim protresivanjem
dolazi do redispergiranja, a dobivenu nanomeulziju karakterizira zadovoljavajuca
veli¢ina kapljica unutarnje faze, indeks polidisperznosti i zeta potencijal §to ukazuje na
stabilnost ispitivanog sustava.

e MijeSanjem nanoemulzija sa suznom teku¢inom u omjeru 40:7 nije doSlo do znacajne
promjene veli¢ine kapljica. Indeks poidisperznosti je manji od 0,2 $to znaci da je
nanoemulzija uskog raspona veli¢ine kapljica. Takoder, nema znacajnije promjene u

zeta potencijalu kationske nanoemulzije nakon razrijedenja.
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7.SAZETAK/ SUMMARY

Apsorpcija i posljedi¢no bioraspolozivost topikalnih oftalmickih lijekova je ograni¢ena zbog
barijera prednjeg dijela oka kao Sto su nazolakrimalna drenaza, refleks treptanja i suzenja,
¢vrste barijere roznice te proteini i metaboliCki enzimi suzne tekucine. S ciljem povecanja
bioraspolozivosti oftalmickih lijekova, smanjenja nuspojava zbog neproduktivne apsorpcije u
sistemsku cirkulaciju te smanjene ucestalosti doziranja istrazuju se i razvijaju inovativni
farmaceutski oblici topikalnih oftalmickih lijekova. Potencijal U/V nanoemulzija u oftalmickoj
primjeni temelji se na sli€nosti nanoemulzija sa suznim filmom. Kako je veéina oftalmickih
lijekova slabo topljiva u vodi, uklapanjem u uljnu fazu U/V nanoemulzija povecava se njihova
topljivost. S ciljem produljenja zadrzavanja nanoemulzija na povrSini oka, povrsina kapljica
modificira se dodatkom kationskih surfaktanata ili polimera. Time povrSina kapljica unutarnje
faze postaje pozitivno nabijena. Klju¢an parametar u procesu razvoja konac¢nog oblika lijeka je
njegova stabilnost. Cilj ovog diplomskog rada je ispitati stabilnost kationskih U/V
nanoemulzija ¢iju uljnu fazu ¢ini Mygliol 812, surfaktanti koji osiguravaju stabilnost sustava
su lecitin S45 i Cremophor EL, a pseudoemulgator kationski polimer kitozan. Nanoemulzije su
pripravljene visokoenergetskom metodom mikrofluidizacije. Ispitativana je stabilnost
nanoemulzija nakon skladiStenja 30 dana pri sobnoj temperaturi i pri 4°C, metodama ubrzanog
starenja 1 nakon razrjedenja umjetnom suznom tekuéinom. Kao parametri stabilnosti,
razmatrani su veli¢ina kapljica, indeks polidisperznosti 1 zeta potencijal nanoemulzija.
Odredivanje stabilnosti nanoemulzija u stvarnom vremenu pri 4 i 25°C ukazuju na potrebu
Cuvanja nanoemulzija pri nizim temepraturama. Nakon provedenih testova ubrzanog starenja,
doslo do porasta veli¢ine kapljica i1 indeksa polidisperznosti kationskih nanoemulija, koje prati
1 blagi porast zeta potencijala, ali nije doSlo do vrhnjenja niti do odvajanja faza, Sto ukazuje na
dobru Kineti¢ku stabilnost formulacija. MijeSanjem nanoemulzija sa suznom tekuéinom u
omjeru 40:7 nije doslo do znacajne promjene veli¢ine kapljica, indeksa polidisperznosti ni zeta

potencijala kationske nanoemulzije.
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The absorption and consequently the bioavailability of topical ophthalmic drugs is limited by
the anterior eye segment barriers such as nasolacrimal drainage, reflex blinking, tight corneal
barriers and proteins and metabolic enzymes of tear fluid. In order to increase the bioavailability
of ophthalmic drugs, reduce the side effects due to unproductive absorption into systemic
circulation and reduced dosage frequency, innovative pharmaceutical forms of topical
ophthalmic drugs are being investigated and developed. The potential of O/W nanoemulsion in
ophthalmic drug delivery is based on the similarities of the nanoemulsion with the tear film.
Since most of the ophthalmic drugs are poorly soluble in water, their encapsulation into the
O/W nanoemulsion oil phase increases drug solubility. With the aim of prolonging the
nanoemulsion retention on the surface of the eye, the droplet surface is modified by addition of
cationic surfactants or polymers, which makes the droplets positively charged. The key
parameter in the process of developing a final dosage form is its stability. The aim of this thesis
is to examine the stability of the cationic O/W nanoemulsion whose oil phase makes the Mygliol
812, surfactants lecithin S45 and Cremophor EL, and pseudo-emulsifier cationic polymer
chitosan. Nanoemulsions were prepared by a high-energy microfluidization method. The
stability of nanoemulsion was tested after storage for 30 days at room temperature and at 4 ° C,
accelerated stability testing methods and after dilution with simulated tear fluid. As stability
parameters, the size of the droplet, the polydispersity index and the zeta potential of the
nanoemulsion were considered. Determination of the stability of the nanoemulsion in real time
at 4 and 25°C indicates the need to store the nanoemulsion at lower temperatures. After
accelerated aging tests were performed, the droplet size and polydispersity index of cationic
nanoemulsion increased, followed by a mild increase in potency, but there was no creaming or
phase separation, indicating good kinetic stability of the formulationsMixing the nanoemulsion
with the simulated tear fluid at a ratio of 40: 7 did not induced any significant changes to the
droplet size, polydispersity index nor zeta potential.
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