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Dermalna raspolozivost lekova sa antiinflamatornim delovanjem iz podloga
sa Se¢ernim emulgatorom: komparativna primena metoda in vitro/in vivo

karakterizacije

SAZETAK

Uvod Aktuelna farmakoekonomska situacija ima za posledicu Cest nedostatak
lekova u potrebnim dozama/jaCinama, a za neke lekovite supstance nisu odabrani
pogodni nosaci. Znacaj primene odgovarajuceg vehikuluma/podloge narocito je izrazen
u slucaju lekova koji se primenjuju na kozi. Ova grupa lekova podlozna je i uticajima
koji dolaze iz kozmeticke industrije, a odnose se na zadovoljavajuci izgled, teksturu i
senzorne karakteristike nosaca, $to se direktno reflektuje u kojoj meri ¢e se pacijenti
pridrzavati propisanoj terapiji. Nedostatak lekova na trziStu moze se prevazici izradom
lekova u apoteci ¢ime se, Cak 1 u zemljama sa veoma razvijenom farmaceutskom
industrijom, ponovo potencira znac¢aj znanja i vesStina farmaceuta u ex tempore izradi
lekova. 1z tog razloga, prepoznata je potreba za inoviranjem sastava takvih lekova, pre
svega uvodenjem formulacija sa savremenim farmaceutskim ekscipijensima. S druge
strane, ostaje otvoreno pitanje procene dermalne raspolozivosti ovakvih lekova, s
obzirom da regulatorno prihvacene metode nisu univerzalno primenljive (poput
ograni¢ene primenljivosti vazokonstriktornog testa na lekove iz grupe kortikosteroida)
ili se smatraju neracionalnim u fazi razvoja formulacije (podrazumevaju znacajna
ulaganja i veliki broj ispitanika).

Cilj istrazivanja Cilj istrazivanja ove disertacije bio je razvoj formulacije,

fizickohemijska 1 biofarmaceutska karakterizacija emulzionih sistema (podloga)
stabilizovanih prirodnim meSanim emulgatorom tipa alkil poliglukozida (APG), sastava
cetostearil glukozid i cetostearil alkohol, koji je od skora sertificiran kao farmaceutski
ekscipijens. Razvijene formulacije posluzile su kao modeli za razvoj i optimizaciju
protokola metode sa adhezivnim trakama (fape stripping metode) kao perspektivne in
vivo tehnike za ispitivanje penetracije lekova kroz kozu, uz sprovodenje korelacije datih
rezultata sa onim dobijenim prihvaéenim in vitro i in vivo metodama kroz nekoliko
studija slucaja (ketoprofen, diklofenak dietilamin i hidrokortizon kao model lekovite

supstance sa antiinflamatornim delovanjem, razlicitih fiziCkohemijskih karakteristika).



Metode Eksperimentalni rad sproveden je u tri faze: 1) U cilju procene fizicke
stabilnosti i koloidne strukture model podloga stabilizovanih Secernim emulgatorom,
sprovedena je sveobuhvatna karakterizacija primenom polarizacione mikroskopije,
merenjem pH i elektri¢ne provodljivosti, odredivanjem saturacione koncentracije model
lekovitih supstanci, primenom kontinualne reologije, diferencijalne skenirajuce
kalorimetrije, termogravimetrijske analize, in vitro analizom liberacionih profila model
lekovitih supstanci, procenom bezbednosnog profila model podloga: in vitro —
citotoksi¢nim testom i in vivo — neinvazivnim tehnikama bioinZenjeringa koze. U cilju
objektivnog sagledavanja kvaliteta i bezbednosti primene podloga stabilizovanih
Secernim emulgatorom, karakterizacija je izvrSena i na referentnim podlogama koje su
oficinalne, a stabilizovane su konvencionalnim nejonskim emulgatorima. 2) Razvoj i
optimizacija protokola metode sa adhezivnim trakama, kao perspektivne tehnike za in
vivo procenu dermalne raspolozivosti lekova, koja bi nasla Siroku primenu u
laboratorijama prosetne opremljenosti. Procena pogodnosti primene metode
predloZenog protokola, uporednom analizom sa rezultatima koje pruzaju ustanovljene in
vitro/ex vivo metode. 3) Komparativna evaluacija metode predlozenog protokola sa
vazokonstriktornim testom, kao (sa izuzetkom klinickih ispitivanja) jedinom in vivo
metodom prihvac¢enom od strane regulatornih tela.

Rezultati Ispitani Secerni emulgator uslovio je zadovoljavajucu fiziCku stabilnost
model podloga, u koje su uspesno inkorporirani izabrani korastvaraci (izopropanol,
propilenglikol, glicerol) i model lekovite supstance. Pokazano je da je zadovoljavajuca
stabilnost uzoraka posledica obrazovanja lamelarnih struktura koje okruzuju kapi
unutrasnje faze i formiraju trodimenzionalnu mrezu u kontinuiranoj fazi emulzionog
sistema, ¢ime se smanjuje mobilnost i koalescencija dispergovane faze. Prirodno
poreklo ispitivanog emulgatora doprinosi dobrom in vitro/in vivo bezbednosnom
profilu model podloga, ¢ak i po dodatku korastvaraca, posebno izopropanola. Nakon
variranja odredenih procesnih parametara, pokazano je da metoda sa adhezivnim
trakama razvijenog protokola, moze uspesno da se koristi za ispitivanje hidrofilnih
kremova, kao oblika lekova koji su poznati po kompleksnoj koloidnoj strukturi. Iako
regulatorno prihvacena metoda, rezultat vazokonstriktornog testa bio je
kompromitovan iritacionim potencijalom referentnog uzorka, ¢ime se maskira

ocekivani farmakodinamski odgovor. S druge strane, uprkos Cinjenici da je metoda sa



adhezivnim trakama podloZna uticaju brojnih faktora, pokazana je umerena korelacija
rezultata koje pruzaju ove dve in vivo metode.

Zakljucak Formulisane podloge stabilizovane Secernim emulgatorom sastava cetearil
glukozid i cetearil alkohol, pogodne su za Siroku upotrebu u izradi magistralnih lekova
u obliku kremova sa antiinflamatornim delovanjem. Na objektivan nacin
(karakterizacija sprovedena uporedo sa oficinalnim podlogama farmakopejskog
kvaliteta), demonstrirana je moguénost inkorporiranja lekovitih supstanci i korastvaraca
razli¢ite prirode u formulisane podloge, uz ocuvanje zadovoljavajuce fizicke stabilnosti
i podnosljivosti na kozi. lako su prikazani rezultati odraz kvaliteta i bezbednosti
ispitivanih podloga, model podloge odlikuju i povoljne aplikativne osobine, $to se
smatra vaznim svojstvom savremenih nosaca za lekove koji se primenjuju na kozi.
Metoda sa adhezivnim trakama, sprovedena prema razvijenom protokolu, pruza podatke
o penetracionim profilima lekova ¢iji nosaci imaju realno kompleksnu strukturu. Ipak,
rezultati su pokazali da se ne moze smatrati alternativnom za vazokonstriktorni test, ve¢

pre korisnom komplementarnom metodom.

Kljuéne reéi Alkil poliglukozidni emulgatori, lamelarni tecni kristali, podloge za ex
tempore izradu kremova, ketoprofen, diklofenak dietilamin, hidrokortizon, metoda sa
adhezivnim trakama, vazokonstriktorni test, veStacki konstrukti koze, izolovani stratum

corneum.

Naucna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Farmaceutska tehnologija
UDK broj: 615.273 : 665.584.22

615.011 : 665.584.22



Dermal bioavailability of anti-inflammatory drugs from sugar emulsifier
stabilized bases: comparative application of in vitro/in vivo characterization

methods
ABSTRACT
Introduction Current pharmacoeconomic situation has resulted in a frequent shortage
in certain drug doses/strengths or suitable dosage forms. The importance of the
appropriate choice of the vehicle/base is especially emphasized in case of topical drugs.
These are prone to influences stemming from the cosmetic industry, relating to
satisfactory appearance, texture and sensorial properties of the carrier, which directly
reflects patient adherence. Such drug deficiencies may be overcome through
compounding practice in pharmacies which is, even in countries with highly developed
pharmaceutical industry, reevaluating the importance of pharmacist’s knowledge and
skills in extemporaneous drug preparation. Therefore, there is a need to innovate the
composition of such drugs, particularly via introduction of formulations based on novel
pharmaceutical excipients. On the other hand, the issue of dermal bioavailability
assessment of these drugs remains, considering the regulatory accepted methods are not
universally applicable (use of the skin blanching assay is limited to corticosteroid drugs)
or their use is irrational in the formulation development phase (require substantial funds
and a large number of volunteers).
Aim The aim of this work was the development, physicochemical and
biopharmaceutical characterization of emulsion systems (bases) stabilized with natural-
origin mixed alkyl polyglucoside (APG) emulsifier comprising cetostearyl glucoside
and cetostearyl alcohol, recently given a status of pharmaceutical excipient. These
formulations served as models for development and optimization of the tape stripping
method protocol that could serve as a prospective in vivo technique for skin penetration
studies, along with correlation of the obtained results with those provided through the
acknowledged in vitro and in vivo methods via several case-studies (ketoprofen,
diclofenac diethylamine and hydrocortisone as anti-inflammatory model drugs with
diverse physicochemical characteristics).
Methods Experimental work was organized in three phases: 1) With the aim of
assessing physical stability and colloidal structure of the model bases stabilized with the

sugar emulsifier, a comprehensive characterization was performed using polarization



microscopy, pH and conductivity measurements, saturation concentration of model
drugs, continual rheology, differential scanning calorimetry, thermogravimetric
analysis, in vitro screening of model drugs liberation profiles, assessing the safety
profiles of model bases: in vitro — citotoxicity assay and in vivo — non-invasive skin
bioengineering techniques. With the purpose to objectively evaluate both quality and
safety of the samples based on the sugar surfactant, characterization was performed with
reference bases of pharmacopoeial quality, stabilized with conventional non-ionic
emulsifiers. 2) Development and optimization of the protocol of the tape stripping
method as a prospective technique for in vivo dermal bioavailability assessment, which
would find vast application in various settings. Applicability of the suggested protocol
was evaluated in comparison to the results obtained by acknowledged in vitro/ex vivo
methods. 3) Comparative evaluation of the tape stripping method and the skin blanching
assay, as (with the exception of clinical trials) the only in vivo method accepted by the
regulatory agencies.

Results Investigated sugar emulsifier has provided satisfactory physical stability of the
model bases, and enabled the selected co-solvents (isopropanol, propylene glycol,
glycerol) and model drugs to be succesfully sustained. As a promoter of liquid
crystalline phases surrounding the droplets and forming a threedimensional network in
the continual phase of the emulsion system, mobility and coalescence of the dispersed
phase was reduced, hence, leading to the satisfactory system stability. Mild nature of
the investigated emulsifier is responsible for the favourable in vitro/in vivo safety
profile of the model bases, even after co-solvent addition, particularly isopropanol.
After variation of several proces parameters, the protocol of the tape stripping method
was defined, and was succesfully used for evaluation of drug penetration from
hydrophilic creams, as dosage forms of real complexity. Although being a regulatory
accepted method, results of the skin blanching assay was compromised by the irritation
potential of the reference sample, thus masking the expected pharmacodynamic
response. On the other hand, despite the fact that the tape stripping method is prone to
diverse influences, a moderate correlation between the results of the two in vivo
methods was found.

Conclusion Bases stabilized with the investigated sugar emulsifier (cetearyl glucoside

and cetearyl alcohol) may find vast application in drug compounding. The possibility of



extemporaneous addition of several drugs and co-solvents to the formulated bases was
objectively demonstrated (characterization performed in parallel with corresponding
samples of pharmacopoeial quality), with preservation of satisfactory physical stability
and skin performance. Although the presented results are both indication of quality and
safety of the investigated bases, model samples were favoured with good applicative
properties, which are considered equally important for any topical preparation. The tape
stripping method performed according to the suggested protocol provides data on drug
penetration profiles from complex dosage forms. Still, it cannot be considered as an

alternative for the skin blanching assay, but rather a useful complementary method.

Keywords Alkyl polyglucoside emulsifiers, lamellar liquid crystals, drug
compounding/extemporaneous drug preparation, ketoprofen, diclofenac diethylamine,
hydrocortisone, tape stripping method, skin blanching assay, artificial skin constructs,

1solated stratum corneum.

Scientific field: Pharmacy
Specific scientific field: Pharmaceutical technology
UDK No. 615.273 : 665.584.22

615.011 : 665.584.22
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1 UVOD

1.1 Koncept individualizacije terapije

Poslednjih godina, moze se uociti veliko interesovanje stru¢ne javnosti za
istrazivanja u domenu vezikularnih nosaca i nanotehnologija (Neubert, 2011). Razvoj
naprednih sistema za isporuku lekova, pre svega nosaca mikro i nano-veli¢ina (10 -
1000 nm), tzv. koloidnih nanovektora, predstavlja uzbudljivo polje istrazivanja, a dati
nosaci danas se smatraju savremenim farmaceutskim oblicima pred kojima su velika
oc¢ekivanja (Beija i sar., 2012). Medutim, iako je za mnoge od ovih nosaca dokazano da
obezbeduju unapredenu, pa Cak i ciljanu isporuku lekovitih supstanci do mesta
delovanja, prepoznati su i odredeni nedostaci ovih sistema, poput nezadovoljavajuce
fizickohemijske stabilnosti ili efikasnosti inkapsulacije model lekovitih supstanci.
Takode, prilikom procene bioloske raspolozivosti, uprkos inicijalno obecavajué¢im
rezultatima in vitro ispitivanja, ovi napredni sistemi za isporuku lekova obi¢no pokazuju
svoja ogranicenja tek u kompleksnijim in vivo uslovima (Zhang i sar., 2013). Iz tog
razloga, na trziStu lekova i dalje dominiraju konvencionalni oblici lekova, poznatog
kvaliteta, efikasnosti i bezbednosti.

Usled trenutne farmakoekonomske situacije, farmaceutska industrija tezi da
racionalizuje svoju proizvodnju, ¢ime e trziSte biti uskraceno za odreden broj lekova,
dok je izbor razli¢itih doza/jacina ili farmaceutskih oblika ve¢ ogranicen (Minghetti i
sar., 2010). Shodno tome, sve viSe se istiCe potreba za tzv.
individualizacijom/personalizacijom terapije kojom bi se postigao ispravan izbor
lekovite supstance, nac¢ina doziranja i optimalno oslobadanje iz primenjenog nosaca
(Florence i Lee, 2011; Nahata i Allen, 2008).

Tradicionalno, individualna terapija moze se obezbediti izradom magistralnih
lekova, §to podrazumeva izradu leka u apoteci primenom supstanci farmaceutskog
kvaliteta, po receptu (formuli) za datog pacijenta/korisnika (Zakon o lekovima i
medicinskim sredstvima, Sl. glasnik RS 30/2010). Iako se XIX vek smatra zlatnim
periodom izrade magistralnih lekova, sve do 50-ih godina proslog veka cak 80 %
recepata oslanjalo se na znanja i vesStine farmaceuta u izradi magistralnih lekova, nakon

¢ega je industrijska proizvodnja lekova postala dominantna (Marriott i sar., 2010). Ipak,



Cinjenica da je vecina lekova na trziStu dostupna (registrovana) u jednoj dozi/jacini i
farmaceutskom obliku, dovela je do redefinisanja znacaja izrade magistralnih lekova,
posebno u slucaju odredenih populacija (npr. pedijatrijski i gerijatrijski pacijenti) i/ili
vrsta bolesti (lekovi za tretman dermatoloskih oboljenja), kada je neophodno prilagoditi
lek specificnim potrebama pacijenta, osigurati zadovoljavaju¢u komplijansu/adherencu i
obezbediti zeljeni terapijski efekat. Ne treba zanemariti ni rastuéi broj
pacijenata/korisnika osetljivih na odredene supstance koje mogu biti prisutne u
registrovanim lekovima/preparatima (npr. konzervansi, emulgatori, boje i dr). lako je u
nekim zemljama tradicija izrade magistralnih lekova negovana i unapredivana tokom
godina, i zemlje sa razvijenom farmaceutskom industrijom poput SAD postaju svesne
znacaja koncepta individualizacije terapije Sto se ogleda u uvodenju novih dokumenata
(USP publikacija pod nazivom USP on Compounding: A Guide for the Compounding
Practitioner; FDA Compliance Policy Guide Sec.460.200) ili radnih tela (Pharmacy
Compounding Accreditation Board) ¢iji je cilj da urede ovaj segment farmaceutske
prakse (McPherson i sar., 2006; US Pharmacopeial Convention, 2013). lako sa
stanoviSta odgovarajuc¢ih regulatornih agencija magistralni lekovi ne prolaze iscrpna
ispitivanja poput registrovanih lekova, ukoliko se izrada sprovodi lege artis, po vaze¢im
smernicama poput Dobre prakse u izradi magistralnih lekova (eng. Good Compounding
Practice), smatraju se generalno bezbednim i jednostavnim reSenjem za pacijente sa
posebnim potrebama (USP 34, 2011). Konac¢no, vecina dostupnih dokumenata kojima
se reguliSe praksa izrade magistralnih lekova istiCe znacaj komunikacije na relaciji lekar
- pacijent - farmaceut koji prima recept - farmaceut koji ¢e izraditi magistralni lek
(Allen, 2012).

Kvalitet lekova u zemljama EU, potpisnicama Konvencije o izradi Evropske
farmakopeje, regulisan je monografijama Ph. Eur. i rezolucijama Komiteta za javno
zdravlje (danas Komitet ministara). Poslednji dokument donet sa ciljem uredenja prakse
izrade magistralnih lekova je Rezolucija Evropske komisije o obezbedenju zahteva za
kvalitet i bezbednost lekova izradenih u apotekama za potrebe pojedinacnih pacijenata
(eng. Resolution CM/ResAP(2011)1 on quality and safety assurance requirements for
medicinal products prepared in pharmacies for the special needs of patients), usvojena
od strane Komiteta ministara Veca Evrope na 1103. zasedanju odrzanom 19.1.2012.

godine (Resolution CM/ResAP(2011)1, 2011).



Tabela 1.1. Pregled monografija farmakopeje SAD kojima se ureduje praksa ex tempore izrade lekova (USP 34, 2011).

Farmakopeja

Naziv monografije

Napomene

USP 34

<795> Pharmaceutical Compounding

— Nonsterile Preparations

Predstavlja vodi¢ za sprovodenje Dobre prakse u izadi magistralnih lekova kod kojih se ne
zahteva sterilnost, a namenjeni su za primenu kod ljudi ili Zivotinja. Poslednje revizije koje su
stupile na snagu 1. maja 2011. godine obuhvataju kategorije magistralnih lekova (jednostavni,
umereno slozeni i slozeni), definicije razli¢itih pojmova (npr. rok upotrebe, stabilnost) i uslova

izrade (prostorije, oprema).

<797> Pharmaceutical Compounding

— Sterile Preparations

Opisuje procedure i zahteve za izradu sterilnih preparata. Navodi uslove i nacin rada kojima se
sprecava mikrobioloSka kontaminacija, prisustvo bakterijskih endotoksina, varijabilnost u
deklarisanoj jacini, hemijska ili fizicka kontaminacija, ili primena sastojaka neodgovarajuceg

kvaliteta.

<1160> Pharmaceutical Calculations

in Prescription Compounding

Vodi¢ za farmaceute prilikom sprovodenja potrebnih proracuna/kalkulacija koje prethode

izradi farmaceutskih preparata.

<1163>  Quality  Assurance in

Pharmaceutical Compounding

Opisuyje program obezbedenja kvaliteta kao sistem koraka koji se moraju sprovesti, kako bi se
odrzavali odgovarajuéi standardi kvaliteta magistralnih lekova. Poslednje revizije (od 1. maja
2011. godine) ukljucuju pitanja obuke, fizicke karakterizacije farmaceutskih oblika, ¢iSéenja,

kontejnera, pakovanja, Cuvanja i dr.

<1176> Prescription Balances and

Volumetric Apparatus

Pruza informacije o vagama i priboru za merenje zapremine (birete, pipete, menzure, kapaljke),
koji se mogu koristiti za odmeravanje lekovitih ili pomo¢nih supstanci prilikom izrade

magistralnih lekova.




Tabela 1.2. Monografija farmakopeje Velike Britanije kojom je definisana praksa ex tempore izrade lekova (BP 2009).

Farmakopeja Naziv monografije Napomene
BP 2009 Unlicensed Medicines Monografija opisuje minimum zahteva za kvalitet lekova koji se izraduju na zahtev ovlas¢enog
zdravstvenog radnika, kada se zdravstveno stanje pacijenta ne moze poboljsati registrovanim
lekovima.
Tabela 1.3. Monografija Ph. Eur. kojom je definisana praksa izrade lekova (Ph.Eur.7.7).
Farmakopeja Naziv monografije Napomene
Ph.Eur.7.7 | Pharmaceutical Preparations Monografija navodi osnovne zahteve koje treba da ispune lekovite supstance, ekscipijensi i

(04/2013/2619)

farmaceutski oblici koji ¢e se koristiti prilikom izrade magistralnih (eng. extemporaneous
preparations) ili galenskih lekova (eng. stock preparations). Ova monografija ne obuhvata

izradu lekova za potrebe klinickih ispitivanja.

Tabela 1.4. Monografije u pripremi koje se odnose na praksu ex tempore izrade lekova (US Pharmacopeial Convention, 2013).

Farmakopeja Naziv monografije Napomene

USP Compounding with Hazardous Drugs | Monografija ¢e pruziti preporuke kako da se zdravstveni radnici koji izraduju lekove sa
monografije opasnim lekovitim supstancama zastite od njihovih potencijalno S$tetnih efekata prilikom
u pripremi izrade.

Compounding for Clinical Drug

Studies

Monografija ¢e biti namenjena farmaceutima koji se bave izradom novih lekova za potrebe

ispitivanja u ranim fazama klinickih studija.




Medutim, iako se individualizacija terapije moze posti¢i izradom magistralnih
lekova, konvencionalni nosaci (podloge i vehikulumi) za lekovite supstance koje se
primenjuju na kozi, danas Cesto ne zadovoljavaju ocekivanja pacijenata, Sto se
neminovno odrazava na komplijansu (Krochmal, 2009). U tom smislu, javlja se potreba
za uvodenjem novih farmaceutskih ekscipijenasa i odgovarajuc¢ih nosaca/podloga, sa

ciljem uvodenja novih 1/ili unapredenja postojecih formulacija.

1.2 Gotove ’ready-to-use’ podloge stabilizovane novim
emulgatorima

Dobro je poznato da izbor podloge/vehikuluma ima znacajan uticaj na dermalnu ili
transdermalnu isporuku lekovite supstance koja je u nju inkorporirana (Otto i sar.,
2009). Stoga, prilikom formulacije leka koji se primenjuje na kozi mora se razmotriti
viSe kriterijuma, uobiCajeno grupisanih kao: i) farmaceutsko-tehnoloski, i)
biofarmaceutski i iii) kozmetoloski (Surber i sar., 2001).

Prema aktuelnim farmakoekonomskim analizama, shodno individualnim potrebama
pacijenata za farmakoterapijom, dermatoloski preparati (prevashodno polucvrsti
preparati za spoljaSnju upotrebu/primenu na kozi) su najceS¢e propisivani magistralni
lekovi. U uslovima apoteke, gde je vrlo vazno brzo i kvalitetno usluZiti pacijenta, lekovi
koji se primenjuju na kozi se izraduju direktnim inkorporiranjem jedne ili viSe lekovitih
supstanci u gotove, tzv. ready to use podloge, ili podloge koje su prethodno
pripremljene prema propisima domacih ili stranih farmakopeja, odnosno njihovih
dodataka (magistralnih formula). Pored toga, ako je potrebno, gotove podloge ovog tipa
mogu se koristiti i za razblazivanje registrovanih lekova u obliku krema (praksa narocito
raSirena u slucaju kortikosteroidnih kremova) (Vuleta i Savi¢, 2008; Winfield i sar.,
2009).

Da bi neka podloga/baza dobila status podloge pogodne za ex tempore izradu
magistralnih lekova ili bila odobrena (farmakopejski status, magistralne formule),
odnosno Siroko prihvac¢ena u farmaceutskoj (apotekarskoj) praksi treba da zadovolji niz
preduslova (Welin-Berger i sar., 2001; Winfield i sar., 2009):

v Da je u pitanju jednostavna formulacija u ¢iji sastav ulaze dostupni, odobreni

farmaceutski ekscipijensi;



Jednostavnog postupka izrade;
Zadovoljavajuce fizicke stabilnosti;

Kompatibilna sa velikim brojem lekovitih supstanci;

AR NERN

Prihvatljivog bezbednosnog profila (in vitro/in vivo potvrdeno odsustvo

nezeljenih reakcija na kozi);

v" Omogucava adekvatnu isporuku lekovite supstance (zadovoljavajuéi in vitro/in
vivo liberacioni profili, stepen i brzina penetracije i permeacije),

v Poseduje odgovarajucu supstantivnost (ostaje dovoljno dugo na mestu primene),

i

v Optimalne kozmetolo$ke (senzorne) karakteristike.

Fizickohemijske karakteristike lekovitih supstanci (naro¢ito novih entiteta) sve
ceS¢e zahtevaju da se u sastav podloge ukljuce i odredeni peojacivaci/ubrzivaci
penetracije (penetracioni inhenseri), kako bi se osigurala zadovoljavaju¢a dermalna
raspolozivost. Efikasan penetracioni inhenser moze svoju ulogu ispuniti jednim od
slede¢ih mehanizama: povecanjem koeficijenta difuzije leka u stratum corneum-u (SC;
tj. naruSavanjem barijerne funkcije povrSinskog sloja koze), povecanjem efektivne
koncentracije lekovite supstance u podlozi/vehikulumu (smanjenjem rastvorljivosti leka
u podlozi povecava se termodinamicka aktivnost), poboljSanjem prelaska leka iz nosaca
u kozu (Cesto uticajem na permeabilnost koze kao membrane) ili, rede, priviemenim
stvaranjem novih, kra¢ih puteva za permeaciju (Williams i Barry, 2004). Prema tome,
prospektivna ’gotova’ podloga trebalo bi da omoguéi ad hoc dodatak razlicitih
penetracionih inhensera, uz oCuvanje stabilnosti i bezbednosti nakon primene na kozi
(Fang i sar., 2003; Moser i sar., 2001). Ipak, ne treba izgubiti iz vida da neodgovarajuca
kombinacija inhensera i podloge, moze u nekim slucajevima usporiti oslobadanje
lekovite supstance iz nosaca, ¢ime se kompromituje dalja dermalna raspolozivost
(Kaushik i Michniak-Kohn, 2010).

Prethodno pomenuta zadovoljavajuc¢a fizicka stabilnost izabranog nosaca posebno
je znacajna kod podloga emulzionog tipa koje su generalno prihvaéene kao
termodinamicki nestabilni sistemi. lako se od ex tempore izradenih lekova generalno ne
ocekuje veoma dug rok upotrebe, s obzirom da su namenjeni za neposrednu primenu

nakon izdavanja pacijentu (npr. konzervisani hidrofilni kremovi — priblizan rok



upotrebe od 1 do 12 meseci, zavisno od unutrasnje ambalaze) (DAC/NRF, 2007; FTM,
2010), ovi lekovi moraju ostati stabilni, bezbedni i efikasni tokom preporucenog
vremena trajanja terapije (Allen, 2008). 1z tog razloga od izuzetne je vaznosti izbor
odgovarajuceg stabilizatora i njegova primena u optimalnoj koncentraciji.

Surfaktanti, emulgatori ili povrSinski aktivne materije nalaze Siroku primenu u
mnogim oblastima. Medutim, kada je re¢ o farmaceutskim preparatima koji se
primenjuju na kozi, uglavnom vrse funkciju razlicitih stabilizatora (Lopez i sar., 2000;
Shokri i sar., 2001). Dodatno, poznato je da emulgatori mogu modifikovati
permeabilnost razli¢itih bioloskih membrana, ¢ime mogu ispoljiti i efekat svojevrsnih
penetracionih inhensera (Casiraghi i sar., 2012; Shokri i sar., 2001). Iako se danas dosta
zna o strukturi koZe, tacan mehanizam takve aktivnosti jos uvek nije definisan. Navodi
se moguc¢nost da do poboljSanja penetracije dolazi nakon penetracije molekula
emulgatora u intercelularni matriks stratum corneum-a, praceno njegovim vezivanjem
za keratinske filamente Sto konacno rezultuje naruSavanjem postojeceg uredenog
rasporeda korneocita, ¢ime se povecava koeficijent difuzije i permeabilnost koze uopste
(Subedi i sar., 2010).

Medutim, zadovoljavajuc¢a fizicka stabilnost farmaceutskih preparata obicno
zahteva prisustvo jednog ili vise emulgatora u koncentracijama koje mogu

kompromitovati bezbednost primene takvog leka. Primera radi, anjonski emulgatori

poznati su po snaznom uticaju na ljudsku kozu. Medu njima, natrijum-laurilsulfat
(NaLS) istice se kao efikasan emulgator, ali i potentan iritans koZe, koji stoga nalazi
primenu i za ciljano narusavanje integriteta kozne barijere koje se ogleda u poveéanju
vrednosti transepidermalnog gubitka vode (TEGV) na kozi dobrovoljaca tokom in vivo
studija bezbednosti (Williams i Barry, 2004). Stavise, u sluaju in vitro testova na
modelima humane koze, NaLS je ustanovljen kao referentni citotoksi¢ni marker od
strane OECD Vodica za procenu stepena iritacije koze (OECD Guideline 439, 2010). U

poredenju sa prethodno navedenim grupama emulgatora, nejonski emulgatori se

generalno smatraju bezbednijim. Stavise, pregledom novije literature moZe se primetiti
svojevrsno nastojanje da se 1 potencijalno Stetni nejonski emulgatori zamene
emulgatorima prirodnog porekla, kad god je to moguce (Jurado i sar., 2010). Ipak, Cesto

je zanemarena Cinjenica da do iritacije na kozi dolazi ne usled prisustva jedne supstance,



vec¢ kao rezultat kombinovane primene sastojaka u finalnoj formulaciji (Hall-Manning i
sar., 1998).

Na trzistu je dostupan ogranicen broj gotovih (komercijalnih) podloga sa prethodno
opisanom namenom. Takode, najve¢i broj podloga koje propisuju farmakopeje ili
dodaci farmakopejama, a koriste se u izradi magistralnih lekova za primenu na kozi,
koncipiran je na bazi tradicionalnih jonskih (obi¢no anjonskih) ili etoksilovanih
nejonskih emulgatora, odnosno njihovih meSavina sa masnim alkoholima dugog lanca
(BP 2009; DAB 2006; DAC/NRF 2007; FTM 2010; MF 2008; Ph. Eur. 7.0;
USP34/NF29). Tako podloge stabilizovane tradicionalnim emulgatorima (sulfati masnih
alkohola, polisorbati, estri sorbitana, makrogolni estri i dr), ispunjavaju vecinu
prethodno navedenih zahteva, njihova upotreba u velikom broju slucajeva povezana je
sa pojavom nezeljenih reakcija na kozi (Bardny i sar., 2000; Fluhr i sar., 2001).
Svakako, ne treba zanemariti ni slabu biorazgradivost konvencionalnih emulgatora koji
su mahom sintetskog porekla. Pored toga, emulzione podloge bazirane na kombinaciji
nejonskih etoksilovanih emulgatora 1 masnih amfifila ispoljavaju odlozeno
strukturiranje sistema (usporeno formiranje finalne koloidne strukture), koje moze
trajati i do dva meseca nakon izrade, §to se znacajno odrazava na reoloske karakteristike
podloga, a time i na dermalnu raspolozivost inkorporiranih lekovitih supstanci
(Eccleston, 1997).

Kada je re¢ o razvoju novih emulgatora, izraZeni su uticaji kozmeticke industrije na
farmaciju. Vazeci trendovi u formulaciji kozmetickih proizvoda doveli su do toga da
pacijenti imaju jednako velika ocekivanja i od farmaceutskih preparata koji se
primenjuju na kozi, koja se prevashodno odnose na Zeljenu teksturu preparata i
odgovarajuce senzorne atribute. Dodatno, i farmaceutska industrija i korisnik/pacijent
svesni su da primena konvencionalnih, sintetskih surfaktanata ima Stetan uticaj na
zivotnu sredinu (Piispanen i sar., 2004). Uz ovakvu ekolosku prosvecenost, raste
interesovanje za razvojem i primenom biodegradabilnih emulgatora prirodnog porekla,
koji bi ujedno bili i1 blagi za kozu. Medu njima, ve¢ izvesno vreme, veliku paznju
privlaci grupa Secernih emulgatora poput Secernih estara, SeCernih amida, glikozida i

sli¢nih derivata.



1.3 Alkil poliglukozidi kao emulgatori

Pregledom novije literature moze se uocCiti da su se na polju stabilizatora
emulzionih sistema posebno izdvojili nejonski meSani emulgatori prirodnog porekla iz
grupe alkil poliglukozida (APG) koje odlikuje biodegradabilnost i povoljan
dermatoloski profil (Hoffmann i Platz, 2001; Holmberg, 2001; Metzger i Eissen, 2004;
Savic i sar., 2010). APG predstavljaju grupu nejonskih emulgatora koji se sastoje iz
Se¢erne komponente i masnih alkohola. Tako je prvi postupak dobijanja APG
emulgatora opisan pre vise od 100 godina, ovi emulgatori nisu nasli $iru primenu sve do
1980-ih godina kada je postignuta racionalna proizvodnja vecih koli¢ina (Iglauer i sar.,
2009). Industrijska proizvodnja se zasniva na FiSerovoj sintezi i konvertuje prirodne
masne komponente (npr. biljna ulja) ili sintetske masne alkohole s jedne strane, i skrob
ili glukozu s druge strane, u APG emulgator (Stubenrauch, 2001; Zgola-Grzeskowiak i
sar., 2008). S obzirom da su takvim procesom sintetisane smesSe razliCitih sastojaka i

stereoizomera, nazvani su alkil poliglukozidi (slika 1.1).
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Slika 1.1. Shematski prikaz strukture APG emulgatora

Razvoj stereospecificnih procedura uz primenu odgovarajucih zastitnih grupa
rezultovao je u proizvodnji konkretnih sastojaka. APG koji su danas u upotrebi medu
sobom se razlikuju u duzini alkil lanca i prose¢nom broju monosaharidnih jedinica koje
su za njega vezane (Kiihn i Neubert, 2004). APG se od konvencionalnih emulgatora
razlikuju i po tome $to se njihova sinteza odigrava bez etoksilovanja (tzv. PEG-free

emulgatori) (Konya i sar., 2004), zbog ¢ega im se pripisuje bolja podnosljivost od strane



koze, tj. znacajno manji iritacioni potencijal. Kao §to je prethodno napomenuto, za
rastu¢e interesovanje za APG emulgatorima odgovorna je Cinjenica da su
biodegradabilni i proizvedeni iz obnovljivih sirovina, zbog ¢ega se Cesto oznacavaju i
kao ’prijatelji Zivotne sredine’ (Garcia i sar., 1997).

Pored pomenute biokompatibilnosti i biorazgradivosti, pokazano je da APG
poseduju i interesantne medufazne karakteristike, koje omogucavaju njihovu uspesnu
primenu u svojstvu farmaceutskih ekscipijenasa (Jurado i sar., 2010). Iz tog razloga,
pojedini autori idu tako daleko da spekulisu kako bi ova grupa prirodnih emulgatora
mogla da postepeno zameni ostale nejonske emulgatore poreklom iz derivata
petrohemijske industrije (Castro i sar., 2006). Dosad sprovedena preformulaciona i
formulaciona ispitivanja APG emulgatora ukazala su da emulzione sisteme stabilizuju
gradenjem kompleksnih struktura tipa lamelarnih te¢nih kristala. UocCena sli¢nost
datih koloidnih sistema stabilizovanih lamelarnim mezofazama, sa intercelularnim
lipidnim membranama celija koZe, otvara mogucnost razvoja sistema sa poboljSanim
aplikativnim  karakteristikama, produZzenim vlaze¢im efektom na kozi 1i/ili
modifikovanim oslobadanjem aktivnih supstanci iz takvih nosaca (Makai i sar., 2003;
Savi¢, 2004). Takode, u stru¢nim publikacijama mogu se pronaci i tvrdnje da ove
strukture poseduju inherentan potencijal da poboljsaju isporuku lekova kroz kozu, kao i
da obezbeduju zadovoljavajucu stabilnost lekova koji se primenjuju na kozi Sto bi
omogucilo inkorporiranje razlicitih penetracionih inhensera (Hosmer i sar., 2011).

Da bi nova, jednostavna podloga na bazi prirodnog APG emulgatora bila
prihvacena kao nosa¢ za razliite lekovite supstance koje se primenjuju na kozi,
neophodno je sprovesti iscrpno istrazivanje njenih kljucnih karakteristika. Ovo
ukljucuje:

o fizickohemijsku karakterizaciju koloidne strukture i studiju fizicke stabilnosti
niza model formulacija (variranje vrste sastojaka i koncentracija u kojima su
ukljuéene u formulaciju),

o ispitivanje uticaja formulacionih parametara na in vitro oslobadanje/permeaciju i
in vivo efikasnost model lekova, i takode

o in vitro/in vivo procenu bezbednosnog profila same podloge (tzv. placebo

uzoraka) i odgovarajuc¢ih aktivnih uzoraka (prospektivnih magistralnih lekova).
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Dodatni zahtev koji se namece tokom formulacionih istrazivanja emulzione
podloge za ex tempore izradu magistralnih lekova jeste pronalaZenje resenja za slabu
rastvorljivost vec¢ine lekovitih supstanci u vodi/vodenoj fazi sistema. Iz tog razloga,
potrebno je razmotriti mogucnost ukljucivanja izvesnih korastvaraca ili solubilizatora,
uz istovremeno ocuvanje fizicke stabilnosti podloge. Penetracioni inhenseri, koji
istovremeno mogu imati ulogu korastvaraca, su razliciti alkoholi (etanol, izopropanol),
alkilmetilsulfoksidi (dimetilsulfoksid, decilmetilsulfoksid, tetradecilmetilsulfoksid),
pirolidoni, laurokapram, polioli (glicerol, propilenglikol), oleinska kiselina i dr (Ashton
i sar., 1992; Remington, 2012).

Jedan od do sada najbolje ispitanih emulgatora iz ove grupe svakako je meSani
emulgator sastava cetearil glukozid i cetearil alkohol. Nakon dugogodiS$nje uspesne
primene u stabilizaciji kozmetickih proizvoda, i povoljnih rezultata brojnih studija sa
razli¢itim model lekovitim supstancama (Baudonnet i sar., 2004; Savic i sar., 2005;
2006; 2007; 2008; 2009; Vucinic-Milankovic i sar., 2007), 2010. godine dodeljen mu je
status farmaceutskog ekscipijensa od strane FDA, pod nazivom Alky! Glucoside (Savic i
sar., 2010). Ovaj meSani nejonski emulgator predstavlja savremenu samoemulgujucu
podlogu, s obzirom da su ispitivanja binarnih sistema ukazala da moze da obrazuje
podloge i bez dodatka masne faze. Takode, moZe se uspesno koristiti i kao stabilizator
anhidrovanih emulzionih sistema, $to je od posebnog znacaja u slucaju lekovitih
supstanci osetljivih u prisustvu vode (Seppic, 2011). Pokazana stabilnost emulzionih
sistema stabilizovanih ovim meSanim emulgatorom pri razli¢itim pH vrednostima i u
prisustvu elektrolita, pripisuje se prisustvu jake glukozidne veze izmedu hidrofilnog i
lipofilnog dela molekula, Sto ga, pretpostavka je, ¢ini pravim kandidatom za

stabilizaciju gotovih farmaceutskih podloga savremenog sastava.
1.4 Metode za procenu dermalne raspoloZivosti lekova

Mnoge supstance/preparati se ciljano nanose na kozu ili pak neplanirano dolaze u
kontakt sa njom. Stoga, potreba za ispitivanjem njihove dermalne raspolozivosti moze
biti u vezi sa (Escobar-Chavez i sar., 2008):

a) Lokalnim efektima u dermatologiji (npr. primena lekova iz grupe kortikosteroida

kod razli¢itih dermatitisa);
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b) Efektima wu dubljim tkivima/regionalno delovanje (npr. nesteroidni
antiinflamatorni lekovi);

¢) Transportom kroz kozu (transdermalna resorpcija) u cilju postizanja sistemskog
efekta (npr. nikotinski transdermalni flasteri);

d) Efektima na povrsini koze (npr. proizvodi za zastitu od sunca, drugi kozmeticki
proizvodi, antiinfektivi);

e) Nezeljenom perkutanom resorpcijom (npr. kontakt sa rastvarac¢ima na radnom

mestu, pesticidima ili alergenima).

Poznavanje lokalne i sistemske farmakokinetike leka koji je namenjen primeni
na kozi, jedan je od uobicajenih zahteva regulatornih agencija. U EU, zakonske osnove i
zahtevi za registraciju definisani su Direktivom EU 2001/83, koja je od tada dozivela
brojne izmene. Detaljnija uputstva o vrsti i dizajnu klinickih studija koje treba sprovesti,
i odgovaraju¢im parametrima koje treba prikupiti, navode se u drugim dokumentima
(CPMP/EWP/239/95, 1995; CPMP/EWP/QWP/1401/98 rev. 2010), a zavise od toga da
li je u pitanju nova lekovita supstanca (eng. New Chemical Entity), lekovita supstanca
koja do sada nije bila registrovana za primenu na kozi ili je u pitanju nova formulacija,
u kom sluc¢aju se podnosiocima zahteva za registraciju obi¢no preporucuje konsultacija
sa odgovaraju¢im savetodavnim telima, poput Scientific Advice Working Party
Evropske agencije za lekove (Mugglestone i sar., 2012).

U navedenim dokumentima bioloSka raspolozivest (eng. bioavailability)
definise se kao brzina i stepen kojim se aktivna supstanca ili njen derivat resorbuje iz
farmaceutskog oblika i postaje dostupna na mestu delovanja. S obzirom da u najvecem
broju slucajeva ovaj termin podrazumeva merljivo prisustvo leka u sistemskoj
cirkulaciji, kada se govori o primeni lekova na kozu, pozeljno je koristiti precizniji
termin dermalna raspoloZivost. S druge strane, ispitivanje bioloSke ekvivalentnosti
(eng. bioequivalence) prakticno predstavlja komparativnu studiju bioloske
raspolozivosti, dizajniranu tako da proceni ekvivalentnost ispitivanog i referentnog
preparata. U slucaju preparata koji se primenjuju lokalno (bilo da je re¢ o dermalnoj,
oralnoj, nazalnoj, inhalacionoj, okularnoj, rektalnoj ili vaginalnoj primeni), pristupi za
procenu raspoloZivosti i ekvivalentnosti ne mogu biti isti kao za lekove kod kojih dolazi

do sistemske resorpcije, i obicno podrazumevaju odgovaraju¢e farmakodinamske ili
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komparativne klinicke studije (tabela 1.5). Medutim, nije uvek lako napraviti jasnu

distinkciju medu prikazanim kategorijama. Primera radi, dodatak penetracionog

inhensera u neki dermatoloski lek formalno odgovara situaciji oznacenoj kao III-b, ali

regulatorne agencije ipak mogu da zahtevaju ispitivanje efikasnosti i bezbednosti leka

kroz odgovarajuée klinicke studije (opisano pod II-d). U svakom sluc¢aju, eventualno

izostavljanje rezultata ovih ispitivanja u konacnoj registracionoj dokumentaciji mora

biti opravdano i obrazloZeno dostavljenim ekspertskim misljenjem.

Tabela 1.5. Sumarni prikaz zahteva regulatornih tela za ispitivanje lekova za lokalnu primenu

(CPMP/EWP/239/95, 1995).

Situacija

Zahtev regulatornih tela

I Poznata lekovita supstanca koja do sada nije

primenjivana lokalno

Kompletna dokumentacija je obi¢no potrebna;
eventualno skraceni postupak (eng. abridged
application), uz odgovarajucée ekspertsko

misljenje.

II Poznata lekovita supstanca:

a) Nova indikacija

Klinicke studije

b) Promena u reZimu doziranja

Klinicke studije

¢) Promena jacine/doze, ali uobicajena

ucestalost primene

Farmakodinamske studije (ako je primenljivo)
ili ispitivanje lokalne raspolozivosti; u
odredenim slucajevima in vitro studije (npr.
kapi za o¢i) ili ekspertsko misljenje u slucaju
malih promena.

U ostalim sluc¢ajevima, neophodno je
sprovodenje klinickih studija.

d) Nova formulacija (npr. krem vs. mast;

aerosol vs. prasak za inhalaciju)

Klini¢ke studije da pokazu
efikasnost/bezbednost i/ili farmakodinamske
studije (ako je moguce).

e) genericki lekovi

Kao za II-c

III Tzv. varijacije tip 11

a) promene lekovite supstance koje se odnose
na specifikaciju supstance (fizicke
karakteristike)

Kao za II-c

b) promene koje se odnose na pomoéne

materije

Kao za II-c

¢) promene koje se odnose na primenu leka

(npr. promena vrste uredaja za inhalaciju)

Kao za II-c
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Najnoviji dokument koji se bavi problematikom perkutane resorpcije supstanci
je OECD Draft Guidance Notes on Dermal Absorption iz 2010. godine, koji se ovim
pitanjem bavi sa bezbednosnog aspekta, a oslanja se na set dokumenata donetih 2004.
godine (OECD Test Guidelines 427 i 428, 2004; OECD Guidance, 2004). Potreba za
ovakvim dokumentom javila se nakon spoznaje da je za ve¢inu profesija pokazano da su
respiratorni organi i koza osnovni putevi ekspozicije razlicitim supstancama (pesticidi,
biocidi, veterinarski lekovi i druge supstance). Ipak, kada je re¢ o dermalnoj
raspolozivosti lekova, ocigledan je nedostatak integralnog dokumenta koji bi pruzio
univerzalne smernice za ispitivanje lekova koji se primenjuju na kozi.

Americki FDA, u svom vodi¢u koji se odnosi na nesterilne polucvrste
farmaceutske oblike, navodi da se za potrebe procene dermalne raspoloZivosti i
ekvivalentnosti lekova, osim skupih i dugotrajnih klini¢kih studija, moze primeniti i
vazokonstriktorni test (karakteristican za kortikosteroide) ili drugo validirano
ispitivanje, poput dermatofarmakokinetickog metoda (US FDA Guidance for Industry,
1997). Znacajno je ista¢i da se, u sluCaju ispitivanja lekova iz drugih farmakoloskih
grupa, mora pristupiti odgovarajucoj klinickoj studiji koja je Cesto nezadovoljavajuce
osetljivosti, a zahteva ukljucivanje vise stotina ispitanika (N’Dri-Stempfer i sar., 2008).
Nadalje, nakon primene leka na koZzi, koncentracije lekovite supstance (ili
odgovarajuc¢eg biomarkera) u krvi ili urinu ¢esto su reda veli¢ine pikograma, i stoga
ispod limita detekcije ili kvantifikacije dostupnih analitickih metoda (Piacquadio i
Kligman, 1998).

Konacno, potrebno je naglasiti da su svi prethodno pomenuti dokumenti zapravo
vodici/smernice, te da je mnogo toga prepusteno iskustvu istrazivaca.

Prema tome, ispitivanje permeacije u ili penetracije kroz kozu vazno je, kako za
procenu efikasnosti lekova koji se primenjuju na kozi, tako i za potrebe poredenja
razli¢itih formulacija (Russell i Guy, 2009). U narednim poglavljima dat je pregled
najznacajnijih metoda koje nalaze primenu u ispitivanju dermalne raspolozivosti lekova,

uz kriticki osvrt na prednosti i nedostatke koje ih prate.
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1.4.1 In vitro metode karakterizacije

Za potrebe procene dermalne raspolozivosti lekova mogu se primeniti razlicite
in vitro 1 in vivo metode. lako mnoge regulatorne agencije Sirom sveta imaju razlicite
stavove po pitanju opravdanosti primene in vitro podataka u tu svrhu, neosporno je da in
vitro tehnike imaju mnoge prednosti u poredenju sa in vivo metodama. Osnovna
prednost svakako je jednostavnost, ekonomicnost i1 izbegavanje potrebe za
pribavljanjem kompleksne dokumentacije prilikom aplikovanja za dobijanje dozvole
odgovarajuceg Etickog komiteta, §to je korak koji prethodi svakom in vivo ispitivanju.

Vecéina in vitro ispitivanja oslanja se na primenu razli¢itih difuzionih delija,
koje se medu sobom razlikuju od dvokomponentnih '"stati¢nih" do viSeslojnih
"protocnih" (eng. flow-through) ¢elija (slika 1.2) (Sanghvi i Collins, 1993). Stati¢ne
difuzione ¢elije su uglavnom vertikalnog tipa (Franz-ova celija) ili "jedna-do-druge"
(eng. side-by-side) tipa (Walters i Brain, 2009).

Vertikalne difuzione celije smatraju se posebno pogodnim za ispitivanje
polucvrstih preparata koji se primenjuju na kozi (kremovi, gelovi i masti), a
dugogodiSnja uspesna primena u ispitivanju perkutane resorpcije lekova rezultovala je
ukljuCivanjem vertikalnih difuzionih ¢elija u novo izdanje Americke farmakopeje
(Brown 1 sar., 2011; Hanson i Heaney, 2013). Naime, uvedena su dva nova poglavlja
koja se odnose na ispitivanje lekova koji se primenjuju na kozi:

e poglavlje <3> Topical and Transdermal Drug Products: Quality Tests (u
USP 35), 1
e poglavlje <1724> Semisolid Drug Products — Performance Tests (u USP
36) (Marques i sar., 2012).
Poglavlje <3> obuhvata ispitivanje prividnog viskoziteta i ujednacenosti sadrzaja
lekovite supstance, kao i ispitivanja svojstava poput adhezivnosti i propustljivosti koja
se odnose na transdermalne sisteme (flastere). /n vitro ispitivanje oslobadanja lekovite
supstance iz datih farmaceutskih oblika primenom vertikalnih difuzionih ¢elija deo je

poglavlja <1724>.
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Slika 1.2. Shematski prikaz osnovnog dizajna difuzionih éelija: a) stati¢na vertikalna ¢éelija, b)
side-by-side ¢elija i ¢) protocna ¢elija (modifikovano sa PermeGear Inc, 2012).

lako se kao vazna prednost primene in vitro metoda cesto navodi precizna
kontrola eksperimentalnih uslova (dugo se smatralo da su jedine znacajne promenljive
ispitivani lek/formulacija i priroda membrane koja odvaja donorski od receptorskog
dela ¢elije) (Shah i sar., 2002), pokazano je da su i ispitivanja pomocu difuzionih ¢elija
podloZzna varijacijama na razli¢itim nivoima: pocevsi od sastava receptorske faze,
primenjene koli¢ine/doze ispitivanog leka (finite ili infinite dose), duzine trajanja
eksperimenta i definisanog vremena uzorkovanja (znacajno sa aspekta ocuvanja

integriteta primenjene membrane) (OECD Guideline 428, 2004).
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Slika 1.3. Uporedni prikaz razlicitih karakteristika: a) koze pune debljine, b) rekonstruisanog
ekvivalenta koze (EpiDerm®), ¢) stratum corneum-a izolovanog tripsinom i d) stratum
corneum-a izolovanog pod uticajem toplote, kao potencijalnih membrana za ispitivanje

permeacije lekova (Wagner i sar., 2001).

lako je u in vitro ispitivanjima moguce primeniti razlicite membrane
sintetskog, Zivotinjskog ili humanog porekla, ocigledna mana ove metode jeste
nedostatak vijabilnog tkiva, potkoznih/potpornih struktura, metabolicke aktivnosti i
opste cirkulacije (Godin i1 Touitou, 2007; Zatz, 1995). Stoga, treba biti oprezan prilikom
tumacenja rezultata koji se odnose na lekove koji ekstenzivno podlezu metabolizmu u
kozi. ITako bi se prethodno pomenuti nedostaci na prvi pogled mogli prevazici
upotrebom koZe pune debljine (slika 1.3.a), pokazano je da to uslovljava niske
vrednosti apsorpcionih parametara lekova koji su slabo rastvorni u vodi. S obzirom da
lekovite supstance ulaze u sistemsku cirkulaciju u pocetnim slojevima dermisa,
prisustvo kompletnog hidrofilnog derma u uslovima in vitro ispitivanja ponasa se poput
vestacke barijere za lekove slabo rastvorne u vodi. Ovo bi se moglo resiti primenom tzv.
dermatomed koZe (sloj koze sa redukovanom debljinom derma, dobijen primenom
istoimenog uredaja koji prvenstveno nalazi primenu u estetskoj hirurgiji), ili izolovanog

epidermisa u kom slucaju je eliminisano prisustvo dermisa (Narkar, 2010).
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Isecci koze (eng. excised skin) kao model membrane u in vitro ispitivanjima
mogu biti humanog ili zivotinjskog porekla. Iako je pozeljno kad god je to moguce
primeniti isecke humane koze, takav materijal nije uvek lako obezbediti, s obzirom da
se dobijaju od donora koji se podvrgnu plasticnoj hirurgiju. Iz tog razloga, ispitana je
pogodnost primene razli¢itih animalnih modela. U literaturi se mogu naci studije koje u
ovu svrhu koriste kozu primata, svinje, glodara (miSevi, pacovi, zamorci), pa ¢ak i
reptila (zmije). Pokazano je da je brzina penetracije znacajno visa kod glodara nego kod
humane koze (koza pacova je oko 10 puta permeabilnija). Koza svinje smatra se
relevantnim i lako dostupnim modelom za in vitro studije, histoloskih karakteristika
slicnih humanoj kozi (Meyer i sar., 2007). Uporednom analizom rezultata in vitro
ispitivanja permeacije lekova kroz humanu i kozu svinje, dobijen je Pirsonov koeficijent
korelacije od 0,88, Sto ukazuje na zadovoljavajucu korelaciju podataka dobijenih
primenom dva modela (p < 0,0001). Ipak, uprkos manjim koeficijentima varijacije
(21% za kozu svinje, u poredenju sa 35% za humanu koZu), uocene su znacajne razlike
u izraCunatom vremenu odlaganja (eng. lag time) (Barbero i Frasch, 2009).

S obzirom da nije jednostavno obezbediti isecke humane koZe za potrebe
istrazivanja, kao potencijalna alternativa ponudeni su razliCiti proizvodi inZenjeringa
tkiva (slika 1.4). Dve osnovne vrste ovakvih ¢elijskih kultura su: 1) ekvivalenti koZe
koji sadrze dermis, epidermis i delimi¢no diferenciran dermis, ali ne i adnekse koze, i 2)
humani rekonstruisani epidermis sastavljen od keratinocita na odgovaraju¢em
supstratu (poput komercijalno dostupnih EpiSkin®, L'Oreal, Francuska; SkinEthic®,
SkinEthic Laboratories, Francuska; ili EpiDerm®, MatTek Corporation, SAD).
Komparativne studije pokazale su da je permeacija kroz humani rekonstruisani
epidermis reproducibilna, ali znac¢ajno visa od realne. Stoga se obi¢no koriste prilikom
poredenja formulacija sa ciljem njihove optimizacije, pod uslovom da prisutni
ekscipijensi ne naruSavaju integritet membrane tokom ispitivanja, §to bi rezultovalo
lazno visokim rezultatima permeacije. Uprkos vecoj slicnosti sa humanom kozom, i
ekvivalente koze karakteriSe prenaglaSena permeacija supstanci. Zbog toga se ove
membrane jo§ uvek ne smatraju pogodnim modelima za kvantitativnu procenu

perkutane permeacije lekova (Groeber i sar., 2011; Russell i Guy, 2009).
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Slika 1.4. Shematski prikaz dobijanja membrana postupcima inzZenjeringa tkiva (prilagodeno iz
Groeber i sar., 2011).

Uprkos brojnim istrazivanjima u sferi in vitro metoda, regulatorne agencije joS$
uvek ne prihvataju in vitro ispitivanje oslobadanja leka kao adekvatnu zamenu za in
vivo ispitivanje dermalne raspolozivosti i ekvivalentnosti. Medutim, ova metoda, uz
primenu polusintetskih membrana prihvacena je kao koristan test za procenu kvaliteta
preparata koji podlezu izvesnim promenama tokom scale-up procesa, s obzirom da
uspesno ukazuje na promene koje mogu nastati kao posledica razli¢itih fizickohemijskih
karakteristika poput rastvorljivosti, veliine Cestica lekovite supstance ili reoloskih
osobina podloge (US FDA Guidance, 1998). Promenama koje mogu znacajno uticati na
formulaciju smatraju se promene u sastavu (> 5 % 1 < 10 % koli¢ine ekscipijensa,
promena dobavljaca ili kvaliteta stabilizatora, ili promena u distribuciji veli¢ina Cestica
lekovite supstance), proizvodne opreme, proizvodnog procesa, desetostruka promena

velic¢ine Sarze i drugo (Narkar, 2010; US FDA Guidance, 1997b).
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1.4.2 In vivo metode karakterizacije

1.4.2.1 Vazokonstriktorni test

Kortikosteroidi su jedna od retkih grupa lekovitih supstanci koji, kada se nanesu
na kozu, dovode do merljivog izbeljivanja koze kao posledica vazokonstrikcije
dermalne mikrovaskulature, nakon $to molekuli leka permeiraju kroz epidermis. FDA je
procenila da se ovaj farmakodinamski efekat moze uspesno iskoristiti za ispitivanje
dermalne raspolozivosti i ekvivalentnosti kortikosteroida koji se primenjuju na kozi (US
FDA Guidance, 1995). Razvoj uredaja poput hromametra omogucio je objektivno
merenje promena u boji koZze zadovoljavajuée osetljivosti, ¢ime je napuStena praksa
vizuelne ocene od strane iskusnih, treniranih istrazivata (Montenegro i sar., 1996).
Instrumentalna merenja mogu biti zasnovana na tzv. L-skali (svetlo-tamno), a-skali
(crveno-zeleno) i/ili b-skali (Zuto-plavo). Iako FDA u svom vodi¢u navodi primenu
Minoltinih hromametara 200 i 300 serije, u mnogim publikacijama primenjivani su
uredaji drugih proizvodaca (Clarys i sar., 2000; Russell i Guy, 2009).

Protokol predlozen od strane FDA ukljucuje dve faze. Najpre je neophodno
sprovesti pilot studiju kojom se blize odreduje uticaj vremena izloZenosti koze leku na
stepen izbeljenja koze. Potom se pristupa samoj studiji bioraspolozivosti kojom se
prati farmakodinamski odgovor tokom 24-28 sati. Ne treba izgubiti iz vida da na stepen
izbeljivanja koZe utiCe i potentnost samog kortikosteroida. Uprkos Cinjenici da je u
pitanju regulatorno prihva¢ena metoda ispitivanja, nedostaci koje sa sobom nosi odnose
se na nacin primene hromametra (pritisak kojim se sonda hromametra nanosi na kozu
moze uticati na boju koze), neujednacenost bazalne boje koze istog ispitanika (znacajne
intraindividualne varijacije svojstvene vecini in vivo ispitivanja) ili drugim
cirkadijalnim varijacijama. Takode, pokazalo se da na stepen izbeljivanja koze kao
praceni farmakodinamski odgovor mogu uticati i drugi biofizicki parametri koze poput
vlaznosti SC (Haigh i Kanfer, 1984), ili pak inherentni kapacitet mikrovaskulature za
vazokonstrikciju kod nekih ispitanika moze biti lako zasi¢en (eliminacija takvih
ispitanika tokom pilot studije), u kom slucaju bi se tesko mogle uociti razlike medu

ispitivanim formulacijama (Russell i Guy, 2009).
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1.4.2.2 Metode karakterizacije u fazi ispitivanja

Kao posledica prirode rezultata koje pruzaju klinicke studije lekova koji se
primenjuju na koZi (znacajne intra- i interindividualne varijacije), broj ispitanika koji se
mora ukljuciti u klinicke studije sa ciljem postizanja potrebne statistiCke znacajnosti
podataka, moze biti reda veli¢ine nekoliko stotina. Iz tih razloga, regulatorne agencije
su pokazale interesovanje za razvojem alternativnih metoda ispitivanja lekova koji se
primenjuju na kozi, koje bi mogle zameniti duge, skupe, a neretko i nedovoljno osetljive
klinicke studije. S obzirom da razlicite lekovite supstance ispoljavaju svoj efekat na
razli¢itim ciljnim mestima, teSko je pretpostavili da ¢e se u tu svrhu razviti jedan
univerzalan metod.

U oblasti istrazivanja biofarmaceutskih karakteristika lekova koji se primenjuju na
kozi, vlada veliko interesovanje za razvojem i standardizacijom pogodne in vivo metode
koja bi dovoljno verno odrazavala realne uslove primene (Au i sar., 2010; Darlenski i
sar., 2009; Narkar, 2010). Kako bi se pojednostavilo ispitivanje lekovitih supstanci iz
razlicitih terapijskih grupa, poslednjih godina ispituje se mogucnost primene nekoliko in
vivo metoda: mikrodijaliza koze, primena spektroskopije bliskog infracrvenog spektra

(NIR), biopsija koze i tape stripping (TS) tehnika.

1.4.2.2.1 Mikrodijaliza koZe

Mikrodijaliza koze kao tehnika za ispitivanje dermalne raspolozivosti lekova
uvedena jo§ 1994. godine. Zasniva se na uvodenju ultratanke Suplje sonde u dermis.
Sonda mora biti polupropustljiva §to omogucava perfuziju sterilnog pufera, malom
brzinom koju kontrolise odgovaraju¢a pumpa. Sonda na neki nacin vrsi ulogu vestackog
krvnog suda, i omogucava razmenu malih difuzibilnih molekula iz ekstracelularne
teCnosti u sondu, 1 obratno (Narkar, 2010). Na taj nacin, odreduje se frakcija slobodnog
(rastvorenog) leka u ekstracelularnoj tecnosti tkiva, i dobijaju profili zavisnosti
koncentracije od vremena (Mugglestone i sar., 2012; Russell i Guy, 2009). Pored
lekovitih supstanci, koje obi¢no moraju biti relativno male molekulske mase i rastvorne
u vodi, i biomarkeri koji nastaju kao odgovor na primenu lekova na kozi takode se

mogu pratiti ovom metodom. Prednost metode leZi i u tome da se ispitivane i referentne
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formulacije mogu simultano ispitivati na istom ispitaniku, ¢ime se znacajno redukuju
intraindividualne varijacije. To omoguéava angazovanje manjeg broja ispitanika
prilikom procene dermalne raspolozivosti ili ekvivalentnosti lekova koji se primenjuju

na kozi (Narkar, 2010).

Pumpa  perfuzat Sonda
@ l/ Formulacija . /.
SC v — ¢
Vijabilni * .
epidermis e v - o
o, 0 ® ﬁ Dijalizat
o *°* ]
Dermis N * Yo 0 .
LI T Y B P I T I
T S
Difuzija leka u perfuzat

o =lek

Slika 1.5. Shematski prikaz opsteg principa mikrodijalize koZe kao in vivo metode za ispitivanje
dermalne raspolozivosti lekova: kroz sondu koja se insertuje u dermis protice perfuzat
kontrolisanom brzinom (pumpa). Lek iz primenjenog nosaca permeira kroz SC i vijabilni
epidermis, do dermisa. Dijalizat se uzorkuje u definisanim vremenskim intervalima
(prilagodeno iz Wiedersberg i sar., 2008).

Pored brojnih prednosti, prepoznati su i odredeni nedostaci metode. Najpre,
recovery je nizak u slucaju veoma lipofilnih lekovitih supstanci, ili onih koje pokazuju
afinitet za vezivanje za proteine ili materijal od koga je sonda izradena. To se donekle
moZe prevaziéi dodatkom solubilizatora poput albumina, Intralipid®-a, Encapsin®-a,
ciklodekstrina, ili pak korastvaraca poput etanola, propilenglikola ili dimetilsulfoksida.
Dalje, precizna kalibracija sonde, uz optimizaciju brzine perfuzije i vremena
uzorkovanja, neophodni su pre primene osetljive analiticke metode za odredivanje
malih koncentracija leka koji ¢e se naé¢i u perfuzatima. U svakom slu¢aju, u pitanju je
donekle invazivna metoda koja moze prouzrokovati traumu tkiva pra¢enu inflamacijom.
Zbog toga metodu treba da sprovodi samo obuceno osoblje, kako bi se insertovanje
sonde u kozu obavljalo uvek na istoj dubini (slika 1.5). Konac¢no, kao najve¢a zamerka
metodi navodi se znaCajna varijabilnost dobijenih rezultata, S§to se ogleda u

koeficijentima varijacije od 50 do 100 % (Narkar, 2010; Russell i Guy, 2009).
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1.4.2.2.2 Spektroskopske metode (Raman spektroskopija i spektroskopija bliskog
infracrvenog spektra)

Raman spektroskopija i spektroskopija bliskog infracrvenog spektra (eng. Near
Infra-Red, NIR spektroskopija) smatraju se naprednim, neinvazivnim in vivo tehnikama
za ispitivanje difuzije lekovitih supstanci kroz kozu. Osnovni preduslov za primenu
svake spektroskopske metode, pa i ovih, ali i prvi nedostatak koji ogranicava njihovu
univerzalnu primenu, jeste da ispitivana molekula mora posedovati specificne
spektralne osobine dovoljnog intenziteta, kako bi se diferencirala od slozenog spektra
koze. Naime, na snimljenom spektru, na ¢iji izgled ¢e uticati kako slozena struktura
koze, tako i razli€iti sastojci primenjenog leka (formulacije), istraziva¢ mora prepoznati
signal analita (Narkar, 2010).

U literaturi se mogu naci podaci o primeni konfokalne Raman spektroskopije za
in vivo istrazivanje molekularne strukture koze, efekata vlazecih agenasa na nivo
hidratacije koze, ili penetracije supstanci poput uree i dimetilsulfoksida u kozu (Gotter i
sar., 2010). Nedostatak metode ogleda se u cinjenici da je semi-kvanititativna, tj.
omogucava odredivanje prividne, a ne apsolutne koncentracije lekovite supstance u kozi
(Narkar, 2010).

Sto se NIR spektroskopije ti¢e, moZe se reéi da je primena ove metode u svrhu
ispitivanja dermalne raspoloziosti jo$ uvek u zacetku. NIR talasi mogu penetrirati u
kozu do dubine od nekoliko centimetara, zavisno od primenjene talasne duzine, a
primenom odgovaraju¢ih matematickih metoda dolazi se do podatka o sadrzaju analita
tokom njegove difuzije kroz kozu. lako se u literaturi moZe naci viSe primera in vitro
primene (kadaver), NIR spektroskopija se moze koristiti i tokom in vivo studija uz

primenu odgovarajucih sondi od optickih vlakana (eng. fiber-optic probes).

1.4.2.2.3 Biopsija koZe

Tehnika biopsije povrsinskih slojeva koze zasniva se na primeni cijanoakrilatnog
lepka koji se nanosi na staklene plocice. U kontaktu sa kozom dolazi do polimerizacije
adheziva, §to omogucava da se zajedno sa plo¢icom ukloni i deo koze. S obzirom da se

ovim putem uklanjaju i folikuli dlake, nije moguce razlikovati transepidermalni i
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transfolikularni put resorpcije leka (Teichmann i sar., 2005). Imaju¢i u vidu izrazito
invazivnu prirodu metode, prevashodno nalazi primenu prilikom dijagnostike i

istrazivanja povrSinskih mikoza (Rosado i Rodrigues, 2003).

1.4.2.2.4 Metoda sa adhezivnim trakama (tape stripping, skin stripping)

S obzirom da su prethodno navedene metode ili izrazito invazivne ili zahtevaju
primenu skupih 1 sofisticiranih uredaja, fape stripping (TS) metod izdvojio se kao
neinvazivna i ekonomicna opcija (Narkar, 2010). TS ili metoda sa adhezivnim trakama
predstavlja tzv. dermatofarmakokineti¢ki pristup procene penetracionih profila
lekovite supstance kroz stratum corneum kao osnovnu barijeru koze koju lekovita
supstanca mora da prode kako bi dospela do dubljih tkiva, a u nekim slu¢ajevima i do
sistemske cirkulacije (Russell i sar., 2008). Ukratko, metoda se zasniva na sukcesivnom
uklanjanju slojeva SC adhezivnim trakama, sledstvenoj ekstrakciji i odredivanju
koncentracije lekovite supstance iz uklonjenih slojeva tretirane koze (slika 1.6) (Russell
i Guy, 2009).

lako se protokol zasniva na uklanjanju slojeva SC, metoda jeste u osnovi
neinvazivna, s obzirom da se 80 - 90 % barijernog svojstva koze regeneriSe nakon 3

dana, a vrednosti TEGV se vracaju na bazalne za 8 do 11 dana (Russell i sar., 2008).

Adhezivna traka

Stratum corneum

Stratum
granulosum

Stratum spinosum

Slika 1.6. Tape stripping metoda: uklanjanje slojeva SC sa test-mesta primenom adhezivnih
traka.

Interesovanje za ovu metodu pokazale su i regulatorne agencije. Radna grupa FDA

je 1998. godine objavila nacrt vodica sa predlozenim protokolom ispitivanja (US FDA
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Draft Guidance for Industry, 1998). Ukratko, kako bi se opravdao koncept
dermatofarmakokinetike, protokol predloZen od strane FDA predvidao je procenu faza
resorpcije i eliminacije (klirensa) nakon S§to se ispitivani lek nanese na definisanu
povrSinu koZe. Nakon odabranih vremenskih intervala, viSak neresorbovanog leka se
ukloni sa koze, a slojevi SC se prikupljaju sukcesivnom primenom 12 adhezivnih traka.
Prve dve trake se odbacuju, a narednih 10 se (zajedno) analiziraju, kako bi se odredio
sadrzaj leka u SC u razli¢itim vremenskim tackama tokom faza resorpcije i eliminacije,
¢ime se generiSe profil zavisnosti koncentracije leka u SC od vremena, i
farmakokineticki parametri poput povrsine ispod krive (eng. AUC), maksimalne
koncentracije (Cpax) 1 Viemena postizanja najvise koncentracije (Tmax)-

Medutim, ovaj vodi¢ je povuCen maja 2002. godine, nakon S§to su dobijeni
varijabilni rezultati ispitivanja tretinoin gela od strane dve nezavisne laboratorije, a
zainteresovani istrazivaci pozvani su na dalji rad na optimizaciji date metode (N’Dri-
Stempfer i sar., 2008; Russell i Guy, 2009).

Dosadasnja ispitivanja fokusirala su svoju paznju na brojne faktore (tabela 1.6) koji
potencijalno mogu uticati na dobijene rezultate.

Jedna od prvih stvari koju su istrazivaci osporili u prvobitnom protokolu odnosila

se na opravdanost odbacivanja prve dve trake. Rezon ponuden od strane FDA bio je da

se na taj nacin uklanja rezidualni sloj leka koji do tog momenta nije penetrirao, zajedno
sa inace deskvamiranim slojem korneocita sa povrSine koZe. Ipak, znaCaj analize
koncentracije leka i u prvim uklonjenim adhezivnim trakama povezan je sa boljom
reproducibilnosti rezultata, s obzirom da se analizom svih upotrebljenih traka moze
dobiti uvid u ukupnu koli¢inu leka (Russell i Guy, 2009). Takode, FDA vodi¢ predvidao

je upotrebu fiksnog broja traka, dok neki istrazivaci predlazu pracenje povecanja

transepidermalnog gubitka vode (TEGV). Naime, osmostruko povecanje bazalne
vrednosti ovog biofizickog parametra smatra se dovoljnim pokazateljem da je trakama

uklonjen kompletan SC. Dalje, postavljeno je pitanje lateralne difuzije leka, i da li

povrsina koze koja ¢e biti tretirana ispitivanim lekom treba da se razlikuje od povrsine
primenjenih adhezivnih traka (Narkar, 2010). Ovaj momenat mnogi istraziva¢i smatraju
odgovornim za razlike u rezultatima prethodno pomenutih ispitivanja tretinoin gela,
koja su dovela do povlacenja nacrta vodica FDA 2002. godine (Russell i Guy, 2009).

Konacno, kako bi se reSio problem limita kvantifikacije lekovite supstance tokom
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analize sadrzaja leka u pojedinim trakama, neki istrazivaci pribegavaju odredivanju

sadrzaja lekovite supstance u nekoliko traka istovremeno (Lau i sar., 2010).

Tabela 1.6. Prikaz kriticnih parametara koji mogu znacajno uticati na rezultate dobijene
metodom sa adhezivnim trakama.

Faktori koji mogu uticati na

rezultate ispitivanja

Napomene

Reference

Anatomsko mesto

ruka, abdomen, leda, ¢elo
(pokazana razlika u permeabilnosti

koze)

Tokumura i sar., 2006

Priroda i koli¢ina uzorka koji se

nanosi

tacno definisana (finite dosing)

infinite dosing

Jacobi i sar., 2003;
Weigmann i sar., 1999

Vreme izlaganja tretiranog

mesta uzorku

15min—-24h

Loffler i sar., 2004

Nacin uklanjanja viska uzorka

pamucni tuferi
etanol

odbacivanje prvih traka (1-2)

Reddy i sar., 2002

Vrsta traka

okluzivna vs. neokluzivna traka

Tokumura i sar., 1999a

Broj traka koji se sakuplja

od 5 do 100 traka

Loffler i sar., 2004;
Breternitz i sar., 2007

Pritisak koji se vrsi na traku

uredaj kojim se pritisak vrsi (roler,

teg)

vreme izlaganja pritisku

Breternitz i sar., 2007

Koli¢ina korneocita koja se

trakama uklanja

Jacobi i sar., 2005;
Russell i sar., 2008

Broj ispitanika

starost

stanje koze

Lademann i sar., 2009

Klimatski uslovi ispitivanja

godisnje doba
ambijentalni uslovi (t, RV)

Tokumura i sar., 1999b

Nacin uklanjanja traka

smer i ugao pod kojim se trake

uklanjaju

Ghadially i sar., 1995

U svakom slucaju,

ocigledan je znaCaj razmatranja debljine SC svakog

individualnog ispitanika kako bi se smanjila varijabilnost rezultata. Poznato je da
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debljina SC koze ventralne strane podlaktica, kao naj¢es¢eg mesta ispitivanja, varira od
5 do 20 pm kod zdravih dobrovoljaca. Prema tome ukupna debljina SC uklonjena
primenom istog broja adhezivnih traka razlikovace se medu ispitanicima. Stoga, u cilju
umanjenja uticaja inter- i intraindividualnih razlika na rezultate ispitivanja, neophodno
je odrediti ukupnu debljinu sloja SC uklonjenog tokom ispitivanja (Narkar, 2010).

Nakon §to su definisani nedostaci originalnog protokola iznetog u nacrtu vodica
FDA, medu istrazivacima su se izdvojile dve osnovne postavke TS metode.

Prvi, tzv. two-time metric Koncept zasniva se na tome da se i faza resorpcije i faza
eliminacije ispituju u jednoj vremenskoj tacki po formulaciji, za razliku od nacrta FDA
vodic¢a koji predvida po 4 vremenska intervala za svaku fazu. Smatra se da je time
omogucena veca statisticka znacajnost rezultata dobijenih na manjem broju ispitanika.
Ovakav metod ne odbacuje prve dve trake, ali praktikuje grupisanje traka u cilju
pripreme eluata sa viSim koncentracijama pracene lekovite supstance, uz odredivanje i
ukupne koli¢ine leka u SC svakog test-mesta. Na ovaj nacin uspe$no je ispitana
bioekvivalentnost retinoida i ekonazola (Navidi i sar., 2008; N’Dri-Stempfer i sar.,
2008).

Drugi pristup zasniva se na dobijanju profila koncentracije lekovite supstance
duz SC. U tom slucaju neophodno je odrediti: i) koncentraciju lekovite supstance 1 i7)
koli¢inu/debljinu uklonjenog sloja SC, u svakoj primenjenoj adhezivnoj traci i dovesti
ih u vezu sa dubinom kozne barijere na kojoj je ispitivana penetracija leka (Russell i
Guy, 2009). Kvantifikaciji sloja SC koji se trakama uklanja moze se pristupiti na
razli¢ite nacine (Weigmann i sar., 2003):

1) Gravimetrijski pristup (merenje traka pre i posle primene): na osnovu izmerene
mase uklonjenog sloja SC i njegove gustine, dobija se uvid u volumen uklonjenog tkiva.
Dalje, ukoliko je povrSina koze poznata i kontrolisana, moze se izracunati prose¢na
debljina SC (x) po traci. Ukoliko je simultano sa uklanjanjem traka meren i TEGV (Zhai
i sar., 2007), ukupna debljina SC (H) moze se izraCunati iz nelinearnog modela

prikazanog slede¢om jednacinom (Russell i sar., 2008):

TEGYV = B + D-K-AC/(H-x) (1)
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gde je B konstanta, D difuzivnost vode u SC, K je particioni koeficijent vode izmedu SC
i vijabilnog tkiva, a AC koncentracioni koeficijent vode duz SC. Kada se registruje 4- ili
5-ostruko povecanje TEGV, tj. kada je oko 75 % SC uklonjeno, smatra se da je
prikupljeno dovoljno informacija za izraCunavanje H. Poznavanje vrednosti H
omogucava da se koncentracioni profili leka izraze u odnosu na x/H, odnosno relativnu
dubinu uklonjenog SC (pri ¢emu x/H = 0 odgovara povrSini koze, a x/H = 1
medupovrsini SC i stratum granulosum-a). Ipak, nedostaci prikazanog gravimetrijskog
pristupa su $to je postupak zametan, preciznost moze biti diskutabilna s obzirom na
malu masu SC u poredenju sa masom trake, a podlozan je i uticaju faktora poput
stepena hidratisanosti koze ili atmosferskim uslovima ispitivanja (Russell i Guy, 2009;
Wiedersberg i sar., 2009).

2) lako se merenje zasmnovano na UV pseudo-apsorpciji korneocita Cini
interesantnom alternativom, korelacija izmedu ovakvog merenja i mase SC je
nezadovoljavajuca, osim ukoliko se iz ispitivanja iskljuce trake kojima je uklonjen
nehomogen sloj SC (Lindemann i sar., 2003).

3) Odredivanje proteina koZe ekstrahovanih sa traka takode moze biti iskoriS¢eno
u svrhu odredivanja dubine penetracije leka, s obzirom da je uocena zadovoljavajuca
korelacija apsorbance izmerene spektroskopski primenom infra-crvenog zracenja i mase
proteina uklonjenog sloja SC (Bashir i sar., 2001; Mohammed i sar., 2012; Voegeli i
sar., 2007).

4) U poslednje vreme, istrazuje se i mogucnost primene odredenih mikroskopskih
metoda za odredivanje SC na trakama. Mikrografije visoke rezolucije upotrebljenih
traka snimaju se pri kontrolisanim uslovim: mikrografija se sastoji od oko 64000
piksela, od kojih svaki ima odredenu grayscale vrednost dodeljenu od strane
odgovarajueg softvera. Statisticka analiza distribucije tih piksela pruza srednju
grayscale vrednost na osnovu koje se dobija relativna vrednost sadrzaja SC na trakama.
Ukoliko se zanemari ¢injenica da zahteva primenu sofisticiranog uredaja, ovaj pristup je

generalno brz, jednostavan, osetljiv i precizan (Russell i Guy, 2009).
Koji god da je od predstavljenih pristupa primenjen, koncentracioni profili leka u

funkeciji relativnog polozaja u SC (x/H) obi¢no odgovaraju sledecoj modifikaciji drugog

Fikovog zakona difuzije:
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C, = KC,[(1 - x/H) — 2/z £1/n sin(nz x/H)exp(-Dn’n’t/H’)] )

kojim se podrazumeva da je primenjena infinite dose leka, da u SC inicijalno nije bilo
leka, da je SC homogena barijera i da vijabilni epidermis pruza odgovarajuce sink
uslove. Pod ovim uslovima, koncentracija leka C, u funkciji vremena ¢ i polozaja x u SC
ukupne debljine H data je jednaCinom 2, pri ¢emu je C, koncentracija leka u
vehikulumu, K je SC-vehikulum particioni koeficijent leka, a D/H’ karakteristiGan
difuzioni parametar izrazen u reciprocnim jedinicama vremena. Smatra se da primena
ovakvog koncepta moze da omoguci prikupljanje dovoljno informacija i na malim
populacijama od svega 4 - 6 ispitanika (Russell i Guy, 2009).

Odredivanje koncentracije lekovite supstance sa adhezivnih traka u najve¢em broju
slucajeva sprovodi se primenom odgovarajuée HPLC metode, kojoj mora prethoditi
korak ekstrakcije leka sa primenjenih traka. U cilju racionalizacije celokupnog
protokola, odredeni istrazivaci rade na razvoju direktne metode koja bi simultano
odredivala lekovitu supstancu i koli¢inu uklonjenog SC. Ovakav direktan
spektroskopski metod razvijen je za svega nekoliko model supstanci, poput UV filtera
4-metilbenzilidenkamfora od strane Fassler Tassopoulos (2006).

Istrazivanje potencijala primene TS metode za potrebe procene dermalne
raspolozivosti 1 ekvivalentnosti lekova zapoceto je kao mehanicisticko sagledavanje
predloZenih protokola primenom jednostavnih binarnih i ternarnih sistema (lekovita
supstanca u jednom ili viSe rastvaraca) (Boix-Montanes, 2011; Lademann i sar., 2009).
S druge strane, poznato je da se savremeni lekovi koji se primenjuju na kozi obi¢no
sastoje od kompleksnih nosaca, i u tom kontekstu treba napomenuti da primena TS
tehnike u ispitivanju penetracionih profila lekovitih supstanci iz takvih nosaca jos uvek
nije Sire ispitana.

Kao i u slu¢aju prethodno opisanih in vivo metoda, i TS metodu odlikuju odredeni
nedostaci. Osim c¢injenice da, zavisno od definisanog protokola, metoda moze biti
zametna i duga, mozda najznacajniji nedostatak metode lezi u tome da se ovim putem
ne moze diferencirati frakcija leka koja je rastvorena u kozi od frakcije koja je
kristalizovala u kozi, i stoga viSe nije dostupna za ispoljavanje terapijskog efekta

(Mugglestone i sar., 2012). lako je diferencijacija pomenutih frakcija leka za sada
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moguc¢a samo primenom dermalne mikrodijalize, neki istrazivaci ovo ne smatraju
znacajnim ograni¢enjem TS metode, s obzirom da, u odredenim sluc¢ajevima, i deo leka
koji je kristalizovao in situ moze doprineti ukupnoj raspoloZivosti sporim rastvaranjem
tokom vremena.

Osim primene in vivo, TS metoda se moze kombinovati sa drugim in vitro
metodama radi prikupljanja podataka o distribuciji leka u razli¢itim slojevima koze
(epidermis, dermis), u razli¢itim vremenskim intervalima, ¢ime se koncentracija leka u
odredenom tkivu moze izraziti u funkciji vremena (Narkar, 2010).

Konac¢no, trenutni stav istrazivackih grupa koje se bave TS metodom jeste da je u
pitanju korisna tehnika. Znacajna prednost metode lezi u mogucnosti simultanog
ispitivanja test i referentnih formulacija na istom ispitaniku. Na taj nacin, smanjuju se
intraindividualne varijacije, uz regrutovanje manjeg broja ispitanika za dobijanje
statisticki znacajnih rezultata (Narkar, 2010).

Nakon povlacenja nacrta vodica 2002. godine, a do uspostavljanja novog zvani¢nog
protokola, FDA preporucuje primenu TS metode za ispitivanje bioekvivalentnosti
lekova c¢ije je ciljano mesto sam SC (poput antimikotika), dok se za lekove koji
ispoljavaju delovanje u dubljem, supkutanom tkivu dosta ocekuje od dermalne
mikrodijalize. U svakom slucaju, isti¢e se znacaj dermatofarmakokinetickog pristupa i
motiviSe svaki nezavisni istrazivacki doprinos koji bi vodio ka uspostavljanju kona¢nog

protokola ispitivanja TS metodom (Narkar, 2010).

1.4.2.3 Mogucnosti korelacije rezultata dermalne raspolozivosti lekova
dobijenih razli¢itim metodama

In vitro-in vivo korelacija (IVIVC) definisana je od strane FDA kao matematicki
model (koji moze biti i nelinearan), koji opisuje odnos izmedu neke in vitro
karakteristike (obi¢no brzina ili stepen oslobadanja lekovite supstance iz farmaceutskog
oblika) i odredenog in vivo odgovora (US FDA Guidance, 1997a). Ova definicija,
namenjena farmaceutskim oblicima za per os primenu, doneta je sa ciljem da se
pogodnim in vitro testom zamene odredene in vivo studije na humanim dobrovoljcima
¢ime bi se smanjio broj neophodnih klinickih studija tokom razli¢itih faza regulatornog

procesa (Narkar, 2010).
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U slucaju lekova koji se primenjuju na kozi, u poslednje vreme istice se
pogodnost primene iseCaka humane koZe (eng. excised human skin) kao membrane za
difuzione ¢elije radi pokazivanja bioloSke ekvivalentnosti preparata koji se primenjuju
na kozi. Dobra korelacija pokazana je na primeru hloramfenikola, nikotinamida,
acetilsalicilne kiseline, salicilne kiseline, benzojeve kiseline i dinitrohlorobenzena, i to
ukoliko je tokom protokola koriS¢ena finite dose ispitivanog leka (viSe odgovara
realnim uslovima primene), dok je znacajna razlika u vrednostima dobijenim in vitro i
in vivo metodama (4 - 10 puta) dobijena za nikotinsku kiselinu, tioureu i kofein (Franz i
sar., 2009). Dobijeni nalazi ukazuju da se in vitro metoda univerzalnog protokola ne
moze jo$ uvek primeniti za potrebe pouzdane IVIVC, te da se ispitivanja dermalne
raspolozivosti i ekvivalentnosti lekova koji se primenjuju na kozi jo§ uvek moraju
koncipirati shodno specifi¢nostima date lekovite supstance (od slucaja do slucaja).

Uprkos Cinjenici da je uspostavljanje in vitro-in vivo korelacije u slucaju lekova
koji se primenjuju na kozi veliki izazov, ocekuje se viSe uspeha sa parametrima
dobijenim TS metodom i njihovom korelacijom sa in vitro ispitivanjima

oslobadanja/permeacije (Shah, 2005).

1.4.3 In silico modeli predvidanja dermalne raspoloZivosti -
mogucnosti primene

Jasno je da in silico predvidanje raspolozivosti lekova ima brojne prednosti nad
sprovodenjem in vivo ispitivanja, pre svega sa ekonomskog aspekta, etickih razloga i
utroSenog vremena. U tu svrhu intenzivno se ispituje primena razli¢itih matematickih
modela, zasnovana na empirijskim merenjima ili mehanicistickoj dedukciji, koji kao
najcesce parametre koriste lipofilnost i molekulsku masu date lekovite supstance, uz
rezultate sprovedenih in vitro ispitivanja primenom difuzionih celija (Naegel i sar.,
2013). Ipak, realno je ocekivati da ¢e razvoj takvih modela eventualno dovesti do
smanjenja broja potrebnih in vivo studija, ali ne i njithovo potpuno izostavljanje.

Medu empirijskim modelima, najintenzivnije istrazivane oblasti su QSPR
studije (eng. Quantitative Structure Permeability Relationships), koje koreliraju podatke
dobijene ispitivanjem permeacije sa fizickohemijskim svojstvima ili molekulskom

strukturom permeanta (Hansen i sar., 2013). U tu svrhu, kreirane su Citave baze
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podataka poput Flynn-ove baze koeficijenata permeabilnosti koja za sada sadrzi 97 K,
vrednosti za 94 supstance, Sirokog spektra molekulskih masa (Mr od 18 do 765) i
oktanol-voda particionih koeficijenata (od -3 do 6) (Brown i sar., 2012; Russell i Guy,
2009). Medutim, vazno je istac¢i da su ovi podaci mahom dobijeni in vitro ispitivanjima
permeacije lekovitih supstanci iz vodenih rastvora, S§to svakako nije realan
vehikulum/nosac za savremene lekove koji se primenjuju na kozi.

Studija pod nazivom EDETOX (Evaluations and Predictions of Dermal
Absorption of Toxic Chemicals) finansirana od strane EU, omogucila je stvaranje baze
podataka za oko 300 supstanci. Podaci koji su proistekli iz ovog projekta ocenjeni su od
zainteresovanih istrazivaca kao pouzdaniji, s obzirom da su rezultat dobro postavljenih
studija u kojima su pored fizickohemijskih karakteristika supstanci varirani i parametri
poput porekla koze (animalna/humana), dizajna difuzione celije (stati¢na/protocna),
nacina primene leka (finite/infinite dose), debljine membrane/koze, sastava
vehikuluma/nosaca, i1 dr. 1z pomenutih baza podataka razvijeni su brojni novi modeli
¢ijim se matematickim jednacinama moZe postici predvidanje in vivo ponaSanja razlicite

znacajnosti (tabela 1.7) (Chen i sar., 2013; Russell i Guy, 2009).

Tabela 1.7. Pregled razvijenih modela za predvidanje permeabilnosti (Chen i sar., 2013).

Model Koeficijent determinacije (R°)
Mitragotri-jev model Cetiri putanje 0,53*
Cigla-i-malter model Chen i saradnika 0,60*
Model Potts-a i Guy-a 0,45
Cigla-i-malter model Wang i saradnika 0,54
Model Abraham-a i Martins-a 0,49

* smatra se da modeli pruzaju dobro predvidanje.

S druge strane, QRPR studije (eng. Quantitative Retention Permeability
Relationships) koreliraju hromatografske parametre sa eksperimentalno dobijenim
koeficijentima permeabilnosti. Bioparticiona micelarna hromatografija (eng.
biopartitioning micellar chromatography) primenjuje modifikovane kolone za HPLC
(poput fosfolipida na povrSini od silicijum dioksida, ¢ime se imitira ¢elijska membrana)

kao surogate za bioloske barijere (Russell i Guy, 2009).
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Iako se dosta ocekivalo od vestackih neuronskih mreza koje pruzaju mogucénost
kako linearne tako i nelinearne korelacije podataka, za razliku od QSPR modela koji se
zasnivaju na multiploj linearnoj regresiji (Brown i sar., 2012), u literaturi se moze naci
ogranicen broj publikacija u kojima su se ovi algoritmi pokazali korisni u slucaju lekova

koji se primenjuju na kozi.
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2 CILJ ISTRAZIVANJA

U uslovima trenutne farmakoekonomske situacije uocava se nedostatak lekova u
potrebnim dozama/jacinama, a za neke lekovite supstance nisu odabrani pogodni nosaci.
Znacaj primene odgovarajuc¢eg vehikuluma/podloge narocito je izrazen u slucaju lekova
koji se primenjuju na kozi. Ova grupa lekova je podlozna uticajima koji dolaze iz
kozmeticke industrije, a odnose se na zadovoljavajuéi izgled, teksturu i senzorne
karakteristike nosaca, Sto se direktno reflektuje na ocekivanja pacijenata, i u kojoj meri
¢e se pridrzavati propisanoj terapiji. Pomenuti nedostatak lekova na trziStu moze se
prevazici izradom lekova u apoteci ¢ime se, Cak i u zemljama sa veoma razvijenom
farmaceutskom industrijom, ponovo potencira znafaj znanja i vestina farmaceuta u ex
tempore izradi lekova. Kada je re¢ o emulzionim sistemima koji se primenjuju na kozi,
posebno kremovima, ocekivanja pacijenta od leka se poistovecuju sa kozmeti¢kim
proizvodima, $to tradicionalne recepture lekova za kozu, uobicajeno ne mogu da
zadovolje. Iz tog razloga, prepoznata je potreba za inoviranjem sastava takvih lekova,
pre svega uvodenjem formulacija baziranih na savremenim farmaceutskim
ekscipijensima. S druge strane, ostaje otvoreno pitanje procene dermalne raspoloZivosti
ovakvih lekova, s obzirom da regulatorno prihva¢ene metode nisu univerzalno
primenljive (poput ograni¢ene primenljivosti vazokonstriktornog testa na lekove iz
grupe kortikosteroida) ili se smatraju neracionalnim u fazi razvoja formulacije
(podrazumevaju znacajna ulaganja i veliki broj ispitanika).

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bio je razvoj, fiziCkohemijska i
biofarmaceutska karakterizacija emulzionih sistema (podloga) stabilisanih prirodnim
meSanim emulgatorom tipa alkil poliglukozida (od skora je sertifikovan od FDA kao
farmaceutski ekscipijens - cetostearil glukozid i cetostearil alkohol), koje bi nasle
primenu kao savremeni nosaci lekova za primenu na kozi. Nakon sveobuhvatne
karakterizacije, razvijene formulacije kremova posluzile su kao modeli za razvoj i
optimizaciju protokola fape stripping metode kao perspektivne in vivo tehnike za
ispitivanje penetracije lekova kroz kozu, uz sprovodenje korelacije datih rezultata sa

onim dobijenim prihvaéenim in vitro i in vivo metodama kroz nekoliko studija slucaja
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(ketoprofen, diklofenak dietilamin i hidrokortizon kao model lekovite supstance sa

antiinflamatornim delovanjem, razlic¢itih fizickohemijskih karakteristika).

U skladu sa navedenim, eksperimentalni rad u okviru doktorske disertacije podeljen

je u tri faze, sa slede¢im pojedina¢nim ciljevima:

I faza eksperimentalnog rada:

da se formuliSu model podloge stabilisane Secernim meSanim emulgatorom iz
grupe alkil poliglukozida (cetostearil glukozid i cetostearil alkohol). U skladu sa
opStim principima farmaceutske prakse, pozeljno je da model podloga bude
jednostavnog sastava, kako bi potencijalno odgovarala uslovima izrade
magistralnih lekova. U sastavu osnovne podloge bi¢e variran dodatak
korastvaraca 1 potencijalnih pojacivaca/ubrzivaca penetracije dostupnih u
uslovima ex tempore izrade lekova: izopropanol u koncentraciji od 10 % (m/m),
glicerol 20 % (m/m) i propilenglikol 20 % (m/m), ¢ijim dodatkom bi se na
jednostavan nac¢in mogla modifikovati termodinamicka aktivnost, a sledstveno i
dermalna raspolozivost, razlicitih lekovitih supstanci;

da se model formulacije podloga ispitaju kao potencijalni nosaci za ketoprofen i
diklofenak dietilamin, kao model lekovite supstance razli¢itih fiziCkohemijskih
osobina. Izabrane model lekovite supstance bice inkorporirane suspendovanjem
u izradene podloge, kako bi se procenio potencijal same podloge (specificne
koloidne strukture) i/ili dodatog korastvaraca da rastvori suspendovani lek i time
utie na njegovu termodinamicku aktivnost (Sto ¢e biti procenjeno deskriptivno
— polarizacionom mikroskopijom, i precizno - izraCunavanjem saturacione
koncentracije/koncentracije zasi¢enja model lekovitih supstanci u formulisanim
podlogama);

da se pripremljeni uzorci (same podloge i aktivni uzorci) podvrgnu
fizickohemijskoj karakterizaciji primenom slede¢ih metoda: polarizaciona
mikroskopija; merenje pH i elektricne provodljivosti; kontinualna reologija;
termalna analiza: diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija i termogravimetrijska
analiza, sa ciljem sveobuhvatne karakterizacije uzoraka. U cilju procene fizicke
stabilnosti uzoraka, relevantna ispitivanja bi¢e ponovljena nakon 1, 3 i 6 meseci

¢uvanja na sobnoj temperaturi (25°C + 2°C);
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da se nakon potvrdene preliminarne fizicke stabilnosti uzoraka pristupi analizi
biofarmaceutskih karakteristika (in vitro ispitivanje brzine oslobadanja model
lekovitih supstanci kroz sintetske membrane uz karakterizaciju dobijenih profila
oslobadanja zasnovanu na razli¢itim matematickim modelima) i in vitro/in vivo
ispitivanju bezbednosnih profila (in vitro ispitivanje citotoksi¢nosti upotrebom
modela rekonstruisanog humanog epidermisa i in vivo merenje eritema indeksa,
TEGYV, pH koze i vlaZznosti stratum corneum-a primenom savremenih tehnika
bioinzenjeringa koze);

da se u cilju objektivnog sagledavanja rezultata, paralelno sa podlogama
stabilisanim Se¢ernim emulgatorom, pripreme i ispitaju: kao referentna podloga
Nejonski  hidrofilni  krem (Deutsches Arzneibuch 2006), potvrdenog,
farmakopejskog kvaliteta i podloga istog sastava koja sadrzi i 10 % (m/m)

izopropanola u vodenoj fazi.

Il faza eksperimentalnog rada:

da se pristupi razvoju protokola fape stripping metode kao neinvazivne i
ekonomicne tehnike in vivo procene dermalne raspolozivosti lekova, uz variranje
vrste primenjenih adhezivnih traka (vrsta adheziva, nosaca adheziva i dimenzije
traka) i procesa ekstrakcije lekovite supstance sa primenjenih traka (vreme
sonifikacije i1 centrifugiranja traka u etanolu 70 % (V/V)) u cilju optimizacije
protokola ispitivanja, sa krajnjim ciljem da se umanji uticaj intra- i
interindividualnih razlika unutar seta ispitanika;

da se proceni potencijal primene razvijenog protokola TS metode za ispitivanje
penetracionih profila model lekovitih supstanci iz uzoraka formulisanih i
ispitanih u okviru prve faze eksperimentalnog rada, kao farmaceutskih oblika
realne kompleksnosti. Od interesa je ispitati potencijal TS metode da ukaze na
uticaj same mikrostrukture primenjenog emulzionog nosaca i/ili dodatog
ubrzivaca penetracije, na stepen dermalne raspoloZivosti leka u realnim
uslovima primene;

da se paralelno sa primenom TS metode, sprovedu biofarmaceutska ispitivanja

kojima se uobicajeno vrsi procena dermalne raspolozivosti lekova: ispitivanja

36



permeacije primenom Franz-ovih difuzionih ¢elija (i) in vitro - kroz vestacke
konstrukte koze, i (ii) tzv. ex vivo - kroz izolovani humani stratum corneum;
e da se dobijeni rezultati razmotre i proceni mogucéa korelacija sprovedenih in

vitro testova sa in vivo podacima koje pruza TS metoda razvijenog protokola.

111 faza eksperimentalnog rada

e da se sa model i referentnim uzorcima sa hidrokortizonom kao model lekovitom
supstancom sprovede vazokonstriktorni test kao, sa izuzetkom klinickih studija,
jedinim in vivo ispitivanjem dermalne raspolozivosti 1 ekvivalentnosti
prihva¢enim od strane regulatornih tela;

e da se proceni moguénost korelacije rezultata dobijenih vazokonstriktornim
testom sa rezultatima TS metode, sa ciljem da simultana primena dve in vivo
metode ukaze da li se TS metoda datog protokola moze smatrati alternativnom

ili komplementarnom metodom prihva¢enom vazokonstriktornom testu.
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3 EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Materijali i metode

3.1.1 Materijali

Za izradu model podloga stabilizovanih izabranim APG emulgatorom — cetearil
glukozid i cetearil alkohol (Sepineco SE®68, Seppic, Francuska) koriséeni su sledeéi
ekscipijensi: cetostearil alkohol (Sigma-Aldrich, Nemacka), trigliceridi srednje duZine
lanca (Saboderm TCC, Sabo S.R.L., Italija), izopropanol (Brenntag, Austrija), glicerol i
propilenglikol (Sigma-Aldrich, Nemacka).

Za potrebe izrade referentnih podloga stabilizovanih tradicionalnim nejonskim
emulgatorima, kori$¢eni su i Polisorbat 60 (Tween® 60, Sigma-Aldrich, Nemacka) i beli
vazelin/beli meki parafin (Sigma-Aldrich, Nemacka).

Kao model lekovite supstance izabrani su ketoprofen (Merck KGaA, Nemacka),
diklofenak dietilamin (Labochim, Italija) i hidrokortizon (Tianjin Tianyao
Pharmaceuticals Co, Ltd., Kina). Svi uzorci konzervisani su rastvorom sledecih
konzervanasa: fenoksietanol, metilparaben, etilparaben, propilparaben, butilparaben,
izobutilparaben (Euxil® K300, Schiilke & Mayr, Nemadka). Voda, pre¢iiéena koja je
kljucala najmanje 5 minuta, a potom ohladena na sobnu temperaturu, koriS¢ena je
prilikom izrade svih uzoraka (DAC/NRF, 2007). Kvalitet ispitivanog APG emulgatora
odgovara specifikaciji proizvodaca, dok je kvalitet ostalih ekscipijenasa u skladu sa

zahtevima Ph. Eur.

3.1.2 Metode i oprema

I faza eksperimentalnog rada

3.1.2.1 Priprema uzoraka

Uzorci stabilizovani cetearil glukozidom i cetearil alkoholom kao osnovnim

emulgatorom pripremljeni su u skladu sa postupkom razvijenim od strane Savi¢ i
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saradnika (2005). Sastav model podloga stabilizovanih APG emulgatorom i referentnih

podloga prikazan je u tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Sastav ispitivanih (model) podloga stabilizovanih emulgatorom iz grupe APG
(oznake S1-S4) i referentnih (R1 i R2), na bazi farmakopejske podloge poznatog kvaliteta.

S1 S2 S3 S4 R1 R2
Sastojak
% (m/m)

Cetearil glukozid i 8,0 8,0 8,0 8,0 - -
cetearil alkohol
Cetostearil alkohol 1,0 1,0 1,0 1,0 10,0 10,0
Trigliceridi srednje 10,0 10,0 10,0 10,0 - -
duzine lanca
Konzervans 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Izopropanol - 10,0 - - - 10,0
Propilenglikol - - 20,0 - - -
Glicerol (85 % m/m) - - - 20,0 10,0 10,0
Polisorbat 60 - - - - 5,0 5,0
Parafin, beli meki - - - - 25,0 25,0
Voda, preci$éena 80,5 70,5 60,5 60,5 49,5 39,5

APG emulgator je zagrevan zajedno sa masnom fazom na 70°C. Kada je
temperatura postignuta, masna faza dodaje se vodenoj fazi zagrejanoj na 72-75°C, i
zapoCinje meSanje propelerskom laboratorijskom mesalicom (Heidolph RZR2020,
Nemacka), precizno definisanom dinamikom. S obzirom na znacaj postepenog hladenja
emulzionih sistema na bazi APG emulgatora, mesanje otpocinje na ugasenoj, ali jo§
uvek zagrejanoj plo& magnetne mesalice (IKA® RH basic2, Nemacka), 3 min pri brzini
od 700 obrt/min, a zatim 3 min pri 500 obrt/min. Uz odrzavanje date brzine, stakleni
sud u kome se uzorak izraduje se sklanja sa zagrejane ploc¢e (1 min), nakon cega se
nastavlja meSanje brzinom od 300 obrt/min do hladenja uzorka na sobnu temperaturu.

U slucaju uzoraka sa glicerolom i propilenglikolom, ovi korastvara¢i su odmeravani
i zagrevani sa pre¢iS¢enom vodom, dok je dodatak izopropanola u podlogu sproveden
pazljivo, u kapima, nakon hladenja uzorka na 35°C, imajuci u vidu isparljivost datog

korastvaraca. Referentna podloga, Nejonski hidrofilni krem, oznacena kao uzorak R1,
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pripremljena je po propisu DAB 2006, a uzorak R2 sadrzi i 10 % (m/m) izopropanola u
vodenoj fazi Nejonskog hidrofilnog krema.

Model lekovite supstance su u pripremljene podloge inkorporirane
suspendovanjem, kako bi se procenila pogodnost model podloga kao tzv. univerzalnih,
ready-to-use podloga za inkorporiranje razliCitth lekovitih  supstanci sa
antiinflamatornim delovanjem u uslovima izrade magistralnih lekova. Takode, s
obzirom da su u eksperimentalnom radu koris¢ene tri model lekovite supstance razlicite
rastvorljivosti u prec¢iSéenoj vodi, na taj nacin procenjen je potencijal same podloge
(koloidne strukture i/ili dodatka korastvaraca) da rastvori suspendovani lek i uti¢e na

termodinamicku aktivnost date lekovite supstance.

Tabela 3.2. Sastav aktivnih uzoraka K-, D- i H-serije.

K-serija D-serije H-serije
Uzorci
% (m/m)
Podloga 97,50 98,84 99,00
Ketoprofen 2,50 - -
Diklofenak dietilamin - 1,16 -
Hidrokortizon - - 1,00

Tabela 3.3. Pregled nacina obelezavanja aktivnih uzoraka, u kojima je suspendovana jedna
od model lekovitih supstanci.

PODLOGA
< S S2 S3 S4 RI R2
E Z| Kewprofen | SIK | S | S | S&K | RIK | RK
a 7 Diklofenak
=i SIDDA | S2DDA | S3DDA | S4DDA | RIDDA | R2DDA
= 2| dietilamin

Hidrokortizon | S1HC S2HC S3HC S4HC R1HC R2HC

S obzirom na poznatu karakteristiku emulzionih sistema stabilizovanih nejonskim
emulgatorima da uslovljavaju odlozeno strukturiranje sistema (Eccleston, 1997),

karakterizacija svih pripremljenih uzoraka zapoceta je 7 dana nakon njihove izrade.
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3.1.2.2 Polarizaciona mikroskopija

Mikroskopska analiza uzoraka sprovedena je primenom Carl Zeiss ApoTome
Imager Z1 mikroskopa (Zeiss, Nemacka), integrisanog sa digitalnom AxioCam ICcl
kamerom i AxioVision 4.6 softverskim paketom, i A-plo¢icom. Uvid u mikrografije
snimljene pri uveli¢anjima 200% i 400x pruzaju uvid u specifi¢nu koloidnu strukturu
podloga stabilizovanih APG emulgatorima, kod kojih se ocekuje obrazovanje liotropnih
lamelarnih  te¢nokristalnih  struktura. Dodatno, procenjen je potencijal same
mikrostrukture ovih nosaca i/ili variranih korastvaraca da rastvore suspendovanu model

lekovitu supstancu i na taj na¢in uticu na termodinamicku aktivnost leka.

3.1.2.3 Merenje pH i elektri¢ne provodljivosti uzoraka

Nezaobilazne tehnike karakterizacije emulzionih sistema svakako su i merenje pH,
Sto je sprovedeno primenom pH-metra HI 9321 (Hanna instruments, SAD), i elektri¢ne
provodljivosti, konduktometrom CDM 230 (Radiometer, Danska). lako naizgled
jednostavne metode, prilikom ponovljenih merenja tokom duzeg vremenskog perioda,
rezultati dobijeni ovim tehnikama predstavljaju pouzdanu indikaciju o fizickohemijskoj
(ne)stabilnosti uzoraka. Takode, izmerene pH vrednosti mogu pruziti informacije o
pogodnosti primene datih uzoraka na kozi, dok vrednosti elektricne provodljivosti mogu
ukazati na tip emulzionog sistema (u/v, v/u ili mesoviti) kao i o nacinu distribucije
lekovitih supstanci koje su elektroliti.

Stoga, vrednosti pH i elektricne provodljivosti ispitivanih i referentnih uzoraka
izmerene su inicijalno (7 dana nakon izrade), posle 1, 3 i 6 meseci cuvanja uzoraka na

sobnoj temperaturi.

3.1.2.4 Odredivanje koncentracije zasi¢enja/saturacione koncentracije leka
u podlozi

Saturaciona koncentracija, C;, model lekovitih supstanci u ispitivanim podlogama

odredena je uz pomo¢ Carl Zeiss ApoTome Imager Z1 mikroskopa (Zeiss, Nemacka).
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Pripremljene su serije uzoraka, tako $to su u ispitivane podloge suspendovane razlicite
(rastuce) koncentracije model lekovitih supstanci. Tri dana nakon pripreme (period
ekvilibracije), uzorci su pod mikroskopom ispitani na prisustvo kristala nerastvorenog
leka. Najniza koncentracija lekovite supstance pri kojoj su kristali leka mogli biti
uoceni, uzeta je kao vrednost Cs za datu podlogu (Savic i sar., 2007). Na taj nacin dobija
se uvid u najviSu koncentraciju lekovite supstance koja moze biti
rastvorena/solubilizirana od strane specificne koloidne strukture ispitivane podloge.
Uporedno ispitivanje vrednosti C, ispitivanih podloga sprovedeno je u cilju
objektivnog sagledavanja potencijala variranih korastvaraca i/ili same koloidne
strukture podloga stabilizovanih APG emulgatorom, da rastvore inicijalno
suspendovane lekovite supstance razli¢itih fizickohemijskih karakteristika, i time uticu
na termodinamicku aktivnost leka, a sledstveno i uticaj istih korastvaraca na rezultate

studija penetracije/permeacije.

3.1.2.5 ReoloSka merenja

Reoloska merenja sprovedena su u cilju ispitivanja preliminarne fizicke stabilnosti,
kao i1 uvida u koloidnu strukturu uzoraka i promene koje mogu nastati nakon dodatka
variranih korastvaraca. Osim uvida u fizi¢ku stabilnost, rezultati dobijeni kontinualnom
reologijom mogu se povezati sa liberacijom lekovite supstance iz nosaca, kao i
estetskim/aplikativnim karakteristikama sistema, koje su od izuzetne vaznosti za
krajnjeg korisnika — pacijenta.

Ispitivanje reoloskih parametara sprovedeno je primenom reometra Rheolab MC
120 (Paar Physica, Nemacka) inicijalno (7 dana nakon izrade), posle 1, 3 i 6 meseci
Cuvanja uzoraka na sobnoj temperaturi. Merenja su vrSena uz primenu kupa/ploca
sistema dijametra 50 mm, pod uglom od 1° i debljinom uzorka od 0,05 mm, na
temperaturi od 20 + 0,1°C. Tokom kontinualnih merenja, primenjen je postupak sa
kontrolisanom brzinom smicanja od 0 do 200 s™ i obratno, pri demu svaki stupanj traje
po 120 s. Kao osnovni parametri od interesa, praceni su profili proticanja/teenja,

minimalni i maksimalni prividni viskozitet i vrednost histereznih povrSina.
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3.1.2.6 Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC)

DSC merenja ukljuc¢ena su u prvu fazu eksperimentalnog rada kako bi se ispitale i
poredile entalpije faznih prelaza model i referentnih uzoraka. Ocekuje se da dobijeni
DSC skenovi pruze dodatne informacije o koloidnoj strukturi ispitivanih emulzionih
sistema, pre i posle dodatka model lekovitih supstanci.

Male koli¢ine uzoraka (izmedu 10 i 12 mg) precizno su izmerene na analitickoj
vagi XP205 DeltaRange” (Mettler Toledo, Nemacka) u aluminijumskim posudicama,
koje su zatim hermeticki zatvorene. S obzirom na znacajan udeo vode u ispitivanim
sistemima, pre merenja izvrSena je punktura poklopca posudice, kako bi se omogucilo
pravovremeno registrovanje promena prilikom zagrevanja uzoraka. Analogno
pripremljena prazna aluminijumska posudica posluzila je kao referentna. Primenom
uredaja Mettler DSC 820 (Mettler Toledo, Nemacka) uzorci su zagrevani od sobne
temperature (25°C) do 105°C, brzinom od 2 K/min. Ispitivanje je ponovljeno najmanje

dva puta za svaki uzorak.

3.1.2.7 Termogravimetrijska analiza (TGA)

Termogravimetrijska analiza farmaceutskih podloga sprovodi se u cilju procene
nacina inkorporiranja vode u emulzionom sistemu, $to potencijalno moze ukazati na
sloZenost njihove koloidne strukture i sledstveno njen potencijal za povecanje vlaznosti
koze.

Mala koli¢ina uzoraka precizno je izmerena u otvorenim aluminijumskim
posudicama i analizirana primenom uredaja za simultanu termalnu analizu Netzsch STA
409PG (Netzsch, Nemacka). Uzorci su podvrgnuti zagrevanju od 30 do 110°C uz
primenu izotermalnih segmenata na pocetku i kraju svakog merenja. Brzina zagrevanja
podesana je na 5 K/min, a svaki uzorak je analiziran dva puta. Dobijeni rezultati

obradeni su primenom prateéeg Proteus” Thermal Analysis softvera.
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3.1.2.8 In vitro ispitivanje liberacionih profila model lekovitih supstanci iz
ispitivanih uzoraka (dissolution test uz primenu inhenser cCelija)

Preliminarna analiza liberacionih profila model lekovitih supstanci iz uzoraka
sproveden je u uredaju za dissolution test sa mini-lopaticama (Erweka DT 600,
Nemacka), uz primenu VanKel Enhancer® ¢elija (VanKel Industries Inc., SAD), kroz
inertne, sintetske membrane od celulozaacetata. lako ovo ispitivanje nije prvi izbor kada
su u pitanju polucvrsti preparati koji se primenjuju na kozi, prihvaceno je da se moze
koristiti za poredenje formulacija u fazi razvoja ili kontrole kvaliteta (Ozsoy i sar.,
2004).

Oslobadanje model lekovitih supstanci je praceno tokom 6 h, u 300 ml fosfatnog
pufera pH 7,4 (propis USP30), kao akceptorskog medijuma, uz odrzavanje konstantne
temperature medijuma od 32,0 £ 0,5 °C, pri 50 obrt/min. Donorska faza je od
akceptorske odvojena membranom od celulozaacetata (Cuprophan tip 80M, Centar za
separacione tehnologije, Srbija). Pre svakog ispitivanja membrane su aktivirane
potapanjem u fosfatni pufer pH 7,4 u trajanju od 12 h, kako bi se vazduh unutar pora
zamenio akceptorskim medijumom. Svi uzorci su ispitani u triplikatu, 7 dana nakon
izrade. Odredivanje sadrzaja model lekovitih supstanci u eluatima vrSeno je UV
spektrofotometrijski (Evolution 300, Thermo Fisher Scientific, Velika Britanija).

Analizom dobijenih rezultata moze se dobiti uvid u liberacionu kinetiku aktivnih
uzoraka primenom viSe matematickih modela koji potencijalno mogu odgovarati
polucvrstim emulzionim sistemima (kinetika nultog reda, prvog reda, Higuchi i Hixon-
Crowell model) pomoc¢u softverskog paketa OriginPro 8 (OriginLab Corporation,
Northampton, UK).

3.1.2.9 In vitro ispitivanje iritacionog potencijala model podloga — studija
citotoksi¢nosti na ¢elijskim kulturama

U studiji je koriS¢en modifikovani Mosmanov MTT metod (Faller i sar., 2002;
Mosmann, 1983), koji je prihvaéen kao pouzdana in vitro metoda za procenu

bezbednosti primene supstanci ili njihovih meSavina (preparata), na odredenim

44



¢elijskim modelima humane koZe. Zasniva se na izlaganju modela ispitivanom
supstancom/preparatom kao potencijalnim iritansom, i sledstvenim pracenjem
odredenih biohemijskih parametara iritacije (Netzlaff i sar., 2005). Modeli vestacke
koze (rekonstruisani humani epiderm) uronjeni su u disperzije ispitivanih podloga
slede¢ih koncentracija: 0,25 %, 2,5 % i 25 % (m/m), s obzirom da je barijerna funkcija
modela takva da ¢e i niZe koncentracije potencijalnog iritansa prouzrokovati
odgovarajucu reakciju. Kao medijum za dispergovanje ispitivanih podloga koris¢en je
Krebs-Ringerov (KR) pufer. Modeli koze uronjeni u ¢ist KR pufer (vijabilnost ¢elija
100 %), odnosno KR pufer sa 1 % natrijum-laurilsulfata (NaLS) (vijabilnost ¢elija 0 %),
koris¢ene su kao kontrola. Nakon 2 h inkubacije pod navedenim uslovima, modeli
veStacke koze su isprani KR puferom, a zatim im je dodato 900 pl minimalno
suplementovanog bazalnog medijuma i 100 pl vodenog rastvora boje MTT (0,5 %), pa
inkubirano pri 37°C 1 5 % CO; jo§ 2 h. Supernatant je zatim dekantovan, a obojeni
modeli vestacke koZe obezbojeni dodatkom 500 pl lizirajuéeg rastvora koji sadrzi
NaLS$, hlorovodoni¢nu kiselinu, vodu i izopropanol. Apsorbanca tako obojenog rastvora

merena je na 570 nm. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri merenja.

3.1.2.10Procena bezbednosnog profila model podloga primenom in vivo
tehnika bioinZenjeringa koZze

Aspekt bezbednosti ispitivanih podloga sa 1 bez dodatka izabranih
korastvaraCa/potencijalnih ubrzivaca penetracije dodatno je procenjen primenom
objektivnih in vivo tehnika bioinZenjeringa koze, kojima ¢e se dobiti uvid u sledece
parametre: a) stepen hidratisanosti (vlaznosti) SC i b) pH koZe primenom uredaja
Cutometer® MPA 580, c) transepidermalni gubitak vode (TEGYV) uredajem
Tewameter” TM210 i d) eritema indeks primenom aparata Mexameter® MX18 (svi
proizvodaca Courage+Khazaka, Nemacka).

In vivo procena iritacionog potencijala uzoraka sprovedena je tokom 24-Casovne
studije pod okluzijom. U studiji je ucestvovalo 10 zdravih dobrovoljaca (24,9 + 1,8
godina) koji su pre pocetka detaljno informisani o moguéim efektima tretmana i
pravilima ponasanja za vreme ispitivanja. Ispitanici su bili u obavezi da dva dana pre

pocetka, kao i u toku ispitivanja na tretirana podrucja koze ne nanose druge lekove ili
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kozmeticke proizvode za negu i ¢iS¢enje. Studija je sprovedena u skladu sa Helsinskom
deklaracijom, uz strogo pridrzavanje protokola odobrenog od strane Etickog komiteta za
klinicka ispitivanja Farmaceutskog fakulteta u Beogradu (odluka br. 305/1 od
24.2.2012. godine). Svi ispitanici su potpisali odgovarajuéi informisani pristanak.
Ispitanici su, u skladu sa protokolom, pre pocetka merenja proveli najmanje 30 min
u prostoriji u kojoj je ispitivanje vrSeno kako bi se adaptirali na kontrolisane
atmosferske uslove (temperatura 23 = 1 °C i relativna vlaznost vazduha 50 + 5 %)),
nakon Cega su izvrSena merenja bazalnih vrednosti. Prethodno opisani biofizicki
parametri mereni su na volarnim stranama podlaktica, na test-mestima povrsine 16 cm?,
definisanim pomocu kartonskih Sablona. Nakon sprovedenih inicijalnih merenja, na
oznacena mesta ravnomerno su naneti ispitivani uzorci podloga, preko kojih je
postavljena okluzija u vidu Parafilm® M (Brand GmbH, Nemacka), fiksirana

hipoalergijskim adhezivnim trakama (Sensifix”, Galenika, Srbija).

3.1.2.11 Statisticka analiza

Statisticka procena izvedena je primenom testa jednofaktorska ANOVA uz post hoc
Tukey test, kada je to bilo moguce, u statistickom programu SigmaStat 3.11 verzije za
Windows (Systat, SAD). Statisticka znacajnost podeSena je na p < 0,05.

S obzirom da podaci dobijeni in vivo ispitivanjem ¢esto nisu normalno distribuirani,
vrednosti biofizickih parametara pracenih tokom prethodno opisane studije, najpre su
izrazeni kao procentne promene vrednosti izmerenih nakon okluzije (1 h posle
uklanjanja), u odnosu na bazalne vrednosti. Efekti ispitivanih uzoraka poredeni su na
dva nivoa: poredenje rezultata dobijenih nakon uklanjanja okluzije u odnosu na bazalne
vrednosti 1 poredenje rezultata ispitivanih uzoraka u odnosu na netretiranu kontrolu sa i

bez okluzije (oznake NKO i NK).
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1l faza eksperimentalnog rada

3.1.2.12Razvoj i optimizacija protokola metode sa adhezivnim trakama

Iako TS metoda moZe pruziti podatke o perkutanoj resorpciji i eliminaciji (klirensu)
leka (Nicoli i sar., 2009), u ovom radu TS tehnika ¢e biti razmatrana sa aspekta
definisanja protokola koji bi bio dovoljno osetljiv da pruzi podatke o stepenu
penetracije lekovitih supstanci iz primenjenih nosaca, prilikom njihovog poredenja.
Shodno opstem principu metode opisanom u uvodnom delu (odeljak 1.4.2.2.4.), TS

metoda moze se podeliti u tri klju¢ne faze: faza primene leka, faza ekstrakcije lekovite

supstance sa adhezivnih traka tj. slojeva koze, i faza odredivanja leka iz dobijenih

eluata. Pogodnost predlozenog protokola tape stripping metode ispitan je variranjem

nekoliko procesnih parametara, na dva nivoa:

I Variranjem vrste primenjenih adhezivnih traka:
e D-squame” (CuDerm, SAD) i
e 3M™ Transpore™ (3M HealthCare, Velika Britanija).
I1' U fazi ekstrakcije lekovite supstance sa traka varirani su slede¢i procesni parametri:
o vreme izlaganja traka sa medijumom za ekstrakciju u ultrazvu¢nom
kupatilu Sonorex RK102H (Bandelin, Nemacka) i
o vreme/brzina centrifugiranja eluata u centrifugi Tehtnica (Zelezniki,

Slovenija).

Nakon detaljnog pregleda literature posvecene ovoj tematici, izabrane su
navedene adhezivne trake kao Cesto koriS¢ene za tu namenu, koje se izmedu ostalih
spominju i u originalnom nacrtu vodica FDA (US FDA Draft Guidance for Industry,
1998). Ipak, varirane trake razlikuju se u mnogim karakteristikama (sastav adheziva,
nosaca adheziva, oblik i veli¢ina adhezivne povrSine).

D-squame” trake (slika 3.1.a), dostupne su u vidu prethodno iseenih kruznih
diskova, konstantne povriine od 3,8 cm’ sa adhezivom od poliakrilatnog estra
medicinskog kvaliteta. Potpuna transparentnost polimernog nosaca (film PE debljine
100 um) i sloja adheziva omogucava i vizuelnu kontrolu traka nakon primene. S druge

strane, 3M™ Transpore ™ trake (slika 3.1.b) dostupne su u vidu rolne dimenzija 2,5 cm
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x 9,1 m Sto omogucava istrazivacu da veliCinu trake prilagodi potrebama istraZivanja.
Prema specifikaciji proizvodaca, primenjeni adheziv je hipoalergijski, a po sastavu
predstavlja kopolimer izooktilakrilata i metakrilne kiseline, dok je nosa¢ adheziva

izraden od etilenvinilacetat-polietilen kopolimera.

Slika 3.1. 1zgled variranih vrsta adhezivnih traka: a) D-squame” trake i b) Transpore™ trake.

S obzirom da je medu postavljenim ciljevima istaknut razvoj i optimizacija
jednostavne metode koja bi nasla Siroku primenu u praksi, izabran je koncept metode
koji se zasniva na generisanju profila koncentracije lekovite supstance duz stratum
corneum-a. QOvakva postavka metode, uz koriS¢enje gravimetrijskog pristupa
odredivanja dostignute dubine SC, jedina omoguéava sprovodenje metode uz primenu
opreme dostupne u prosecnoj laboratoriji.

Imajué¢i u vidu da se radi o in vivo ispitivanju na ljudima, pre zapocinjanja

studije dobijena je saglasnost Eti¢kog komiteta Farmaceutskog fakulteta u Beogradu'.

e Faza primene leka

Svaki uzorak ispitan je na najmanje 6 zdravih dobrovoljaca (n = 6) koji su, u skladu
sa Helsinskom deklaracijom, detaljno upoznati sa protokolom ispitivanja i dali su
pismenu saglasnost za ucesce u studiji (potpisani informisani pristanak). Ispitanici ne
smeju na volarnim stranama podlaktice koristiti kozmeticke proizvode ili druge
preparate najmanje 24 h pre pocetka ispitivanja. Na dan ispitivanja, ispitanci su proveli
30-60 min u laboratoriji u kojoj je studija izvodena, u cilju aklimatizacije koze.

U ovoj fazi ispitivanja, kori§¢eni su uzorci stabilizovani APG emulgatorom sa DDA
kao model lekovitom supstancom, razvijeni i ispitani tokom prve faze eksperimentalnog

rada. Uz primenu kartonskog Sablona (slika 3.2), na mestima gde ¢e biti naneti

' Odluka broj 305/1, Etickog komiteta za klini¢ka ispitivanja Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu.
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ispitivani uzorci, izmerene su bazalne (inicijalne) vrednosti transepidermalnog gubitka
vode (TEGV) neinvazivnom sondom uredaja Tewameter” TM210 (Courage+Khazaka,
Nemacka). TEGV je biofizicki parametar koji meri gubitak vode kroz intaktni SC, na

osnovu kog se moze proceniti integritet kozne barijere.

lakat
acm <|:

Gcm ~|:

Slika 3.2. Shematski prikaz nanoSenja uzoraka na volarne strane podlaktica tokom TS metode: u
ispitivanju je kori$¢ena povrsina koze udaljena najmanje 6 cm od pregiba lakta i Sake.

saka

Nakon toga, uz primenu istih kartonskih Sablona plasticnim Spricem naneti su
ispitivani uzorci u koli¢ini od 5 mg/cm2 i ravnomerno rasporedeni po definisanoj
povrsini koze. S obzirom na delovanje model lekovitih supstanci, uzorci su ostavljeni u
kontaktu sa kozom tokom 2 h. Po isteku predvidenog vremena, visak preparata pazljivo
je uklonjen sa koze pamucnim tuferima (uvek na isti nacin), i zapoceto je sukcesivno
nanos$enje i uklanjanje po 12 adhezivnih traka sa svakog test-mesta.

Masa pojedinacnih traka je pre i posle primene izmerena na analitiCkoj vagi
Sartorius BP210D (Sartorius, Nemacka), kako bi se dobili podaci o masi uklonjenih
korneocita (gravimetrijski pristup). Adhezivnim trakama se manipuliSe pazljivo,
pomocu pincete, kako se tokom odmeravanja i primene adheziv traka ne bi
kontaminirao korneocitima istrazivaca. Svaka adhezivna traka pojedinacno je
postavljena na tretirano mesto na kozi, nakon ¢ega je na nju izvrSen konstantan pritisak
od 140 g/cm’ uredajem na bazi opruge, u trajanju od 10 sekundi. Traka je zatim
uklonjena pincetom i izmerena na analitickoj vagi. Na prethodno opisan nacin
uklonjeno je 12 slojeva SC-a sa svakog test-mesta. Merenje TEGV se ponavlja nakon

uklanjanja 4., 8. 1 12. trake.
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e Faza ekstrakcije lekovite supstance

Svaka adhezivna traka posebno preneta je pincetom u kivete za centrifugiranje u
koje je odmereno po 5 ml etanola, 70 % (V/V), kao rastvaraa za ekstrakciju.
Pripremljene kivete su najpre podvrgnute sonifikaciji na ultrazvu¢nom kupatilu Sonorex
RK102H (Bandelin, Nemacka), pri ¢emu je varirano vreme izlaganja ultrazvuku od 5 do
15 min. Slede¢i korak koji je variran jeste centrifugiranje dobijenih eluata 5 min pri
4000 obrt/min (MPW-56, MPW Instruments, Poljska), i njihovo filtriranje kroz
membranske filtre promera 0,45 pm. Dobijeni eluati su preneti u staklene epruvete sa

zatvaraCem, zbog isparljivosti primenjenog rastvaraca za ekstrakciju.

e Faza odredivanja lekovite supstance

Sadrzaj DDA kao model lekovite supstance u eluatima precizno je odreden
primenom ultra visokoefikasne tecne hromatografije sa masenom spektroskopijom

(UHPLC-MS).

Oprema
- UHPLC sistem sa MS detektorom

- Accela sistem za automatsko uzorkovanje sa pratecom pumpom (Thermo Fisher
Scientific, SAD)
- TSQ Quantum Access MAX maseni detektor sa trostrukim kvadropolskim

analizatorom sa izvorom elektrosprej jonizacije (ESI) (Thermo Fisher Scientific, SAD)

Reagensi

- metanol, LC-MS ¢istoce

- mravlja kiselina, LC-MS cistoce

- voda, HPLC cistoce

- azot visoke Cistoce kao nebulizator u ESI izvoru

- argon kao fragmentacioni gas u Q2 ¢eliji

Hromatografski uslovi

Kolona: Hypersil Gold Cyg, 50 x 2,1 mm, 1,9 pm
Protok: 300 pl/min

Temperatura: 25°C

Mobilna faza: metanol:0,1% mravlja kiselina (80:20 V/V)
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Vreme analize: 1,5 min

Retenciono vreme DDA 0,99 min

Za procenu specificnosti metode pripremljeni su sledeci rastvori:

Rastvor I: eluat nekori$¢ene adhezivne trake u 5 ml etanola;

Rastvor 2: eluat adhezivne trake sa slojem netretiranog SC u 5 ml etanola;

Rastvor 3: rastvor standarda DDA u etanolu koncentracije 42 pg/ml.

Poredenjem dobijenih hromatograma nisu uocene interferencije sa pikom DDA $to
potvrduje specificnost metode.

Parametri ESI izvora optimizovani su injektovanjem rastvora DDA sa mobilnom
fazom pri 300 ul/min. Pra¢enje odabrane tranzicije (selected-reaction monitoring (SRM)
scan mode) primenjeno je za prikupljanje podataka. Optimizovani parametri masenog
spektrometra su: elektron sprej jonizacioni napon 5000 V; temperatura grejaca jonske
probe 350 °C, protok gasa kroz jonsku probu (direktan) 30 jedinica; pritisak gasa u
jonskom izvoru 0 jedinica; protok gasa kroz jonsku probu (kruzni) 5 jedinica;
temperatura kapilare 275 °C; podeSavanje jonske optike 113 jedinica; energija
fragmentacije 32 V; Sirina pika 0,7 za Q1 i Q3; sken sa (m/z) 0,4; vreme skeniranja 100
ms. Xcalibur softver v 2.1.0.1139 (Thermo Fisher Scientific, SAD) koris¢en je za
prikupljanje i obradu podataka.

Masena spektrometrija je koriS¢ena za detekciju specificnih jona u cilju
identifikacije analita. Specificnost metode postignuta je odabirom SRM tranzicije jona
od m/z 296 — 214, pri ¢emu je moguce odredivanje diklofenaka bez interferencije
sporednih supstanci iz uzorka.

Pripremljen je osnovni rastvor standarda rastvaranjem 2,1 mg DDA u 30 ml etanola
u odmernom sudu od 50 ml i dopunjeno je do crte etanolom (rastvor ap). Pripremljeno
je pet rastvora standarda pipetiranjem 0,1; 0,2; 0,4, 1 i 10 ml od osnovnog rastvora
standarda ap u odmerne sudove od 10 ml. Odmerni sudovi dopunjeni su etanolom do
oznake. Linearnost metode ispitana je snimanjem hromatograma za navedenih pet
rastvora u koncentracionom opsegu od 0,42 do 42 pg/ml. Regresionom analizom
odredena je linearna zavisnost povrsina pikova od koncentracije DDA (Y = 2,76:10° +
3,11-10%X) sa koeficijentom korelacije R = 0,9994, gde je: Y — povrsina pika DDA, a X
— koncentracija DDA u pg/ml.
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Faza razvoja TS metode sprovedena je uz primenu uzoraka sa DDA kao model
lekovitom supstancom, koji su formulisani i ispitani u okviru I faze eksperimentalnog
rada. Nakon definisanja protokola, TS metodom ispitana je i dermalna raspolozivost
uzoraka sa ketoprofenom i hidrokortizonom.

Odredivanje HC u svakom uklonjenom sloju SC takode je sprovedeno primenom

prethodno opisanog UHPLC-MS uredaja. Kao mobilna faza upotrebljena je mesavina
acetonitrila i mravlje kiseline (0,1 %) u odnosu 50:50. Protok mobilne faze podesen je
na 300 pl/min, $to je omogucilo da analiza traje 1,7 min. Parametri ESI izvora
optimizovani su injektovanjem rastvora HC 20 pl/min sa mobilnom fazom pri 300
pl/min. Single ion monitoring (SIM) positive scan mode primenjen je za prikupljanje
podataka, uz sledece parametre ESI izvora i masene spektrometrije: elektron sprej
jonizacioni napon 5000V; temperatura grejaca jonske probe 400 °C, protok gasa kroz
jonsku probu (direktan) 50 jedinica; pritisak gasa u jonskom izvoru 0 jedinica; protok
gasa kroz jonsku probu (kruzni) 45 jedinica; temperatura kapilare 300 °C; podesavanje
jonske optike 114 jedinica; Sirina pika 0,4 za Q1; sken sa (m/z) 0,1; vreme skeniranja
1000 ms. Masena spektrometrija je koriS¢ena za detekciju specifi¢nih jona u cilju
identifikacije analita. Skeniranjem kompletnog spektra identifikovan je [M+H]" kao
dominantan jon za HC u ESI izvoru (m/z 363,1).

S obzirom da veéina laboratorija poseduje konvencijalne HPLC uredaje,

odredivanje ketoprofena sprovedeno je primenom HPLC uredaja Agilent serije 1100,

(sa DA detektorom i kvaternernom pumpom; Agilent, SAD), sa ciljem procene
pogodnosti ove metode da odredi veoma male koncentracije lekovite supstance
ckstrahovane sa adhezivnih traka. Primenjena je kolona Luna C;g slede¢ih
karakteristika: 100 A, 250 mm % 4,6 mm, sa Cesticama veli¢ine 5 um. Uzorci su
injektovani u zapremini od 20 pl, uz protok mobilne faze od 1,5 ml/min i temperaturu
kolone od 25 °C. UV detekcija sprovedena je na 254 nm. Primenjena je mobilna faza
sastava acetonitril/metanol/0,5 % m/V amonijum-acetat (pH = 5,9) (u odnosu 27:18:55).
pH vrednost podeSena je nitritnom kiselinom (10% V/V). Dobijene kalibracione krive
bile su linearne u ispitivanom opsegu koncentracija (R = 0,9996), uz limite detekcije

(LOD) i kvantifikacije (LOQ) od 3,18, odnosno 10,61 ng/ml.
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3.1.2.131In vitro/ex vivo ispitivanje permeacionih profila primenom Franz-
ovih difuzionih éelija

Uvid u permeacione profile lekovitih supstanci iz ispitivanih uzoraka izvrSen je
primenom modifikovanih Franz-ovih difuzionih ¢elija u kojima je donorska (ispitivani
uzorak) od akceptorske faze (fosfatni pufer pH 7,4 (USP)) odvojena:

¢ vestackim konstruktima koze (in vitro pristup) i

¢ izolovanim humanim stratum corneum-om (tzv. ex vivo pristup).

Vestacki konstrukti koze kultivisani su prema proceduri opisanoj od strane
Winkler i Miiller-Goymann (2002). Ekvivalent dermisa dobijen je primenom humanih
dermalnih  fibroblasta iz uzorka koZze novorodenceta, prema prethodno
standardizovanim uslovima. Dermis je zatim pokriven ekvivalentom epidermisa,
primenom keratinocita dobijenih iz stabilne HaCaT c¢elijske linije (skraceno od eng.
Human adult, low Calcium, elevated Temperature) (Mitriaikina i Miiller-Goymann,
2009).

U ex vivo modelu, SC je izolovan iz koze abdomena 37-godiSnjeg Zenskog
donora koji je bio podvrgnut plasticnoj hirurgiji. Izolacija je sprovedena primenom
vodenog rastvora tripsina 0,5 mg/ml (Carl Roth, Nemacka). Nakon uklanjanja masnog
tkiva, uzorci koze su preneti (dermalnom stranom nadole) u Petri Solju sa rastvorom
tripsina. Posle 48 h inkubacije na 37 °C, SC je pazljivo uklonjen pincetom. Uzorci
izolovanog SC su jednom isprani vodenim rastvorom inhibitora tripsina (0,4 mg/ml, tip
II-O: chicken egg white, Sigma Aldrich, Nemacka), a zatim jo§ tri puta preciS§¢enom
vodom. SC je ¢uvan u eksikatoru, do upotrebe.

Nezavisno od primenjene membrane, permeacija model lekovitih supstanci iz
ispitivanih uzoraka je pracena tokom 30 h. Ispitivanje je sprovedeno na modifikovanim
Franz-ovim ¢elijama. U donorski deo ¢elije nanet je ispitivani uzorak (infinite dose;
povr$ina dostupna za permeaciju od 0,418-0,494 cm?), dok je u akceptorskom delu
(zapremine 5,21-6,33 ml) fosfatni pufer konstantno mesan brzinom od 300 obrt/min.
Akceptorski delovi ¢elije uronjeni su u vodeno kupatilo termostatirano na 37 °C, kako
bi temperatura primenjenih membrana bila 32 °C. Eluati zapremine 250 pl uzorkovani
su tokom 30 h, u prethodno definisanim vremenskim intervalima. Nakon svakog

uzorkovanja, u sistem je dodata ista zapremina Cistog fosfatnog pufera, kako bi se
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odrzali sink uslovi. Koncentracija lekovitih supstanci u eluatima odredena je primenom
odgovaraju¢e HPLC metode (Waters, Nemacka). Kumulativna koli¢ina leka koji je
permeirao po jedinici povr§ine primenjene membrane (pg/cm?), prikazana je u

zavisnosti od vremena.
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I faza eksperimentalnog rada

3.1.2.14Vazokonstriktorni test (eng. skin blanching assay)

U ispitivanju je primenjen modifikovan protokol vazeceg FDA vodica (US FDA
Guidance, 1995). Osnovna odstupanja od zvani¢nih smernica odnose se na broj
ispitanika ukljucenih u studiju (regulatorna tela zahtevaju ucesce 12 ispitanika u pilot
studiji, a 40-60 ispitanika u konac¢noj studiji bioekvivalentnosti), i primenu uredaja ¢iji

se princip merenja razlikuje od preporucenog.

Izbor ispitanika

S obzirom na specificnost pracenog farmakodinamskog odgovora, pre pristupanja

ispitivanju posebna paznja posvecena je odabiru pogodnih ispitanika.

Kriterijumi za ukljucivanje ispitanika u studiju bili su sledec¢i:
v’ Zdrave osobe, bez istorije dermatolo$kih bolesti;
v Pokazuju merljiv farmakodinamski odgovor nakon jednokratne lokalne
primene kortikosteroida (potvrdeno u toku pilot studije);

v Na volarnim stranama podlaktica nema vidljivih hipo- ili hiperpigmentacija.

Sto se ti¢e kriterijuma za iskljuéivanje ispitanika, u studiju nisu bili ukljuéeni:

% Trudnice i dojilje;

x Osobe sa dijagnozom hipertenzije ili drugih bolesti kardiovaskularnog
sistema;

x  Osobe koje su imale nezeljene reakcije na primenu lekova iz grupe
kortikosteroida (dermatoloska ili sistemska primena);

% Osobe koje primenjuju bilo koji vazoaktivni lek ili medicinsko sredstvo koji
mogu uticati na protok krvi (vazokonstrikcija ili vazodilatacija);

x Osobe koje konzumiraju vece koli¢ine kafe (unos kofeina > 500

mg/dnevno).

Ispitanici su bili u obavezi da se 24 h pre pocetka studije, kao i tokom njenog
trajanja:

- ne izlazu intenzivnoj fizickoj aktivnosti (vezbanje);
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- ispitivana test-mesta na koZi ne kvase vodom (kupanje, tusiranje)
- na kozu podlaktica ne nanose kozmeticke proizvode ili druge lekove.
Na dan ispitivanja, ispitanci su najpre morali provesti 30-60 min u laboratoriji u

kojoj je studija izvodena, u cilju aklimatizacije koze.

Pilot studija vazokonstriktornog testa

Cilj pilot studije je:

> potvrda pogodnosti ispitanika za uces¢e u studiji:
- da li koza ispitanika pruza dobar farmakodinamski odgovor na lokalnu
primenu kortikosteroida?
> dobijanje podataka neophodnih za ispitivanje permeacije leka iz datog nosaca:
- dali ispitivana formulacija dovodi do linearnog odgovora?
- koje je minimalno vreme izloZenosti koZe ispitivanom uzorku koje
dovodi do pouzdane i reproducibilne vazokonstrikcije?

U pilot studiji uCestvovalo je 10 ispitanika (26 + 3,4 godina starosti). Tretirana
mesta definisana su primenom kartonskog Sablona sa otvorima kvadratnog oblika,
duZzine stranice 1,5 cm, na medusobnoj udaljenosti od 2 cm. Jedan sat pre nanosenja
uzorka koji ¢e najduze ostati u kontaktu sa kozom izmerene su bazalne vrednosti
eritema indeksa (EI) kao parametra datog farmakodinamskog odgovora primenom
neinvazivne sonde uredaja Mexameter” MX18 (Courage+Khazaka, Nemacka). Uredaj
emituje svetlost tri talasne duzine (zelena: A = 568 nm, crvena: A = 660 nm i infra-
crvena: A = 870 nm), specificne za apsorpcioni spektar hemoglobina, i registruje svetlost
reflektovanu sa koze.

Na oznacena mesta naneti su ispitivani uzorci sa hidrokortizonom u koli¢ini od 25
mg/cm2 pomocu plastiénog Sprica i ostavljeni u kontaktu sa kozom tokom osam
definisanih vremenskih intervala: 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 1,5h, 2 h, 4 hi 6 h (slika
3.3.a). Kako bi se potencirao vazokonstriktorni efekat hidrokortizona kao model
kortikosteroida male jac¢ine, odmah po nanosenju definisane koli¢ine uzorka svako test-
mesto prekriveno je okluzivnom oblogom od Parafilm®-a (Brand GmbH, Nemacka)

istih dimenzija, i fiksirano hipoalergijskim flasterom Sensifix” (Galenika, Srbija).
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Po isteku predvidenog vremena izlozenosti uzorku, sa koze je pazljivo uklonjen
viSak formulacija primenom pamucnih tufera i nastavljeno sa merenjem EI, i to odmah

nakon uklanjanja uzorka (0 h), nakon 2, 4, 6, 19 1 24 h (slika 3.3.b).

ﬁ vreme uklanjanja uzorka

ﬁ ﬁ ‘ vreme merenja EI

vreme nanosenjauzoraka

vreme uklanjanja uzoraka ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ . ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0

T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

€ -SVreme (h‘; pre ukleigj anja uz-ozral(a -1 0 % Vreme (h) uklanjanja uzoraka i dinamika instrumentalnih

merenja

a) b)

Slika 3.3. Shematski prikaz: a) dinamike nanoSenja i uklanjanja uzoraka sa test-mesta, i b)
sprovodenja instrumentalnih merenja eritema indeksa. Primenjen je protokol sa simultanim
uklanjanjem uzoraka (eng. staggered application with synchronized removal).

Kao §to je prethodno navedeno, pilot studija ima za cilj da proceni stepen
o¢ekivanog farmakodinamskog odgovora izazvanog od strane lekovite supstance iz
grupe kortikosteroida (hidrokortizon (HC) kao model lekovita supstanca), iz ispitivanog
nosaca/formulacije. Od izmerenih vrednosti EI najpre je potrebno oduzeti odgovarajuce
bazalne vrednosti, nakon ¢ega se od tako korigovanih vrednosti EI metodom trapezoida
racunaju odgovarajuce povrSine ispod krive (eng. area under the curve, AUC\.ap).
Rezultati pilot studije graficki se prikazuju kao zavisnost AUCj.4n od vremena
izlozenosti koze uzorcima (vreme ekspozicije). lako je ocekivano da stepen izbeljivanja
koze varira od ispitanika do ispitanika, mora se uociti progresivno smanjenje boje koze
sa povecanjem duzine kontakta uzorka sa kozom. Zavisnost registrovanog
farmakodinamskog odgovora od vremena procenjuje se statisticki.

Iz dobijene zavisnosti doza-odgovor, maksimalne vrednosti AUCy,4, i
odgovarajucih vremena ekspozicije, primenom sledeée jednacine izracunavaju se podaci

potrebni za ispitivanje permeacije:

E = (Emax N D) /(ED5() + D) (3)
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pri cemu E predstavlja AUCyo4n, Enae je najveéa izraCunata vrednost AUC, D je
odgovarajuce vreme izloZenosti koze uzorku, a EDs, predstavlja vreme ekspozicije
potrebno za postizanje farmakodinamskog odgovora koji je jednak polovini
maksimalnog (Tsai i sar., 2004).

Na osnovu dobijene vrednosti EDsy, lako se izracunavaju sledec¢i parametri:

D;=0,5-EDs 4
D, =2-EDs Q)

kao grani¢ne vrednosti osetljivog dela krive zavisnosti farmakodinamskog odgovora od
vremena ekspozicije, tj. 33 % 1 67 % od izraCunate vrednosti EDsy. Prema tome, na
osnovu rezultata pilot studije dobijaju se podaci neophodni za izvodenje same studije
dermalne raspoloZzivosti, tokom koje treba ispitati sledece tri vremenske tacke: D;, EDsy
i D,, kako se ne bi prevazisla sposobnost koze da pruzi linearan farmakodinamski

odgovor.

Studija dermalne raspoloZivosti primenom vazokonstriktornog testa

Opsti princip izvodenja konacne studije permeacije slican je prethodno opisanoj
pilot studiji i zahteva primenu slicne opreme. Na ovaj nacin, merenjem efekta
izbeljivanja koze procenjuje se brzina i obim difuzije/permeacije leka u dermalnu
vaskulaturu, sto je u direktnoj korelaciji sa dermalnom raspolozivosti leka.

Na oznacenim mestima koze podlaktice 12 ispitanika (28 + 2,7 godina starosti)
najpre su izmerene bazalne vrednosti EI, 1 h pre nanosenja uzoraka. Shodno prethodno
opisanom protokolu, definisane koli¢ine uzoraka nanete su na oznacena test-mesta, i
postavljena je odgovaraju¢a okluzija koja je ostavljena u kontaktu sa kozom tokom
vremena D;, EDsy 1 D,. Nakon isteka predvidenog vremena ponovo su izmerene
vrednosti EI (0 h), kao i nakon 2, 4, 6, 19 i1 24 h od uklanjanja okluzije. Dodatno, u cilju
eliminisanja potencijalnog uticaja okluzije na dobijene rezultate, na podlaktici svakog
ispitanika definisana su dva test-mesta koja su posluzila kao kontrole: netretirana

kontrola (NK) i netretirana kontrola pod okluzijom (NKO).

58



Slika 3.4. Prikaz nanoSenja uzoraka prilikom procene dermalne raspoloZzivosti
vazokonstriktornim testom.

Prac¢enje vrednosti EI u prethodno definisanim vremenskim tackama tokom 24 h
omogucava uvid u stepen izbeljenja koze nezavisno od cirkadijalnog ritma (uticaj
lucenja kortizola). Iz istog razloga, eksperimentalni rad je organizovan tako da i pilot

studija i studija dermalne raspolozivosti otpo¢nu u isto vreme (8 h ujutru).

3.1.2.15Uporedna analiza primenjenih in vivo metoda za procenu dermalne
raspoloZivosti lekova

Kona¢no, procenjena je mogucnost uspostavljanja korelacije izmedu rezultata
dobijenih  ispitivanjem  permeacije = preko  farmakodinamskog  odgovora
(vazokonstriktorni test) i ispitivanjem penetracije primenom razvijene metode sa
trakama. Tako se pitanje korelacije dve metode prevashodno povezuje sa moguénoscu da
odredena in vitro metoda (Lehman i sar., 2011; Shah, 2005) ili matematicki model (tzv.
in silico; Brown i sar., 2012) pruzi podatke o ocekivanoj in vivo situaciji, u ovom
slucaju ideja je bila da se dodatno uporede regulatorno prihvacena in vivo metoda sa
potencijalno alternativnom/komplementarnom tehnikom. Korelacija dve in vivo metode
procenjena je primenom proste i multiple linearne regresije, uz populacije podataka koje
su netransformisane i logaritamski transformisane (SigmaStat 3.11, Systat, SAD). U
nedostatku zvani¢nih smernica za lekove koji se primenjuju na kozi, dobijena korelacija
je ocenjena kao *dobra’ ukoliko je dobijen koeficijent determinacije R* > 0,90, odnosno
‘umerena’ u slucaju R?< 0,90 (Petro i sar., 2011).

Prema naSim saznanjima, uporedna analiza TS metode i vazokonstriktornog
testa do danas je pokuSana samo na primeru Kkortikosteroida veoma velike
(klobetazolpropionat) (Au i sar.,, 2010; Tsai i sar., 2004) i velike potentnosti
(triamcinolonacetonid) (EMA Guideline, 1987; Pershing i sar., 2002).

59



4 REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 Rezultati i diskusija I faze eksperimentalnog rada

Nakon formulacionih ispitivanja koja su obuhvatala variranje vrste i koli¢ine
sastojaka, definisan je konaCan sastav formulacija (tabela 3.1). Koncentracija APG
emulgatora izabrana je na osnovu rezultata ispitivanja sprovedenih od strane Savié¢
(2004), koja su ukazala da je u slucaju meSanog emulgatora sastava cetearil glukozid i
cetearil alkohol reprezentativan odnos emulgator/voda 1:10,43, tj. oko 7 % (m/m), uz
preporucen dodatak odredenih lipofilnih koemulgatora kao kostabilizatora u
koncentraciji 0,5 - 1,5 % (m/m). S obzirom da je jedan od osnovnih ciljeva ovog rada
bila formulacija podloge jednostavnog sastava koji bi se mogao brzo, ex tempore
menjati dodatkom korastvaraca razliCitih karakteristika, za stabilizaciju osnovne
podloge primenjeno je 8 % (m/m) meSanog APG emulgatora. Kostabilizacija podloge
izvrsena je dodatkom cetostearil alkohola u koncentraciji od 1 % (m/m). Na ovaj nacin,
dobijene su podloge jednostavnog sastava koje su uspesno podnosile dodatak 10 %
(m/m) izopropanola (IPA), 20 % (m/m) glicerola, odnosno 20 % (m/m) propilenglikola.
lako je osnovna APG podloga zadrzala zadovoljavajucu fizicku stabilnost i nakon
dodatka 20 % (m/m) IPA, prisustvo ovog alkohola u navedenoj koncentraciji uslovilo je
pojavu znakova nestabilnosti prilikom inkorporiranja lekovitih supstanci iz grupe
elektrolita, poput diklofenak-natrijuma (podaci nisu prikazani). Nasuprot glicerolu i
propilenglikolu, kao poliolima koji su Cest sastojak lekova koji se primenjuju na kozi,
od znacaja je ista¢i da u literaturi nije bilo dostupnih podataka o moguénostima
inkorporiranja IPA u podloge sa APG emulgatorima, i potencijalnim interakcijama koje

bi se odrazile na kvalitet, efikasnost i bezbednost takvih nosaca.

4.1.1 Mikroskopska analiza

Uvidom u snimljene mikrografije prikazane na slici 4.1.1, moze se zapaziti
karakteristi¢na anizotropna tekstura pod polarizovanom svetlosti, ¢ime je potvrdena

pocetna hipoteza da su podloge sa SeCernim emulgatorom sastava cetearil glukozid i

60



cetearil alkohol, stabilizovane obrazovanjem liotropnih te¢nih kristala. Na snimljenim
mikrografijama uocCene su:
a) lamelarna tecnokristalna faza koja se manifestuje brojnim
deformisanim MalteSkim krstovima i
b) lamelarna gel faza v vidu regiona velikog viskoziteta koji poput
koncentri¢nih krugova okruzuju kapi unutrasnje faze (Lashmar i sar.,

1995; Nesseem, 2001).

Slika 4.1.1. (legenda na sledecoj strani)
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Slika 4.1.1. Polarizacione mikrografije model podloga stabilizovanih APG emulgatorom
snimljene 7 dana nakon izrade pod uveli¢anjem 200% 1 400, bar 100 um: a) S1, 200%; b) S1,
400x; ¢) S2, 200x%; d) S2, 400x; e) S3, 200x; f) S3, 400x; g) S4, 200x; h) S4, 400x.

Komparativnom analizom snimljenih mikrografija osnovne APG podloge
(uzorak S1; slika 4.1.1 a i b), sa uzorcima u kojima je variran dodatak korastvaraca,
najmanje promene se mogu uociti u slucaju uzorka sa glicerolom (S4) kod koga je
oCuvan intenzitet anizotropne teksture, uz relativno male promene veli¢ine kapi
dispergovane faze. S druge strane, iako se na prvi pogled moze reé¢i da je dodatak
propilenglikola uzrokovao znacajno redukovanje anizotropije uzorka S3, umereni
intenzitet prelamanja polarizovane svetlosti moze se pripisati manjem dijametru kapi
unutras$nje faze datog uzorka, s obzirom da je pokazano da je anizotropija koja se moze
uociti pod polarizacionim mikroskopom obi¢no izraZenija oko kapi unutraSnje faze
veceg dijametra (Liu i Friberg, 2009). Kao §to je bilo i o¢ekivano, model podloga
pretrpela je najvece promene po dodatku 10 % (m/m) izopropanola. Velike kapi,
nepravilnog oblika, koje dominiraju mikrografijama uzorka S2, o¢igledno su posledica

inkorporiranja alkohola u medusloju, $to je rezultovalo tranzicijom malih sfericnih kapi
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u kratke cilindi¢ne, i konacno, velike cilindri¢ne strukture (Stubenrauch, 2001). Ipak,
anizotropija koja se u odredenoj meri moze uociti po obodu i povrSini ovih struktura,
navodi na zakljucak da takva morfologija uzorka ne mora obavezno biti i odraz fizicke

nestabilnosti sistema.
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Slika 4.1.2. Lamelarna gel faza: a) osnovna APG podloga (uzorak S1), uveli¢anje 400x%; b)
uvecan prikaz strukture uzorka S1; ¢) uobicajeni shematski prikaz lamelarne gel mreze oko kapi
dispergovane faze (preuzeto iz Klein, 2008).

Slika 4.1.3. Polarizacione mikrografije: a) referentne podloge R1 (DAB 2006) i b) istog krema
sa 10 % m/m IPA (R2), pri uveli¢anju 200x, bar 100 pum.

Nasuprot podlogama stabilizovanim Secernim emulgatorom, struktura podloga
R1 1 R2 podsec¢a na relativno gust matriks. Uz Cinjenicu da je udeo vode u ovim
emulzionim sistemima znacajno nizi (oko 50 % u uzorku R1, odnosno 40 % u R2), u
poredenju sa APG uzorcima (oko 80 % u osnovnoj APG podlozi — S1), za uocenu
matriks strukturu svakako je odgovoran i sastav masne faze. Naime, u literaturi postoje

podaci da prisustvo cetostearil alkohola u ve¢im koli¢inama (10 % m/m u referentnim
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podlogama) moze dovesti do obrazovanja lipofilne gel faze koja snazno imobilizuje
dispergovanu fazu (Junginger, 1992), u ovom slucaju sastavljenu dominantno od belog
vazelina. S obzirom da izabrana referentna podloga u svom sastavu ve¢ sadrzi glicerol,
u cilju objektivnog sagledavanja uticaja dodatka IPA, analogno uzorku S2, izvrSena je
ista varijacija sastava referentne podloge. Uocene longitudinalne kapi u mikrostrukturi
uzorka R2, navode na zakljucak da dolazi do slicnog mehanizma inkorporiranja IPA u
emulzioni sistem stabilizovan konvencionalnim emulgatorom (Polisorbat 60).

Mikroskopska analiza ponovljena je nakon 30 dana ¢uvanja uzoraka na sobnoj
temperaturi, kao i nakon 10 ciklusa ¢uvanja na povisenoj (40°C) i sniZzenoj (4°C)
temperaturi. Uporednom analizom snimljenih mikrografija nisu uoCene znaCajne
promene u veli¢ini i distribuciji veli¢ine kapi unutrasnje faze, u poredenju sa
mikrografijama uslikanim 7 dana nakon izrade.

Rezultati dobijeni posredstvom polarizacione mikroskopije navode na zakljuc¢ak
da model APG podloge odlikuje zadovoljavajuci solubilizacioni kapacitet za varirane
korastvarace, za $ta su verovatno odgovorne uocene strukture lamelarne te¢nokristalne i

gel faze.

Slika 4.1.4. (legenda na strani 66)
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Slika 4.1.4. (legenda na sledecoj strani)
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Slika 4.1.4. Polarizacione mikrografije aktivnih uzoraka snimljene 7 dana nakon izrade: a) S1K,
200x; b) SIDDA, 200x; ¢) S2K, 200x; d) S2DDA, 200x; e) S3K, 200x; f) S3DDA, 200x%; g)
S4K, 200x; h) S4DDA, 200x; i) R1K, 200%; j) RIDDA, 200x%; k) R2K, 200x; 1) R2DDA, 200x.

Pazljivom analizom mikrografija uzoraka K-serije snimljenih 7 dana nakon
izrade, mogu se primetiti kristali nerastvorenog ketoprofena u svim uzorcima, nezavisno
od koloidne strukture primenjene podloge i/ili variranog korastvaraca. Ipak, kao model
lekovita supstanca najslabije rastvorljivosti u vodi (51 mg/l na 22 °C), inkorporiranje
ketoprofena u APG podloge dovelo je do homogenijeg dispergovanja leka u poredenju
sa referentnom podlogom (uzorak R1K), kod koje su jasno vidljive grupisane Cestice
nerastvorenog leka. To navodi na zakljuCak da se, kao jedna od prednosti navedenih
APG podloga moze istaci jednostavnost manipulacije prilikom razli¢itih farmaceutsko-
tehnoloskih operacija u postupku izrade magistralnih lekova.

S obzirom da se emulzioni sistemi stabilizovani nejonskim emulgatorima u
potpunosti strukturiraju tek nakon nekoliko nedelja (Eccleston, 1997), ponaSanje
sistema ispitano je primenom polarizacione mikroskopije i nakon 30 dana stajanja na

sobnoj temperaturi. Dodatno, ukoliko je lekovita supstanca amfifilne ili mezogene
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prirode, kao $to je slucaj sa diklofenak dietilaminom, a donekle i ketoprofenom, za koje
postoje podaci da pokazuju tzv. liotropni mezomorfizam (Miiller-Goymann, 2004),
inkorporiranje takvih supstanci moze uticati na koloidnu strukturu sistema posredstvom
razli¢itih molekulskih interakcija. Osim potencijalnog uticaja na fizickohemijsku
stabilnost sistema, u farmaceutskim oblicima od velikog znaCaja je i eventualna

promena termodinamicke aktivnosti leka.

Slika 4.1.5. Polarizacione mikrografije aktivnih uzoraka K-serije snimljene 30 dana nakon
izrade (uvelianje 200x, bar 100 um): a) S1K; b) S2K; ¢) S3K; d) S4K; e) R1K i f) R2K.

Uporednom analizom mikrografija aktivnih uzoraka 7 i 30 dana nakon izrade,
uoceno je da je osnovna APG podloga (S1) dovela do primetnog rastvaranja
ketoprofena, §to ukazuje na znacajan potencijal same koloidne strukture da rastvori
inicijalno suspendovan lek, i bez dodatka korastvaraca. Sto se ti¢e model podloge sa
dodatkom IPA, uticaj podloge na rastvaranje leka bio je jos oCigledniji. Isti zakljucak se
ne moze primeniti i na referentne podloge, bez i sa dodatkom IPA, s obzirom da su
klasteri suspendovanog leka jos uvek bili vidljivi i nakon 30 dana ¢uvanja (slika 4.1.5. ¢
if).

Nasuprot tome, mikrografije uzoraka D-serije ukazuju da je doSlo do potpunog
rastvaranja diklofenak dietilamina u svim podlogama osim farmakopejske (uzorak

R1DDA), gde su se mogli uociti kristali nerastvorene lekovite supstance (slika 4.1.4.j).
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U nedostatku literaturnih podataka o rastvorljivosti DDA u IPA, kao supstanca umereno
rastvorna u vodi, a lako rastvorna u etanolu (96% V/V) i metanolu (BP 2009), bilo je
ocekivano da ¢e dodatak IPA u referentnu podlogu uspesno rastvoriti suspendovani
DDA (slika 4.1.4.]).

Prikazani rezultati polarizacione mikroskopije ukazuju na znacajan potencijal
same APG koloidne strukture da rastvori inicijalno suspendovani lek, i bez dodatka
variranih korastvaraca. lako se rastvaranje lekovitih supstanci donekle moze pripisati
ve¢em udelu vodene faze model APG podloga (tabela 3.1), odredeni doprinos
rastvaranju suspendovanih model lekovitih supstanci, ali i inkorporiranju izabranih
korastvaraca, svakako treba pripisati zadovoljavaju¢em solubilizacionom kapacitetu
obrazovanih lamelarnih struktura.

Nedostatak polarizacione mikroskopije svakako lezi u €injenici da, zavisno od
izabranog objektiva, metoda pruza podatke o strukturi sistema rezolucije do 500 nm
(Klang i sar., 2013), zbog ¢ega se koloidni sistemi (oblast 10 - 400 nm ili 1 nm — 1 pm),
kojima pripadaju i emulzioni sistemi stabilizovani fazom tecnih kristala, moraju
podrobnije ispitati i drugim tehnikama fizickohemijske karakterizacije (Miiller-
Goymann, 2004). Detaljan uvid u stepen rastvaranja model lekovitih supstanci u
ispitivanim podlogama, koji se direktno odrazava na njihovu termodinamicku aktivnost,
pruzilo je ispitivanje saturacionih koncentracija model lekovitih supstanci u svakoj

podlozi.

4.1.2 Ispitivanje pH vrednosti i elektri¢ne provodljivost uzoraka

U slucaju emulzionih sistema polucvrste konzistencije ¢ak i jednostavne metode
karakterizacije poput ispitivanja pH vrednosti i elektri¢ne provodljivosti mogu pruziti
vazne informacije. S obzirom na to da emulzioni sistemi stabilizovani nejonskim
emulgatorima obi¢no dostizu svojevrstan ekvilibrijum nakon nekoliko dana, inicijalne
vrednosti pH i elektri¢ne provodljivosti izmerene su 7 dana nakon izrade uzoraka. U
cilju procene stabilnosti uzoraka, merenja su ponovljena nakon 30, 90 i 180 dana, a

rezultati prikazani u tabeli 4.1.1.
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Tabela 4.1.1. Vrednosti pH i elektri¢ne provodljivosti uzoraka, izmerenih 7, 30, 90 i
180 dana nakon izrade.

pH Elektri¢na provodljivost (nS/cm)
Uzorak

7d. 30d. 90 d. 180 d. 7d. 30d. 90 d. 180 d.
S1 4,71 4,33 4,25 4,23 13,86 8,44 5,32 5,50
S2 4,79 4,47 4,54 4,51 7,53 4,35 3,46 3,56
S3 4,56 4,21 4,23 4,21 7,20 7,08 7,11 7,13
S4 4,61 4,29 4,25 4,24 7,09 6,98 7,21 7,27
R1 4,30 3,82 3,68 3,70 5,19 4,98 3,20 3,24
R2 4,50 4,08 3,95 4,00 5,40 5,85 2,66 2,71
S1K 4,40 4,19 4,15 4,17 20,43 13,08 15,64 15,51
S2K 4,30 4,25 4,36 4,35 17,92 10,16 14,47 14,43
S3K 4,02 3,93 4,04 4,01 4,72 3,85 431 4,28
S4K 4,06 4,05 4,05 4,06 9,09 7,12 7,94 7,70
RIK 4,13 3,95 3,85 3,90 3,64 3,13 3,60 3,54
R2K 3,84 3,77 3,68 3,71 2,94 2,57 3,28 3,32
S1IDDA 8,3 8,18 8,06 8,09 204.,4 128.,8 137,9 138,0
S2DDA 8,35 8,26 8,14 8,20 207,3 146,1 154,6 155,1
S3DDA 7,76 7,71 7,71 7,70 100,4 54,3 53,4 54,0
S4DDA 8,05 7,97 7,88 7,87 76,0 61,7 65,9 65,4
R1DDA 7,88 7,85 7,65 7,63 68,2 55,0 57,1 56,9
R2DDA 7,43 7,29 7,22 7,23 55,4 42,1 45,2 44,8

Sto se pH vrednosti samih podloga ti¢e, moZe se re¢i da su dobijene vrednosti u
granicama prihvatljivih za lekove koji se primenjuju na kozi (Vuleta i sar., 2012).
Kontrolno merenje nakon 30 dana od izrade ukazalo je na blago smanjenje pH vrednosti
ispitivanih podloga, koje se nisu znacajno menjale prilikom narednih kontrola (90 i 180
dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi). Kao $to je i ocekivano, elektri¢na provodljivost se
smanjivala s vremenom, §to je generalno prihvaceno kao pokazatelj strukturiranja
emulzionih sistema meSovitog tipa (Tamburi¢ i sar., 1996). Ovo smanjenje posebno je
izrazeno u slucaju podloga stabilizovanih APG emulgatorom, i moze se uzeti kao
potvrda uocene kompleksnosti njihove koloidne strukture.

Dodatak ketoprofena uslovio je povecanje vrednosti elektricne provodljivosti u

APG uzorcima, §to je ocigledan uticaj rastvorene frakcije ove slabe kiseline na ukupnu
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provodljivost sistema. Isto se ne moze reci i za referentne uzorke sa ketoprofenom, cije
su inicijalne vrednosti elektricne provodljivosti bile nize u poredenju sa
korespondentnim podlogama. Ovo je u saglasnosti sa prethodnim zapazanjima o
potencijalu ispitivanih podloga da rastvore inicijalno suspendovani lek.

Dodatak DDA kao amfifila i elektrolita, uslovio je znacajno povecéanje kako pH
vrednosti uzoraka (pH od 7,43 do 8,35 kod uzoraka starih 7 dana), tako i elektricne
provodljivosti. S obzirom da postoje literaturni podaci da je pH vrednosti 1 % (m/V)
rastvora DDA u etanolu izmedu 6,4 i 8,4 (BP 2009), vec¢e pH vrednosti uzoraka D-serije
oc¢igledno su posledica inkorporiranja ove model lekovite supstance. S druge strane,
viSestruko povecanje vrednosti elektricne provodljivosti moze se objasniti viSim
nivoima slobodnih jona u sistemu, odnosno potencijalom samog nosaca da rastvori
inicijalno suspendovani lek.

lako rezultati ukazuju na zadovoljavajucu stabilnost aktivnih i placebo uzoraka,
vrednosti oba pracena parametra postepeno su se smanjivala tokom kontrolnih merenja,
Sto je naroCito izrazeno u slu¢aju APG uzoraka, i moZe se tumaciti znacajnim

strukturiranjem ovih meSovitih emulzionih sistema.

4.1.3 Reoloska merenja

Reoloska karakterizacija uzoraka, koja je usledila u daljem toku ispitivanja,
imala je za cilj procenu esencijalnih fizickih atributa emulzionih sistema, koji bi pruzili
dodatne informacije o koloidnoj strukturi ispitivanih sistema (Barnes, 1994; Tadros,
2004). Shodno dizajnu prve faze eksperimentalnog rada, kontinualna reoloska merenja
sprovedena su kako bi se utvrdilo da li dodatak variranih korastvaraca ima znacajan
uticaj na mikrostrukturu sistema, kao i radi procene fizicke stabilnosti ispitivanih
uzoraka.

Uporedni prikaz kriva proticanja/tecenja ispitivanih i referentnih podloga dat je
na slici 4.1.6. MozZe se uociti da sve uzorke karakteriSe pseudoplasticni tip teCenja (eng.
shear-thinning flow behavior) sa umerenom do izraZzenom tiksotropijom. Razlika u
reoloskom ponasanju uzoraka stabilizovanih APG emulgatorom (podloge S1-S4) i
konvencionalnim nejonskim emulgatorima (R1, R2), kako u izgledu samih profila

proticanja, tako i u vrednostima minimalnih i maksimalnih prividnih viskoziteta (Nmin,
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Nmax) 1 histereznih povrs$ina, je znacajna, i ukazuje na razlike u koloidnoj strukturi, §to je
u saglasnosti sa prethodno prikazanim polarizacionim mikrografijama. Uoceno reolosko
ponasanje APG podloga (slika 4.1.7), sa umereno izrazenom tiksotropijom i ne tako
visokim vrednostima prinosnog napona, generalno se smatra poZeljnim ponaSanjem
farmaceutskih oblika koji se primenjuju na kozi, i ukazuje na dobre aplikativne osobine,
odnosno lako razmazivanje i obrazovanje kontinuiranog filma koji dobro adherira na

povrsinu koze (Tasi¢-Kostov, 2012).
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Slika 4.1.6. Uporedni prikaz reograma ispitivanih i referentnih podloga, ispitanih 7 dana nakon
izrade (srednja vrednost tri merenja).

Suprotno inicijalnoj hipotezi, dobijene krive proticanja pokazuju da
inkorporiranje IPA u koncentraciji od 10 % (m/m) nije znacajno uticalo na koloidnu
strukturu APG-stabilizovane podloge. Sli¢no se moze reci i za dodatak glicerola (20 %
m/m), dok je dodatak propilenglikola u istoj koncentraciji doveo do izvesnog
ugusc¢ivanja sistema (slika 4.1.7). UocCeno povecanje viskoziteta uzorka sa
propilenglikolom (podloga S3) u saglasnosti je sa rezultatima mikroskopske analize,
imajuéi u vidu da je uporedna karakterizacija mikrografija APG podloga ukazala da dati

uzorak poseduje kapi unutrasnje faze najmanjeg dijametra (Korhonen i sar., 2000).
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Nasuprot tome, dodatak IPA u referentnu farmakopejsku podlogu doveo je do znacajne
promene u reoloskom ponasanju, koja se ogleda kako u samom izgledu profila
proticanja, tako i drasticnom smanjenju vrednosti histereznih povrsina (42307 + 79 Pa/s
za podlogu R1, odnosno 4889 + 63 Pa/s za podlogu R2), Sto je jasan pokazatelj
postojanja odredenih interakcija izmedu sastojaka podloge i dodatog korastvaraca, koje

su se manifestovale ve¢ 7 dana nakon izrade (slika 4.1.6).
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Slika 4.1.7. Krive proticanja podloga stabilizovanih APG emulgatorom: uticaj variranih
korastvaraca na reoloske osobine uzoraka.

Nakon inkorporiranja ketoprofena kao model lekovite supstance u ispitivane
podloge, do najizrazenijih promena opet je dosSlo u slucaju referentnih podloga (slika
4.1.8). UoCeno smanjenje vrednosti povrSina histerezne petlje, moze se objasniti
Cinjenicom da je, u skladu sa anticipiranom primenom ispitivanih podloga, i
uobicajenom praksom izrade magistralnih lekova, ketoprofen inkorporiran
suspendovanjem ru¢nom metodom u prethodno izradene podloge. Ova manipulacija
oigledno dovodi do promene odredenih reoloskih karakteristika farmakopejske
podloge, koju je inicijalno karakterisao najve¢i viskozitet. Dodatno, u slucaju
referentnog uzorka sa IPA dolazi do presecanja uzlazne i silazne krive, §to ukazuje da

tokom samog ispitivanja, odnosno pod dejstvom spoljasnje sile, dolazi do izvesne
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»hadogradnje® strukture (eng. structural build-up) (Eccleston i Beattie, 1988), Sto

takode ide u prilog prethodno izloZenoj hipotezi o postojanju interakcija izmedu ovog

emulzionog sistema i IPA.
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Slika 4.1.8. Krive proticanja uzoraka sa ketoprofenom kao model lekovitom supstancom, 7 dana

nakon izrade.

Sto se ti¢e APG uzoraka, moze se re¢i da dodatak ketoprofena kao model

lekovite supstance nije znacajno uticao na reoloSke karakteristike sistema. Izvesne

promene profila proticanja uzorka S3K, pre svega u smislu pomeranja krive proticanja

ka viS§im vrednostima uz istovremeno smanjenje histerezne povrSine, mogu se objasniti

rastvaranjem ketoprofena od strane propilenglikola kao dodatog korastvaraca.

Rastvorena frakcija leka verovatno dovodi do odredenih lek-podloga interakcija koje

vode ka kompleksnom strukturiranju sistema, i uocenoj promeni konzistencije.
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Slika 4.1.9. Reoloska karakterizacija uzoraka sa ketoprofenom: kontrolno merenje nakon 3
meseca (3m) ¢uvanja uzoraka na sobnoj temperaturi.

Nakon 3 meseca ¢uvanja uzoraka na sobnoj temperaturi, uocene su promene u
reoloskom ponaSanju APG uzorka sa [PA (S2K) i ostala dva uzorka (R1K i R2K) (slika
4.1.9). U poredenju sa inicijalnim merenjem (7 dana nakon izrade uzoraka), kriva
proticanja uzorka S2K pomerena je ka visim vrednostima, uz odgovarajuce povecanje
vrednosti histerezne povrsine. Imajuéi u vidu da je slicno ponaSanje uoceno i u slucaju
same podloge S2 nakon 3 meseca, date promene delimi¢no se mogu pripisati
naknadnom strukturiranju sistema, Sto je Cesta odlika preparata stabilizovanih
nejonskim meSanim emulgatorima. Ipak, s obzirom da je pomenuta promena
najizrazenija u sluCaju uzoraka sa dodatkom IPA, znacajan doprinos sigurno ima i
isparavanje odredene frakcije dodatog korastvaraca tokom cuvanja. Promena u profilu
proticanja uzorka R2K ogleda se u krajnje nehomogenoj krivoj tecenja, i ocigledno je
posledica nesposobnosti referentne podloge da zadrzi ovaj lako isparljivi korastvara¢ u
duzem vremenskom periodu. Takode, preklapanje uzlazne i silazne krive moze se
tumaciti nezadovoljavaju¢om fizickom stabilno$¢u, kao i neodgovaraju¢im aplikativnim
karakteristikama datog uzorka. Uocene reoloske karakteristike nisu se menjale prilikom

sledeceg kontrolnog merenja, tj. nakon 6 meseci cuvanja uzoraka na sobnoj temperaturi.
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Imajuéi u vidu razlike u fizickohemijskim osobinama izabranih model lekovitih
supstanci, od interesa je bilo ispitati njihov uticaj na koloidnu strukturu same APG
podloge (slika 4.1.10). S obzirom na slabu rastvorljivost ketoprofena, mikroskopska
analiza je potvrdila da je ova model lekovita supstanca ostala suspendovana u svim
APG uzorcima, nezavisno od variranih korastvaraca. Stoga se uoceno pomeranje kriva
proticanja ka viSim vrednostima nakon inkorporiranja ketoprofena moZe objasniti
prisustvom kristala nerastvorenog ketoprofena. Nasuprot tome, kao supstanca izrazenih
amfifilnih osobina, uticaj DDA na koloidnu strukturu APG podloga bio je, ofekivano,
izrazeniji. S obzirom da je i sama koloidna struktura podloge bila dovoljna da rastvori
inkorporirani DDA, registrovane promene profila proticanja, uz povecanje vrednosti
histerezne povrSine rezultat su ukljucivanja datog amfifila u osnovni mehanizam

stabilizacije emulzionog sistema.
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Slika 4.1.10. Uticaj dodatka model lekovitih supstanci na koloidnu strukturu osnovne APG
podloge.

Sli¢no prethodnim uzorcima, uzorke sa DDA kao model lekovitom supstancom
takode karakteriSe nenjutnovsko, pseudoplasti¢no (tiksotropno) ponasanje (slika 4.1.11).
Moze se uociti da je inkorporiranje DDA u sve ispitivane podloge rezultovalo
povecanjem vrednosti histereznih povrSina. Dodatak korastvarata u osnovnu APG
podlogu uslovio je povecanje vrednosti histereznih povrSina slede¢im redosledom:

SIDDA (4492 + 12 Pa/s) < S2DDA (6718 + 29 Pa/s) < S4DDA (7570 + 23 Pa/s) <
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S3DDA (9175 + 28 Pa/s), odnosno inkorporiranje DDA kao model lekovite supstance
dovelo je do proporcionalnog povecanja vrednosti histereznih povrSina, u poredenju sa
vrednostima koje odgovaraju samim podlogama. Uticaj prisustva IPA na referentnu
podlogu bio je jo§ viSe izraZen nego u sluc¢aju APG podloge, uz primetno smanjenje
konzistencije, odnosno raste¢njavanje (eng. thinning) ovog emulzionog sistema (18003
+ 54 Pa/s za RIDDA, odnosno 8166 + 23 Pa/s za R2ZDDA). Sto se ti¢e aspekta fizicke
stabilnosti uzoraka, kontrolna merenja sprovedena nakon 30, 90 i 180 dana (slika
4.1.12), nisu ukazala na znacajnije promene pracenih reoloskih parametara. Stoga, moze
se zakljuciti da je zadovoljavajuca fizicka stabilnost ispitivanih podloga zadrzana i
nakon inkorporiranja DDA kao model lekovite supstance, nezavisno od prirode

variranog korastvaraca.
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—«— S2DDA
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0 50 100 150 200
Brzina smicanja (1/s)

Slika 4.1.11. Krive proticanja ispitivanih i referentnih uzoraka sa DDA, 7 dana nakon izrade
uzoraka.
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Slika 4.1.12. Uporedni prikaz reograma uzoraka sa DDA: kontrolno merenje nakon 6 meseci
(6m) ¢uvanja na sobnoj temperaturi.

Imajué¢i u vidu da je uobiCajen rok upotrebe magistralnih lekova u obliku
kremova (konzervisan preparat, u plasticnoj kutiji kao unutrasnjem pakovanju
koris¢enom u ispitivanju), do mesec dana (DAC 2007), moze se re¢i da su kontinualna
reoloska merenja ukazala na zadovoljavajuéu fizicku stabilnost APG podloga u
poredenju sa referentnim uzorkom, narocito u smislu potencijala za inkorporiranje
razli¢itih model lekovitih supstanci ili korastvaraca. Dobijeni rezultati bi¢e razmatrani i
u smislu procene eventualnog uticaja na oslobadanje model lekovitih supstanci iz

primenjenih nosaca (Welin-Berger i sar., 2001).

4.1.4 Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC)

DSC merenja ukljuc¢ena su u I fazu eksperimentalnog rada kako bi se uporedili
fazni prelazi ispitivanih uzoraka, u cilju dodatne procene razlika u koloidnim
strukturama, prethodno otkrivenih posredstvom polarizacione mikroskopije i reoloske

karakterizacije. Dobijeni termoanaliticki parametri potvrdili su postojanje znacajnih
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razlika izmedu APG i referentnih uzoraka, reflektovane kroz oblik krive (slika 4.1.13),
temperaturne maksimume pikova i ukupne entalpije endotermalnih tranzicija (tabela
4.1.2).

DSC skenove APG podloga karakteriSe jedan, relativno oStar endotermni pik pri
temperaturi od 80 do 86°C. Nasuprot tome, skenovi referentnih uzoraka okarakterisani
su endotermnim pikom koji se prostire u znatno Sirem temperaturnom opsegu (70 —
85°C), sa tzv. Sirokim ramenim prelazom (eng. broad shoulder) u oblasti od 50 do
60°C. Iako je ovakve endotermalne krive obi¢no teSko interpretirati, nakon uvida u
podatke reoloske karakterizacije, sigurno je da ukazuju na inherentne razlike u prirodi
mikrostrukture APG i farmakopejske podloge (Ribeiro i sar., 2004). Cini se da dodatak
IPA, kao jednog od variranih korastvaraCa/potencijalnih penetracionih inhensera,
dovodi do blagog pomeranja endotermalnih tranzicija ka nizim vrednostima AH (1708,6
i 1595,6 mJ/mg, za S1 i S2, respektivno). Uticaj dodatka IPA u ispitivane podloge
ogleda se i u pomeranju temperaturnog maksimuma glavnog pika ka nizim
temperaturama (86,1° — 80,8°C), ali 1 u pojavi dodatnog pika, malog intenziteta, na
temperaturi od 54,6°C, koji se moze objasniti isparavanjem frakcije IPA koja je slabo
vezana unutar sistema.

Sto se tice APG uzoraka sa dodatkom propilenglikola (S3), odnosno glicerola
(S4), moze se uociti odredena sli¢nost u obliku endotermi ovih uzoraka i referentnog
uzorka R1. Cini se da je dodatak ovih poliola u osnovnu APG podlogu doveo do
svojevrsnog priblizavanja njihovih endotermnih tranzicija sa referentnim. Slicnost je
naroCito primetna izmedu uzoraka S4 i R1, verovatno kao posledica prisustva istog
poliola — glicerola, i to u koncentraciji od 20 % (m/m) u uzorku S4, odnosno 10 %

(m/m) u referentnoj podlozi.
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Slika 4.1.13. Uporedni prikaz DSC skenova ispitivanih i referentnih podloga.

Prisustvo ketoprofena nije uslovilo znacajne promene u pra¢enim parametrima, s
obzirom da se vrednosti ukupne entalpije topljenja nisu znacajno menjale (tabela 4.1.2).
Prema tome, iako je bilo ocekivano da ¢e DSC merenja pruziti dodatne informacije o
frakciji lekovite supstance koja je rastvorena i/ili solubilizirana unutar sistema
(Barreiro-Iglesias i sar., 2003), takvi zakljucci nisu mogli biti doneti, verovatno kao
posledica relativno male koncentracije ketoprofena u ispitivanim uzorcima (uobi¢ajena
terapijska koncentracija od 2,5 % m/m). U slu¢aju APG uzoraka K-serije sa
propilenglikolom i glicerolom, nije pokazana prethodno uocena sli¢nost sa referentnim
uzorcima. Moze se pretpostaviti da je stepen rastvaranja ketoprofena u podlogama S3 i
S4, uticao na povecanje ukupne aktivacione energije potrebne za topljenje ovih uzoraka,
za razliku od referentnih podloga gde je rastvaranje ketoprofena, sudeci po rezultatima
polarizacione mikroskopije, bilo neznatno. Kao model lekovita supstanca c¢ija je DSC
kriva okarakterisana oStrim pikom sa temperaturnim maksimumom na 97°C (slika

4.1.14), pojava dodatnog pika na endotermnoj krivi uzorka R1K sa temperaturnim
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maksimumom na 97,8°C, moze se pripisati upravo topljenju nerastvorene frakcije

ketoprofena u datoj referentnoj podlozi.

N —— Ketoprofen

S— R1K
S T i | - S4K

R S D S3K
E ‘ TRl — 381K
_.5 S
= O
= o -

T E | ' :

40 80 120

Temperatura (°C)

Slika 4.1.14. DSC skenovi ketoprofena i ispitivanih uzoraka sa 2,5 % (m/m) ove model lekovite
supstance.

----52DDA
—— S1DDA

Endot. (mW)

I U I
60 120 180
Temperatura (°C)

Slika 4.1.15. DSC skenovi diklofenak dietilamina i ispitivanih uzoraka sa 1,16 % ove model
lekovite supstance.
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U skladu sa prethodnim razmatranjima, a s obzirom na malu koncentraciju DDA
u uzorcima (1,16 % m/m), kao 1 postignuto rastvaranje ove model lekovite supstance u
svim podlogama, nije o¢ekivano da ¢e inicijalno suspendovani DDA znacajno uticati na
pracene parametre termalne analize. Vrednost AH dobijena analizom cistog DDA od
98,6 mJ/mg dodatna je potvrda ove hipoteze. Sli¢no uzorcima K-serije, APG uzorke sa
DDA odlikuje relativno oStar endotermni pik, koji podleze pomeranju ka nizim
temperaturama u sluc¢aju dodatka IPA (87,6° — 82,0°C). Takode, oba uzorka sa
dodatkom IPA, bez obzira na prirodu podloge, poseduju dodatni endotermni pik pri
temperaturi od 50,1 i 55,7°C, u slucaju uzorka S2DDA, odnosno R2DDA, sto
neminovno treba pripisati alkoholnoj frakciji koja je slabo vezana unutar koloidne
strukture. Nasuprot APG uzorcima (AH 1604,7 i 1431,4 mJ/mg za uzorak S1DDA i
S2DDA, respektivno), referentni uzorci okarakterisani su Sirokim endotermnim krivama
uz znacajno nize vrednosti AH (968,1 i 980,6 mJ/mg za uzorak R1DDA, odnosno
R2DDA). Dobijeni rezultati nisu ostavili prostora za tumacenje eventualnih uticaja
amfifilne prirode DDA na koloidnu strukturu uzoraka.

Kona¢no, znacajno visa aktivaciona energija potrebna za topljenje uzoraka
stabilizovanih APG emulgatorom (sa ili bez dodatka model lekovite supstance), moze
se objasniti obrazovanim kompleksnim lamelarnim fazama (te¢nokristalna i gel faza),
koje obezbeduju znacajnu stabilnost ispitivanih model podloga, ¢ime se jos vise

potencira sustinska razlika u koloidnim strukturama ispitivanih i referentnih uzoraka.
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Tabela 4.1.2. Rezultati termalne analize: parcijalni gubitak mase tokom definisanih temperaturnih intervala dobijen TG analizom, i ukupne entalpije
topljenja (AH) kao rezultat DSC merenja, izrazeni kao srednja vrednost = SD.

Temperaturni
T 30-50°C 50-70°C 70-110°C Rezidualna AH TG
(%) (%) (%) masa (%) (mJ/mg)
pikova (°C)
S1 9,70 £ 1,07 19,47 £ 1,80 41,48 £3,12 27,42 +£4,70 1708,6 + 93,0 86,1
S2 11,77 £ 0,88 59,58 £ 0,67 3,79+ 1,11 27,22 £ 0,27 1595,6 £ 110,0 54,6/80,8
S3 9,32+ 0,81 45,12 +£0,30 20,20 + 1,60 26,51 1,20 1232,7+ 17,5 82,8
S4 9,56 + 0,49 22,45 £ 1,00 26,31+ 0,95 40,34 £ 3,45 1222,3 £229,7 78,6
R1 4,57+0,41 30,56 = 0,88 8,20+ 0,40 52,24 + 1,48 948,2 £72,1 78,6
R2 3,99+ 0,62 33,67 £ 2,20 8,76 £ 0,99 50,15 + 1,04 770,2 £ 67,0 70,8
S1K 11,20 + 1,65 30,28 +2,20 29,79 + 5,66 26,10 £ 2,85 1624,4 +104,6 83,6
S2K 10,81 0,16 54,84 + 1,82 5,32+£0,28 26,75 +2,55 1584,1 +37,7 83,3
S3K 10,78 £ 1,16 42,56 + 1,40 18,58 £ 0,05 26,41 £2,73 1138,7 + 76,1 81,8
S4K 12,08+ 1,10 33,73 £2,53 10,34 £3,72 40,95+ 0,14 1283,6 £ 65,5 80,2
RIK 9,69 £ 0,81 17,35 +£0,57 12,40 £ 0,98 62,08 + 0,86 809,7 + 56,3 69,4/97,8
R2K 8,54+ 0,93 18,16 + 1,03 13,78 £ 1,20 60,86 + 1,11 792,3 + 30,8 73,3
S1IDDA 9,44 £ 0,46 37,61 + 1,89 24,45 £ 0,40 27,52 3,34 1604,7 + 66,2 87,6
S2DDA 12,16 £3,12 54,07 £1,24 6,04 + 2,84 27,13 £2,63 1431,4+78,3 50,1/82,0
S3DDA 10,18 £ 0,05 43,17 £0,61 19,71 £ 0,07 24,95+ 4,84 1246,9 + 17,1 80,2
S4DDA 10,50 £ 0,28 36,66 + 3,30 9,48 £ 3,61 42,03 £2,84 1292,8 +43,3 83,8
RIDDA 3,54 +£3,74 21,49 £2,73 13,74 £ 1,63 58,56 + 4,26 968,1 + 11,4 73,7
R2DDA 7.21+£2.19 33.16 £ 1.71 11.43+£2.02 46.27 £3.39 980,6 + 13,1 55,7/74,4
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4.1.5 Termogravimetrijska analiza (TGA)

Imajuéi u vidu prethodno uocenu kompleksnost strukture uzoraka stabilizovanih
APG emulgatorima, a u cilju dodatne karakterizacije koloidne strukture podloga sa i bez
dodatka variranih korastvaraca, sprovedena je termogravimetrijska analiza kao termalna
tehnika Cesto koriS¢ena simultano sa DSC. TGA moze pruziti informacije o nacinu
distribucije vode unutar emulzionih sistema, ¢ime se dobija dublji uvid u prirodu same
koloidne strukture. Samim tim, s obzirom da se voda cesto naziva jednim od
najbezbednijih penetracionih inhensera (Hadgraft, 1999), efekat koji primenjena
podloga ima na biofizicke karakteristike koze (narocCito stepen hidratacije SC), moze
znacajno uticati na perkutanu resorpciju lekova. Rezultati TG analize dobijeni su kako
direktnim ispitivanjem dobijenih profila, Sto je pruzilo uvid u gubitak mase u funkciji
promene temperature u razliitim temperaturnim intervalima, tako i indirektno,
komparativnom analizom derivativnih TGA krivih (tzv. DTG profili), u cilju procene
brzine evaporacije (slika 4.1.16). lako se Cesto aproksimira da zabelezeni gubitak mase
odgovara vodi u sistemu, gubitak drugih sastojaka ne sme biti zanemaren (Peramal i
sar., 1997), poput variranih korastvaraca, u ovom slucaju.

Rezultati ukazuju da je u osnovnom APG uzorku S1I, voda dominantno
inkorporirana kao slobodna (eng. bulk) voda, koja je mehanicki vezana u sklopu
hidrofilne gel faze (Nesseem, 2001), te stoga u najve¢em procentu podleze isparavanju
u tre¢em temperaturnom opsegu (70-110°C) (tabela 4.1.2), do ¢ega verovatno dolazi
tek nakon naruSavanja obrazovanih lamelarnih faza. Za ovo delimicno moze biti
odgovoran i dodatak Cistog cetostearil alkohola kao lipofilnog koemulgatora, koji za
svoje duge lance vezuje vodu u vidu semihidrata (Junginger, 1992; Peramal i sar.,
1997). Nasuprot tome, u APG podlozi sa dodatkom IPA (uzorak S2), propilenglikola
(uzorak S3) i obe referentne podloge (R1 i R2), ve¢i gubitak mase pokazan je tokom
zagrevanja od 50 do 70°C. Ova frakcija se obiéno naziva ‘sekundarnom’ vodom. Sto se
uzorka S4 tice, ¢ini se da je dodatak glicerola uslovio svojevrsnu ravnotezu u pogledu
raspodele vode kao sekundarne (22,45%) i slobodne (26,31%) vode. Takode, osim

Cinjenice da se referentna podloga sastoji iz znacajno veceg udela neisparljivih
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sastojaka, velike vrednosti rezidualnih masa uzoraka R1, R2, ali i S4, mogu se povezati
i sa dodatkom glicerola kao zajednickog korastvaraca u pomenutim uzorcima.

Pazljivim razmatranjem derivativnih profila (slika 4.1.16), moze se uociti
izvesno povecanje brzine evaporacije uzoraka S2 i S3, u poredenju sa osnovhom APG
podlogom. lako je bilo ocekivano da ¢e IPA, kao lako isparljivi alkohol, doprineti
slobodnoj evaporaciji sa povrSine odgovaraju¢ih uzoraka, rezultati ukazuju da ovaj
alkohol dominantno isparava u drugom temperaturnom opsegu, $to ukazuje na snaznu
inkorporaciju u obrazovane mezofaze (Stubenrauch, 2001), prethodno uo¢enu analizom
polarizacionih mikrografija. Brzina evaporacije u slucaju uzorka S1 raste do
temperature od 74,6°C, dok je odgovarajuéa derivativna kriva uzorka S2 pomerena ka
nizim temperaturama (64,4°C), $to je ocigledan uticaj dodatog alkohola. Sli¢no
ponasanje uzorka sa propilenglikolom nije bilo o¢ekivano. Mali pikovi na derivativnim
krivama uzoraka R1 (57,4°C) i R2 (54,3°C), koji prethode osnovnom piku, mogu biti
rezultat topljenja cetostearil alkohola, uzimajuéi u obzir koli¢inu prisutnu u referentnim
uzorcima. Ovo je u saglasnosti sa rezultatima publikovanim od strane Nesseem (2001) i

¢injenicom da je tacka topljenja cetearil alkohola oko 56°C.
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Sto se aktivnih uzoraka tie, &ini se da je dodatak model lekovitih supstanci
uslovio svojevrsno ujednacavanje dinamike gubitka mase medu uzorcima (tabela 4.1.2).
Naime, u uzorcima sa ketoprofenom i DDA, voda je dominantno distribuirana kao
sekundarna voda, uz oCuvanje velikih rezidualnih masa svih uzoraka sa glicerolom (S4,
R1 i R2). Iako inkorporiranje ketoprofena u ispitivane podloge nije uslovilo promenu u
brzinama evaporacije, odredene promene uocene su u sistemima sa DDA, zbog Cega su
odgovaraju¢i TGA/DTG profili prikazani na slici 4.1.17. UoCene promene verovatno
nastaju kao posledica izrazene amfifilne prirode ove model lekovite supstance, usled
¢ega se udeo vode insertovan izmedu lamela poveéava na ra¢un bulk vode (Konya i sar.,
2003).

Sveobuhvatnim pregledom rezultata TG analize, namece se zapazanje da na
distribuciju vode u sistemu, kao i o¢ekivanu brzinu evaporacije, osim prirode izabranog
emulgatora (Konya i sar., 2004), znacajno utice i dodatak korastvaraca i/ili lekovite
supstance, ¢ak i u relativno niskim (terapijskim) koncentracijama. Na perkutanu
resorpciju aktivnih supstanci inkorporiranih u emulzione sisteme prevashodno utice
interlamelarno vezana voda, dok bulk voda obezbeduje bolju hidrataciju koze i
doprinosi subjektivnom osec¢aju hladenja na kozi (Konya i sar., 2003), Sto odgovara
mnogim promenama na kozi. Stoga, informacije koje pruza TG analiza bi¢e razmatrane
i uz rezultate in vivo ispitivanja dermalne raspolozivosti i efekata koje ove podloge

ispoljavaju na kozi.
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4.1.6 Odredivanje koncentracije zasi¢enja/saturacione koncentracije
model lekovitih supstanci u ispitivanim podlogama

Ispitivanje saturacionih koncentracija (Cs) model lekovitih supstanci u
ispitivanim podlogama, sprovedeno je sa ciljem da se potvrdi potencijal same podloge
i/ili dodatog korastvaraca da rastvori inicijalno suspendovanu lekovitu supstancu, koji je
prethodno uocen posmatranjem uzoraka pod polarizacionim mikroskopom. Dobijene
vrednosti razmatrane su sa aspekta termodinamicke aktivnosti model leka u datoj
podlozi, i moguéeg uticaja na dermalnu raspolozivost leka.

Cs ketoprofena u APG-podlozi sa IPA (S2K) je tri puta visa od odgovarajuce
podloge bez dodatka ovog alkohola (S1K) (tabela 4.1.3). Iako su u slucaju dodatka
propilenglikola i glicerola zabelezene nesto vece vrednosti Cs u poredenju sa osnovnom
APG podlogom, ocigledno je da i osnovna koloidna struktura stabilizovana Secernim
emulgatorom poseduje znacajnu sposobnost da rastvori inicijalno suspendovani lek.
Kao sto je i ocekivano, u slucaju referentnih uzoraka dobijene su nize vrednosti Cs.
Imajuéi u vidu sastav/sadrzaj vode u datim uzorcima, kao i gustu matriks strukturu koja
je uocena pod polarizacionim mikroskopom, moze se re¢i da su ovakve vrednosti Cs
bile donekle ocekivane. U sluaju obe model lekovite supstance moze se primetiti
znacajan uticaj dodatka IPA na vrednosti Cs. Ovo ukazuje na svojevrstan sinergisticki
efekat APG-stabilizovane koloidne strukture i IPA kao jednog od variranih korastvaraca

i penetracionih inhensera.

Tabela 4.1.3. Vrednosti saturacionih koncentracija ketoprofena i DDA u ispitivanim

podlogama.
Uzorak o Uzorak o
10 g/ml 107 g/ml
S1K 1,66 S1DDA 3,72
S2K 5,05 S2DDA 7,33
S3K 2,36 S3DDA 4,05
S4K 2,19 S4DDA 3,95
RIK 1,24 RIDDA 1,01
R2K 2,12 R2DDA 2,41
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S obzirom da je polarizaciona mikroskopija svih uzoraka sa ketoprofenom
potvrdila prisustvo kristala nerastvorenog leka, odnosno potpuno rastvaranje u slucaju
DDA kao model lekovite supstance, termodinamicka aktivnost ovih model lekovitih
supstanci formalno se smatra nepromenjenom. Ipak, prikazane vrednosti saturacionih
koncentracija ukazuju na pogodnost osnovne APG podloge da se jednostavnom
modifikacijom njenog sastava uti¢e na efikasnost leka.

Kako je rastvorljivost lekovite supstance u izabranom nosacu/podlozi jedna od
najvaznijih fizickohemijskih karakteristika koja moze uticati na proces difuzije leka
kroz razli¢ite slojeve koze (Manconi i sar., 2011), dobijene vrednosti Cs bice
razmatrane i u drugoj fazi eksperimentalnog rada, u cilju boljeg sagledavanja rezultata

studija penetracije i permeacije.

4.1.7 In vitro ispitivanje liberacionih profila model lekovitih supstanci
iz ispitivanih podloga

U prvoj fazi eksperimentalnog rada, biofarmaceutska karakterizacija zapoceta je
analizom in vitro profila oslobadanja ketoprofena i DDA iz ispitivanih podloga, kroz
sintetske membrane od celulozaacetata.

Komparativo ispitivanje liberacionih profila ketoprofena nije pokazalo statisticki
znacajnu razliku u koli¢ini oslobodene lekovite supstance iz ispitivanih uzoraka. Kada
je kolicina oslobodenog leka predstavljena u zavisnosti od kvadrata vremena, dobijena
je linearna zavisnost bez inicijalnog vremena odlaganja (eng. lag time) (slika 4.1.18.a).
Uprkos izostanku statisticki znacajne razlike (p > 0,05), moZe se uociti trend
poboljsanja oslobadanja ketoprofena iz uzorka S2K, pocevsi od drugog sata ispitivanja,
verovatno usled promene u termodinamickoj aktivnosti leka do koje dolazi nakon
difuzije IPA kroz membranu. Ovo je u skladu sa prethodno izlozenim Cs vrednostima
uzoraka K-serije (tabela 4.1.3). Cinjenica da se ovaj efekat manifestuje tek nakon 2 h
ispitivanja, verovatno je posledica dizajna primenjene VanKel c¢elije, koja je u
potpunosti uronjena u akceptorski medijum, $to onemogucava slobodnu i pravovremenu

evaporaciju [PA sa mesta primene.
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Relativno niske koli¢ine oslobodenog ketoprofena iz svih uzoraka, koje su se
nakon 6 h ispitivanja kretale u opsegu od 8,99 do 12,36 %, verovatno su posledica
slabije rastvorljivosti ketoprofena u fosfathom puferu kao primenjenoj akceptorskoj
fazi, S$to je poznati nedostatak datog ispitivanja, koji se moze resiti dodatkom nekog
surfaktanta (polisorbat 20) ili alkohola (metanol, etanol) u izabrani medijum

(Snorradottir i sar., 2009).
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Slika 4.1.18. Komparativni prikaz liberacionih profila: a) ketoprofena i b) DDA iz
ispitivanih uzoraka, koji prate Higuchi-evu kinetiku oslobadanja.

S druge strane, skrining liberacionih profila DDA ukazao je na statisticki
znacajno vece oslobadanje DDA iz APG podloga u poredenju sa referentnim uzorkom
bez IPA, ali i sa dodatim penetracionim inhenserom — 10 % m/m IPA (slika 4.1.18.b).
Primera radi, iz uzorka sa propilenglikolom (S3DDA) nakon 6 h ispitivanja oslobodeno
je 1,49 = 0,02 mg/cmz, Sto odgovara 26,74 + 0,36 % DDA, a iz referentne podloge
svega 15,10 + 0,74 % (R1DDA), odnosno 15,34 + 0,48 % kod uzorka R2DDA. Ovo je u
saglasnosti sa prethodno izlozenom hipotezom da kombinacija APG-stabilizovane
koloidne strukture i dodatih korastvaraca (u ovoj studiji posebno su se izdvojili IPA i
propilenglikol), predstavlja uspesnu modifikaciju APG podloga kao perspektivnih
nosaca za ove lekovite supstance.

Ukoliko se dobijeni profili oslobadanja razmotre sa aspekta viskoziteta
ispitivanih uzoraka, oslobadanje DDA iz referentnih uzoraka u skladu je sa njihovim
reoloskim ponaSanjem (slika 4.1.11), s obzirom da je generalno prihvaceno da veci

viskozitet nosaca uslovljava sporije oslobadanje leka (Gallagher i sar., 2003).
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Fitovanjem dobijenih profila oslobadanja kroz nekoliko kinetickih modela koji
se potencijalno mogu primeniti na polucvrste sisteme, kao §to su: kinetika nultog reda,
kinetika prvog reda, Higuchi model i Hixon-Crowell model (tabela 4.1.4), primeceno je
da kinetiku oslobadanja ketoprofena i DDA iz ispitivanih podloga najbolje opisuje
Higuchi-eva jednagina sa koeficijentima determinacije R* > 0,99, odnosno da je

oslobadanje lekovite supstance kontrolisano procesom difuzije (Rege i sar., 1998).

Tabela 4.1.4. Kinetika oslobadanja ketoprofena i DDA iz ispitivanih podloga (R?).

Kinetika nultog Kinetika prvog Hixon-Crowell
Higuchi model
reda reda model
Uzorak
Model lekovita supstanca

K DDA K DDA K DDA K DDA

S1 0,9771  0,7529  0,8843  0,7206  0,9991 0,8502 0,9241  0,7337
S2 0,9903 09661 09160 0,8990 09935 0,9985 0,9506 0,9257
S3 0,9612 09772 09063 0,9133 09914 0,9997 0,9276  0,9395
S4 0,9576  0,9745 0,8575  0,9550  0,9965 0,9449 0,8980  0,9639
R1 0,9663 09668 0,8812  0,9070  0,9977 0,9985 0,9160  0,9305
R2 0,9714 09738 0,9009 0,9163 09981 0,9983 0,9299 0,9394

Dominantno oslobadanje lekovitih supstanci prema Higuchi modelu bilo je
oc¢ekivano, s obzirom da je originalna jednacina prilagodena situaciji kada se oCekuje
oslobadanje manje od 60 % leka (Sto je svakako slucaj kod lekova polucvrste
konzistencije) (Bunge, 1998; Neubert i Wohlrab, 1990). S obzirom da se ovakva
kinetika moze javiti i kod formulacija u kojima je lekovita supstanca u potpunosti
rastvorena, i kod onih tipa suspenzije (Arellano i sar., 1998), ovaj podatak nije pruzio
viSe informacija o termodinamickoj aktivnosti inicijalno suspendovanih model lekovitih
supstanci u ispitivane podloge, Sto bi se moglo povezati sa prethodno izloZzenim
rezultatima sprovedene fizickohemijske karakterizacije.

Odstupanje od ove kinetike u sluc¢aju uzorka S4DDA (nesSto veca vrednost R? ide
u prilog kinetici nultog reda), moze se povezati sa rezultatima TGA. Naime, iako je u
datom uzorku voda dominantno distribuirana kao sekundarna (36,66 %), od svih APG
uzoraka D-serije ovo je uzorak sa najizraZenijom vrednosti rezidualne mase (42,03 %).

Prema tome, nakon isparavanja najvece koli¢ine vode, na mestu primene verovatno
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zaostaje film preparata znaCajne supstantivnosti iz kog se nastavlja oslobadanje leka,
¢ime se moZe objasniti uocena ravnotezna brzina oslobadanja DDA (eng. steady-state
release). S druge strane, poznato je da se kinetika nultog reda nekada moze javiti kod
nosaca stabilizovanih lamelarnim ili heksagonalnim fazama (Hosmer i sar, 2011).

In vitro testovi prihvaceni su kao vazan pristup procene kvaliteta razli¢itih
formulacija. Parametri koji se pri tome mogu dobiti, mogu posluziti kao indikatori
kvaliteta za potrebe skrininga slicnih formulacija u procesu odabira zavr$ne formulacije,
pre pristupanja odgovarajué¢im in vivo ispitivanjima. Ipak, tumacenju rezultata dobijenih
in vitro metodama treba pristupiti oprezno, kako bi se izbegla preterana ekstrapolacija,
imajudi u vidu brojne anatomske i fizioloske faktore koji bi mogli ozbiljno uticati na

donete zakljucke (Csoka i sar., 2005).

4.1.8 In vitro ispitivanje citotoksi¢nosti podloga stabilizovanih APG
emulgatorom

Prilikom karakterizacije novih ekscipijenasa ili razvoja novih formulacija,
efekata lekova koji se primenjuju na kozi (Faller i sar., 2002). Iritacija koZe procenjena
je najpre in vitro, primenom tzv. MTT testa citotoksicnosti kao prihva¢enog protokola
za skrining formulacija pre nego $to se pristupi in vivo dermatoloskim ispitivanjima na
humanim dobrovoljcima. Razlog za ukljucivanje testa citotoksicnosti u prvu fazu
eksperimentalnog rada bio je dvojak: (i) da se proceni efekat osnovne formulacije
stabilizovane APG meSanim emulgatorom sastava cetearil glukozid i cetearil alkohol, a
zatim i (i) efekat APG podloga modifikovanih dodatkom tri korastvaraca/potencijalna
penetraciona inhensera. Biomarker pra¢en tokom datog in vitro protokola bio je
redukcija zute tetrazolijum soli (MTT) do ljubiCasto-plavog formazana od strane
razli¢itih enzima dehidrogenaza i drugih supstanci prisutnih u vijabilnim, metabolicki
aktivnim cCelijama (Stockert i sar., 2012). Stoga, prisustvo odredenog iritansa
rezultova¢e srazmernim smanjenjem mitohondrijalne aktivnosti koje se registruje
kolorimetrijski (Gibbs, 2009). Ukoliko se uzme da je prema vazeéim smernicama
(ECVAM Skin Irritation Validation Study — Validation of the EpiSkin™ Test Method,
2009; ECVAM Document on In Vitro Methods for Skin Irritation Testing based on
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Reconstructed Human Epidermis, 2009) definisana grani¢na vrednosti relativne
vijabilnosti ¢elija 50 %, 1 osnovna APG podloga (S1) i podloge sa dodatkom izabranih
korastvaraca (S2 sa IPA, S3 sa propilenglikolom i S4 sa glicerolom) mogu se

klasifikovati kao neiritirajuce (eng. non-irritant).
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Slika 4.1.19. Vijabilnost ¢elija nakon izlaganja primenjenog modela koze 0,25 %, 2,5 %,
odnosno 25 % disperziji ispitivanih podloga.

Moze se re¢i da su neZeljeni efekti prouzrokovani tretmanom uzorcima S1 i S2
bili veoma slabi, tj. da nije zabelezena znacajna promena u vijabilnosti ¢elija (¢elijska
vijabilnost bila je u opsegu od 95,3 % do 106,5 %). Iako je oCekivano da ¢e povecanje
koncentracije primenjenih uzoraka dovesti do srazmernog smanjenja vijabilnosti ¢elija,
takva tendencija nije primeéena. Stavise, u sluéaju uzoraka S1 i S2 zabeleZena je nesto
niza vijabilnost nakon primene 2,5 % disperzije uzorka: 95,9 % 1 96,4 %, za uzorak S1
odnosno S2. Izrazito povoljni efekti ispitivanih uzoraka na ¢elijsku vijabilnost in vitro u
skladu su sa prethodno publikovanim navodima o blagoj prirodi emulgatora iz grupe
alkil poliglukozida (Savic i sar., 2009; Tasic-Kostov i sar., 2011). Ipak, komparativno
dobra podnosljivost APG podloge sa 10 % (m/m) IPA nije bila ofekivana, a moze se
pripisati preovladuju¢em uticaju same podloge. Podloge sa visim koncentracijama

korastvaraca tipa poliola (propilenglikol i glicerol dodati su osnovnoj APG podlozi u
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koncentraciji od 20 % (m/m)), takode su pokazale zadovoljavajuce rezultate. Najniza
vijabilnost ¢elija (59 + 5,7 %), registrovana je nakon primene 25 %-tne disperzije APG
podloge sa 20 % propilenglikola.

Uprkos Cinjenici da ¢elijske modele odlikuju nesto slabije barijerne osobine u
poredenju sa humanom kozom, smatra se da ispitivanje citotoksi¢nosti sprovedeno na
ovakvim trodimenzionalnim modelima na zadovoljavaju¢i nacin oponasa uslove kojima
su ¢elije koze izloZzene in vivo (Wiegand i Hipler, 2009). Ipak, kad god je moguce,
pozeljno je da in vitro ispitivanje iritacionog potencijala bude pra¢eno odgovaraju¢im in

vivo ispitivanjima.

4.1.9 In vivo procena bezbednosnog profila ispitivanih podloga

Konacno, prva faza eksperimentalnog rada zaokruzena je procenom klju¢nih
biofizickih parametara koze nakon primene ispitivanih podloga. Ovakva ispitivanja
moraju biti integralni deo procene dermalne raspozivosti lekova, s obzirom da
eventualni iritacioni potencijal moZe uticati na rezultate ispitivanja, posebno prilikom
sprovodenja vazokonstriktornog testa. Dodatno, uticaj primenjene podloge na
mehanicke osobine koze, a posebno stepen hidratacije stratum corneum-a (SCH), moze
uticati i na permeabilnost kozne barijere (Darlenski i sar., 2009).

Ispitivani uzorci pokazali su generalno zadovoljavaju¢e bezbednosne profile
nakon sprovedene 24-Casovne studije pod okluzijom. Tri sata nakon uklanjanja okluzije
nije bilo statisticki znacajne promene EI, TEGV ili pH vrednosti koze, kao osnovnih
biofizickih parametara koji bi mogli ukazati na iritacioni potencijal podloga in vivo.
Odredeni trend povecanja EI mogao se primetiti jedino u slucaju referentne podloge sa
IPA (uzorak R2), verovatno kao posledica zajednickog uticaja koloidne strukture
stabilizovane konvencionalnim emulgatorima i dodatog korastvaraa. Prema tome,
izostanak ovakvog trenda u sluc¢aju korespondentne APG podloge (uzorak S2) moze se
tumaciti blagom prirodom upotrebljenog APG emulgatora, i u skladu je sa prethodno
diskutovanim rezultatima in vitro ispitivanja citotoksi¢nosti (EIMeshad i Tadros, 2011).
Sto se ti¢e vrednosti TEGV (slika 4.1.20), izvesno povecanje ovog parametra

registrovano je na svim test-mestima, sa izuzetkom onog koji je ostavljen kao
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netretirana kontrola (NK). Prema tome, uoceni trend porasta TEGV dobrim delom treba

pripisati uticaju okluzije koze Parafilmom (Taylor i sar., 2002).
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Slika 4.1.20. Procentne promene TEGV kao biofizickog pokazatelja integriteta koZne barijere.

Sto se ti¢e vrednosti SCH, svi uzorci prouzrokovali su izvesno poveéanje datog
parametra (slika 4.1.21). Doduse, zabelezeno povecanje moze se smatrati statisticki
znacajnim samo u slu¢aju APG podloga sa dodatkom poliola (propilenglikol u S3,
odnosno glicerol u S4), i referentne podloge (p < 0,05). S obzirom da je prisustvo
poliola zajednicki imenitelj ovih uzoraka, uoceno povecanje vlaznosti koze svakako je
posledica njihovih hidrofilnih OH grupa odgovornih za higroskopnost. Dodatno, postoje
hipoteze da glicerol spre¢ava faznu promenu lipida SC iz te¢nokristalnog u cvrsto
stanje, ¢ime se umanjuje gubitak vode iz koZe i unapreduju barijerna svojstva (Fluhr i
sar., 2008). Imajuci u vidu prethodno diskutovane rezultate mikroskopske i reoloske
karakterizacije, ovo se moze dovesti u vezu i sa povec¢anjem konzistencije APG podloga
nakon dodatka ovih poliola, odnosno inherentnom matriks strukturom referentnih
podloga, Sto verovatno doprinosi izraZenijem okluzivnom efektu, pogotovo u slucaju

farmakopejske podloge (prisustvo belog vazelina).
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Slika 4.1.21. Procentne promene SCH kao biofizickog parametra koji moze uticati na
permeabilnost koze.

Najizrazeniji uticaj variranih korastvaraca ocekivan je od podloga sa dodatkom
IPA, s obzirom na mogucnost da ovaj alkohol ekstrahuje fizioloske lipide ili narusi
njihovo pakovanje u kozi, i time potencira isusivanje koze (Hadgraft i Lane, 2005).
Dobijeni rezultati generalno ukazuju na dobru kompatibilnost APG koloidne strtukture

sa kozom, kako osnovne podloge (S1), tako i nakon dodatka izabranih korastvaraca.
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4.2 Rezultati i diskusija II faze eksperimentalnog rada

4.2.1 Razvoj protokola metode sa adhezivnim trakama

Pregledom dostupnih publikacija istrazivackih grupa koje se bave problematikom
in vivo ispitivanja dermalne raspolozivosti lekova, uocena je potreba za razvojem
jednostavne, ali pouzdane i ekonomicne metode koja bi uspesno zamenila skupe i
dugotrajne klinicke studije, a koja bi nasla rutinsku primenu u laboratoriji prosecne
opremljenosti.

Pogodnost predlozenih protokola testirana je na u/v emulzionim sistemima
stabilizovanim APG emulgatorom i opisanim u prvoj fazi eksperimentalnog rada, uz
DDA kao model lekovitu supstancu.

Nezavisno od variranih procesnih parametara, primenjen je slede¢i nacin

izraCunavanja penetracionih profila leka:

Na osnovu izmerenih masa adhezivnih traka pre (m;) i posle primene (m;)

izraCunata je koli¢ina uklonjenog sloja SC:

m=my;-m (6)

Primenom jednacine 7, masa uklonjenih korneocita (nug) prevodi se u debljinu

uklonjenog sloja SC, x (um):
x=m/P-p 7
pri demu je P povriina adhezivne trake izrazena u um? a p prihvaéena aproksimacija
gustine stratum corneum-a (p = 10° pg/um’) (Hathout i sar., 2011).
lako se primenom 12 adhezivnih traka ne moZe ukloniti kompletan SC, prividna

debljina SC, L, moze se izracunati na osnovu prvog Fikovog zakona:

TEGV,=D+K+AC/L (8)
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gde je TEGYV) bazalna vrednost TEGV, D difuzioni koeficijent vode, K predstavlja SC-
vijabilno tkivo particioni koeficijent vode, AC koncentracioni gradijent vode, a L
debljina kompletnog SC. Prikazana jednacina 8 zasniva se na hipotezi da SC predstavlja
homogenu barijeru za difuziju vode, i Cinjenici da je TEGV biofizicki parametar koji
najbolje opisuje barijernu funkciju koze koja pociva na epidermisu, odnosno njegovom
povrsSinskom sloju, SC (Darlenski i sar., 2009).

Cim se primenom adhezivnih traka ukloni sloj SC odredene debljine (x),
vrednost TEGV raste prema jednacini 9. Kada se vrednost TEGV poveca 4-5 puta u
odnosu na izmerenu bazalnu vrednost, smatra se da je dovoljno informacija dobijeno za

pouzdano izracunavanje parametra L (Russel i Guy, 2009).

TEGVx =D *K*AC/L-x )
Prema tome, zavisnost recipro¢ne vrednosti izmerenog TEGV i debljine

uklonjenog SC, x, moze se jasnije uociti transformacijom prethodne jednacine u

jednacinu 10 i odgovaraju¢im grafickim prikazom (slika 4.2.1):

VTEGVx =L/D *K*AC—(1/D+K+AC) *x (10)

0 T T T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

Kumulativna debljina uklonjenog SC, x

Slika 4.2.1. Graficki prikaz izraCunavanja debljine celokupnog SC linearnom regresijom
zavisnosti recipro¢ne vrednosti TEGV od kumulativne debljine uklonjenog SC.

Linearnom regresijom prikazanih rezultata moZe se uz zadovoljavajuéi

koeficijent determinacije (R?), odnosno koeficijent korelacije R > 0,99, izraCunati
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ukupna debljina SC, L. Pri vrednosti I/TEGV = 0 proizilazi da je x = L (odsecak na x-
osi). Izracunavanjem koli¢nika debljine uklonjenih slojeva SC (x;) i dobijene ukupne
debljine SC, L, dobija se takozvana normalizovana (standardizovana) vrednost
debljine uklonjenog sloja SC (x/L). Imajuc¢i u vidu da debljina intaktnog SC volarne
strane podlaktica moze varirati od 5 do 20 um kod zdravih osoba (Au i sar., 2010), ovim
putem omogucéeno je poredenje rezultata dobijenih na razliCitim ispitanicima, u cilju

umanjenja uticaja inter-, ali i intra-individualnih varijacija.

Rezultati dobijeni opisanom UPLC-MS metodom dobijaju se u vidu
koncentracije lekovite supstance (pug leka po ml eluata) i moraju se korigovati
zapreminom primenjenog rastvaraca (5 ml etanola) i podeliti povrS§inom primenjene
adhezivne trake kako bi se konac¢no izrazili u vidu srednje vrednosti kumulativne
koli¢ine penetriranog leka (u pg/cm?).

Kona¢no, obradeni rezultati se graficki mogu prikazati kao zavisnost

penetriranog leka od relativne (standardizovane) debljine uklonjenog sloja SC (x/L).

U fazi razvoja TS metode, varirani su odredeni procesni parametri u fazi

primene uzoraka i u fazi ekstrakcije lekovite supstance sa primenjenih traka.

Ispitivanje pogodnosti primene D-squame i Transpore adhezivnih traka:

Penetracioni profili (predstavljeni kao kolicina DDA po jedinici povrSine
tretiranog SC) dobijeni primenom obe vrste traka pokazuju ocekivani trend opadanja
koli¢ina DDA kako se ide ka dubljim slojevima kozne barijere (slika 4.2.2). Medutim,
uocena je statisticki znacajna razlika (Kruskal-Wallis test, p < 0,05) u koli¢cinama DDA
ekstrahovanim primenom razli¢itih vrsta traka. Naime, znacajno vece kolicine DDA

dobijene su primenom D-squame traka (slika 4.2.3).
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Slika 4.2.2. Penetracioni profil DDA dobijen primenom: a) D-Squame” traka, odnosno b)
primenom Transpore™ traka.
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Slika 4.2.3. Komparativni prikaz penetracionih profila DDA primenom ispitivanih traka (n=6,
srednja vrednost + SD)

Merenjem TEGV uoceno je da se vrednost ovog biofizickog parametra povecava
sa uklanjanjem veceg broja traka, Sto govori o sukcesivnom naruSavanju integriteta
kozne barijere, odnosno dodatni je pokazatelj efikasnosti primenjenih adhezivnih traka.
Na slici 4.2.4. prikazana je prosec¢na vrednost TEGV svih 6 ispitanika, inicijalno i nakon
uklanjanja navedenog broja traka. Moze se uogiti da primena D-squame” traka
uslovljava vise vrednosti TEGV, §to se moze povezati sa ¢injenicom da je komparativna
gravimetrijska analiza traka pokazala da se ovim trakama uklanjaju deblji slojevi SC u

. ™
poredenju sa Transpore — trakama.
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Slika 4.2.4. Komparativni prikaz efikasnosti poredenih adhezivnih traka - TEGV kao parametar
naruSavanja integriteta SC: 0 - bazalna vrednost, nakon 4., 8. i 12. uklonjene trake (n=6; = SD).

Razlic¢ite koli¢ine DDA ekstrahovane iz D-Squame® i Transpore™ traka mogu
se objasniti razli¢itom ja¢inom adheziva, kojim se, stoga, uklanjaju slojevi SC razlicite
debljine. S druge strane, ¢injenica da je Transpore™™ traka dostupna u vidu rolne koja se
pre primene sece na Zeljene dimenzije komplikuje manipulaciju tokom rada, dovodi u
pitanje ujednacenost povrSina iseCenih traka, preciznost podataka dobijenih merenjem
traka, kao 1 moguénost kontaminacije traka korneocitima istrazivaca prilikom secenja
traka. Iz navedenih razloga, u narednim ispitivanjima koris¢ene su D-Squame® trake, s
obzirom da su izlozeni rezultati pokazali da ih odlikuju bolja adhezivna svojstva,
jednostavnost primene, manja mogucénost kontaminacije tokom rada, definisana

povrsina traka, a time i ve¢a pouzdanost dobijenih rezultata.

Ispitivanje protokola ekstrakcije

U cilju pouzdanog odredivanja lekovite supstance pogodnom analitickom
metodom, uocen je poseban znacaj definisanja preciznog protokola ekstrakcije lekovite
supstance sa traka, s obzirom da proces odredivanja moze biti podloZan razli¢itim
interferencijama poreklom od adheziva primenjene trake i/ili proteina uklonjenog SC.
Varirano je nekoliko procesnih parametara sa ciljem da se definiSe efikasan, ali i
racionalan protokol ekstrakcije. 1z nekoliko testiranih kombinacija vremena sonifikacije

(5-15 min) i ukljucivanja koraka centrifugiranja eluata (5 min pri 4000 obrt/min),

101



izdvojene su dve, u daljem tekstu oznacene kao Protokol I (15 min izlaganja eluata
ultrazvuku) i Protoko! 2 (15 min sonifikacije 1 5 min centrifugiranja).

Penetracioni profili variranih protokola ekstrakcije predstavljeni su kao koli¢ina
DDA po jedinici povrsine tretiranog SC. Kao §to je i ocekivano, sadrzaj DDA najvedi je
u eluatima dobijenim ekstrakcijom povrSinskih slojeva SC, kod oba seta
eksperimentalnih uslova. Ipak, penetracioni profil dobijen Protokolom 1, pokazuje
znacajnu nehomogenost i malu razliku u sadrzaju DDA od povrsinskih do dubljih
slojeva SC (slika 4.2.5.a). S druge strane, primenom eksperimentalnih uslova oznac¢enih
kao Protokol 2 (ukljucuje korak centrifugiranja eluata), dobijen je penetracioni profil
(slika 4.2.5.b), koji je u skladu sa komparabilnim profilima ve¢ objavljenih studija, i

samom prirodom SC kao osnovne barijere za perkutanu resorpciju lekova.

2) E Pookol 1 D) B Protokol 2

——

2 2

4

Broj trake
Broj trake

10
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Q (ug/em?) Q (ug/em’)

Slika 4.2.5. Penetracioni profil DDA dobijen: a) Protokolom ekstrakcije 1, odnosno b)
Protokolom 2.

Razlika u dobijenim profilima (slika 4.2.6) moze se dovesti u vezu sa znac¢ajem
centrifugiranja eluata kao izostavljenog koraka tokom postupka ekstrakcije lekovite
supstance iz traka opisanog kao Protokol 1, i sedimentiranja proteinske frakcije
(fragmenata korneocita), koja ocigledno, u datoj koncentraciji, znacajno interferira
tokom odredivanja koli¢ine lekovite supstance primenjenom analitiCkom metodom. Ne
treba zanemariti ni znacaj sonifikacije traka, kojim se obezbeduje brza i efikasna
ekstrakcija u relativno ekonomi¢nom medijumu (etanol, 70% V/V). Ovaj korak
protokola doprineo je znac¢ajnom skracenju trajanja celokupnog ispitivanja, s obzirom
da su protokoli primenjivani od strane odredenih istrazivaca ukljucivali faze ekstrakcije

u trajanju od ¢ak 16 h, u rastvara¢ima poput acetonitrila (Puglia i sar., 2010).

102



18 _ —— Protokol 1
—O— Protokol 2

Q (ug/cm?)

0 y T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Broj trake

Slika 4.2.6. Komparativan prikaz profila DDA dobijenih primenom variranih protokola
ekstrakcije.

Kako je pokazano da se Protokolom 2 dobijaju Cistiji eluati, a time i pouzdaniji i
precizniji rezultati za dalje ispitivanje, koris¢en je taj set eksperimentalnih uslova u
narednoj fazi, za ispitivanje dermalne raspolozivosti aktivnih uzoraka iz prve faze
eksperimentalnog rada.

Takode, prikazani rezultati ukazuju da se TS metoda predlozenog protokola
moze Kkoristiti za ispitivanje hidrofilnih kremova, kao farmaceutskih oblika realno
kompleksne strukture. Centrifugiranje eluata treba ukljuciti tokom postupka ekstrakcije
lekovite supstance iz traka, radi sedimentiranja proteinske frakcije, koja ocigledno

znacajno interferira tokom odredivanja koncentracije leka datom analitickom metodom.

4.2.2 Ispitivanje potencijala primene metode sa adhezivnim trakama
razvijenog protokola

Na osnovu dobijenih rezultata, u narednim ispitivanjima primenjena je metoda sa
adhezivnim trakama pracena Protokolom ekstrakcije 2 (kombinacija sonifikacije i
centrifugiranja traka u etanolu, 70% V/V kao pogodnom rastvaracu), za ispitivanje
penetracionih profila uzoraka opisanih u okviru prve faze eksperimentalnog rada sa
DDA i K kao model lekovitim supstancama. Na taj nacin procenice se da li je metoda

dovoljno diskriminatorna da ukaze na razlike u efikasnosti uzoraka istog
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FAZA [: Nano&enje i uklanjanje traka

S

kartonsli/plastifnd $ablon bazalna merenja TEGY nanos enje uroraka vreme ekspozicije
Saka na test mestz (ThraTINA)

B

sukecsivne uldanjanje traka uz pamena pinects

komtrelna merenja TEGV
nekon 4., 8.1 12, trake

uhiformtd pritisas ra trake

FAZA II: Ekstrakcija lekovite supstance

N

Zmetrena traka se prenosi u kvetn sonifikacija treka (15 min) ) CEII'IIIEI.IQIE.‘I]E ﬁak,a Eluaﬁ se{':m-ajuu Latj,rnre:m'm
=a Fml atanala (70 % v/v) ¥ minnna 4000 obrt/min bivetame do edredivana

FAZA III: Odredivanje lekovile supslance odgovarajuCom UHPLC/MS/MS welodom

Slika 4.2.7. Dijagram toka metode sa adhezivnim trakama predlozenog protokola.
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tipa/farmaceutskog oblika (hidrofilni kremovi), koji se razlikuju u koloidnim
strukturama (APG vs. referentni uzorci) ili variranim korastvara¢ima (izopropanol,
propilenglikol i glicerol). Vizuelni prikaz sprovedene metode dat je na slici 4.2.7.
Stepen isporuke ketoprofena iz primenjene podloge u SC znacajno je veci iz svih
APG uzoraka u poredenju sa referentnim. S obzirom da izmedu ispitivanih APG
uzoraka nije bilo statisticke razlike u dobijenim penetracionim profilima, na slici 4.2.8.
su zbog bolje preglednosti prikazani profili model i referentnih podloga sa i bez dodatka
IPA. Uocena razlika u dermalnoj raspolozivosti ketoprofena iz APG uzoraka u
poredenju sa referentnim moze se objasniti ofiglednim uticajem sastava podloge, tj.
specificnostima koloidne strukture ispitanih uzoraka na koje je ukazala prva faza
eksperimentalnog rada. Ipak, prikazani penetracioni profili se ne mogu lako dovesti u
vezu sa dobijenim Cs vrednostima. S obzirom da je jedna od prednosti in vivo studija ta
da se sprovode u uslovima koji oslikavaju realne uslove primene, ne smeju se
zanemariti promene u sastavu uzorka koje mogu nastati u periodu izmedu nanosenja
uzorka 1 zapoc€injanja ispitivanja. U slucaju uzoraka sa lako isparljivim komponentama,
njihovo isparavanje sa koze moglo bi dovesti do superzasi¢enja/supersaturacije leka, i
sledstvene promene termodinamicke aktivnosti (Hadgraft i Lane, 2005). lako se ovaj
fenomen mogao ocekivati u sluc¢aju uzorka S2K, dodata koli¢ina IPA (10 % m/m)
ocigledno nije bila dovoljna da razlika izmedu penetracionih profila APG uzorka bez

(S1K) i sa IPA (S2K) bude statisticki znacajna.

a) ] ® SIK
8 1 I e S2K

: J O RIK

7 o R2K

Q (uglcm?)

%%@%%hi ¥R

1:1@2@1{) B0

T T 1 T 1 T T T T T 1
-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Relativna dubina SC (x/L)

Slika 4.2.8. (legenda na sledecoj strani)
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Slika 4.2.8. Penetracioni profili ketoprofena iz model i referentnih podloga kao odraz uticaja
koloidne prirode primenjene podloge na dermalnu raspolozivost leka in vivo: a) komparativni
prikaz penetracionih profila ketoprofena kroz SC (srednja vrednost + SD, n = 6); Koncentracija
ketoprofena (ug/cm®) u razli¢itim slojevima koze: b) S1K vs. R1K, i ¢) S2K vs. R2K.

Generalno je prihvaceno da je uklanjanje debljih slojeva SC adhezivnim trakama
znak slabije kohezivnosti ¢elija SC (Darlenski i sar., 2009). Nasuprot ocekivanom, ovo
nije bio slucaj sa uzorcima sa dodatkom IPA, s obzirom da su sa test-mesta tretiranih
uzorkom S2K uklanjani nesto tanji slojevi korneocita (izracunato jednacinom 7) u
poredenju sa uzorkom S1K, narocito kada je rec¢ o prve tri adhezivne trake. Nakon 2 h
izloZenosti koze uzorcima, koncentracije leka ekstrahovane sa poslednje 12. trake bile
su 0,78 + 0,40 pg/cm’ u slucaju uzorka S1K, odnosno 0,83 + 0,28 pg/cm” za uzorak
S2K.

U slucaju DDA kao model lekovite supstance, zavisnost kumulativne koli¢ine
penetriranog leka od dostignute relativne dubine SC iz ispitivanih uzoraka prikazana je
na slici 4.2.9. Statistickom analizom potvrdeno je da je u slucaju ove model lekovite
supstance dodatak IPA u APG-stabilizovane podloge doveo do znacajnog povecanja
penetracije leka u poredenju sa drugim model i referentnim uzorcima. Formulacija
S2DDA rezultovala je u ve¢im nivoima leka u svim slojevima SC (npr. 3,19 i 0,83
ug/cm2 DDA ekstrahovano je iz poslednje 12. trake u slucaju uzorka S2DDA, odnosno
SIDDA), sto ukazuje da IPA kao penetracioni inhenser, zajedno sa specificnom
koloidnom strukturom podloga stabilizovanih APG emulgatorom, dovodi do povecanja
stepena isporuke DDA kao model lekovite supstance. Ipak, isto se ne moze reéi i za
brzinu penetracije DDA, s obzirom da je APG uzorak bez IPA (SIDDA) uslovio dublju

penetraciju model leka.
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Slika 4.2.9. In vivo dermalna raspoloZivost DDA procenjena primenom TS metode
predstavljena kao zavisnost kumulativne koli¢ine penetriranog leka (ng/cm?) i relativne dubine
SC; izrazena kao srednja vrednost = SD, n = 6.

Imajuéi u vidu prethodno izlozene rezultate uzoraka sa ketoprofenom kao model
lekovitom supstancom, naizgled male razlike u dobijenim penetracionim profilima
DDA iz razli¢itih uzoraka ne treba tumaciti eventualnom slaboS¢u same metode da
ukaze na suptilne razlike medu uzorcima, ve¢ u inherentnim karakteristikama DDA kao
primenjene model lekovite supstance. Naime, dietilamin (DA") so diklofenaka (D")
nekada se opisuje kao haotropna/kaotropna (eng. chaotropic) supstanca, tj. ona koja
aktivno interaguje sa formiranim strukturama unutar emulzionog sistema (Yariv i sar.,
2010), Sto moze imati znacajan uticaj na tecnokristalne mezofaze u slucaju ispitivanih
APG podloga. S obzirom da molekuli poput DDA imaju tendenciju da se infiltriraju u
medusloju i interaguju sa polarnim ostacima lipida, ovakve lek-podloga interakcije
nekada mogu usporiti njihovu isporuku. Time se moze objasniti slican stepen
penetracije DDA iz referentnih i ve¢ine APG uzoraka. Medutim, dodatak IPA kao
penetracionog inhensera u APG-stabilizovanu podlogu uspeo je da osigura poboljsanu
penetraciju leka in vivo. Ovo se moze dovesti u vezu sa sposobnos¢éu IPA da uti¢e na
’pakovanje’ molekula surfaktanta u medusloju, §to je prethodno uoceno prilikom

mikroskopske analize uzoraka.
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4.2.3 Komparativno in vitro/ex vivo ispitivanje permeacionih profila
primenom Franz-ovih difuzionih ¢elija

U cilju objektivnog sagledavanja rezultata dobijenih prethodnom in vivo
metodom, sprovedena su odgovarajuca ispitivanja primenom Franz-ovih difuzionih
¢elija kao preporucenom metodom za ispitivanje permeacije lekova polucvrste
konzistencije koji se primenjuju na kozi.

Kao §to je bilo ocekivano, primena ASC kao model membrana za Franz-ove
difuzione ¢elije rezultovala je znacajno visim nivoima obe model lekovite supstance, u
poredenju sa izolovanim humanim SC (iSC). Stavie, u pojedinim slu¢ajevima
primenom ASC zabelezena je 3-4 puta veca permeacija u poredenju sa odgovaraju¢im
rezultatima nakon primene iSC. Ovo je poznati nedostatak ASC, s obzirom da ovi
konstrukti relativno lako podlezu hiperhidrataciji tokom samog eksperimenta
(Levintova i sar., 2011).

In vitro ispitivanje permeacionih profila ketoprofena kroz ASC (slika 4.2.10) nije
uspelo da ukaze na znacajnu razliku u efikasnosti osnovnog APG uzorka (S1K) i
odgovarajuceg uzorka sa IPA (S2K). S druge strane, iako uzorak sa dodatkom
propilenglikola (S3K) odlikuje nesto nizi profil permeacije, uocena razlika nije

statisticki znacajna (p = 0,913).
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Slika 4.2.10. Kumulativna koli¢ina ketoprofena koji je permeirao kroz ASC po jedinici
povrsine, u funkciji vremena (srednja vrednost = SD, n = 6).
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Kao sto je bilo oc¢ekivano, kolic¢ina leka koji je permeirao kroz ASC bila je skoro
dvostruko vec¢a od one dobijene studijom permeacije kroz izolovani humani SC. Iz tog
razloga, u cilju objektivnijeg poredenja, komparirani su odgovaraju¢i koeficijenti
permeacije. Moze se re¢i da su vrednosti ovog parametra za uzorke S1K i S2K bili u
saglasnosti: 7,91 = 0,78 1 7,52 £ 0,18 za ASC kao model membranu, odnosno 6,13 +
1,721 8,24 + 1,24 ['10'6 cm/s], u slucaju izolovanog humanog SC. Kako se izolovani
humani SC ipak smatra bioloski relevantnijim modelom, uoceni trend poboljSanja
permeacije leka iz uzorka S2K moze se objasniti uticajem isparavanja IPA na
termodinamicku aktivnost leka prilikom duze primene (poboljSanje se moze uociti
poc¢ev od 8. sata ispitivanja). Ovo se moze dovesti u vezu sa izraCunatim Cs
vrednostima datih uzoraka, s obzirom da je Cs ketoprofena u APG-podlozi sa IPA
(Cssok = 5,05 - 10" g/ml) trostruko veéi od odgovarajuéeg uzorka bez ovog

korastvaraca (Cssix = 1,66 - 10 g/ml).
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Slika 4.2.11. Kumulativna koli¢ina ketoprofena koji je permeirao kroz izolovani SC po jedinici
povrsine, u funkciji vremena (srednja vrednost = SD, n = 4).

U literaturi postoje podaci da pri duzem vremenu ispitivanja permeacije (t > 9 h)
sistema stabilizovanih fazama lamelarnih te¢nih kristala, moze do¢i do tranzicije
lamelarne u odgovaraju¢u heksagonalnu fazu usled apsorpcije vode iz akceptorskog

medijuma (Hosmer i sar., 2011). [ako se upravo od 8. Casa ispitivanja uocava odredena
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razlika u profilima permeacije ketoprofena kroz iSC, malo je verovatno da se ovaj

fenomen dogodio samo u slucaju jednog APG uzorka.

Tabela 4.2.1. Parametri dobijeni in vitro ispitivanjem permeacije ketoprofena kroz razlicite
membrane: vestacki konstrukti koze (ASC) i humani SC izolovan primenom enzima.

Parametri permeacije kroz
Parametri permeacije kroz ASC
izolovani SC

Uzorak Koeficijent Koeficijent
ermeacije Ly permeacije Ly
10f fem’s+SD ' C cm”+SD 10°/en?s+SD e’ & SD
S1K 7,91 +£0,78 507,52 + 49,79 6,13+1,72 258,81 +75,92
S2K 7,52+0,18 497,17 + 25,80 824+1,24 334,26 + 56,24
S3K 7,35+1,05 462,85 £ 61,87

“ Koli¢ina ketoprofena koja je permeirala kroz ASC (n = 6) i izolovani SC (n = 4) nakon 30 h; srednja
vrednost £ SD.

Imajuéi u vidu rezultate dobijene in vivo primenom razvijene TS metode, moze se
rec¢i da su u korelaciji sa rezultatima in vitro/ex vivo ispitivanja. Naime, metode nisu
ukazale na statisticki znacajnu razliku izmedu raspolozivosti ketoprofena iz ispitivanih
APG uzoraka. Trend poboljsanja penetracije ketoprofena iz APG uzorka sa IPA (S2K)
koji je zabelezen ex vivo pristupom nakon 8. sata ispitivanja svakako nije mogao biti
registrovan TS metodom, s obzirom da je dizajnom studije predvideno da koza

ispitanika bude 2 h u kontaktu sa uzorcima.

I u slucaju DDA kao model lekovite supstance, primena ASC rezultovala je
znacajno viSim kumulativnim koli¢inama permeiranog leka u poredenju sa izolovanim
SC. StaviSe, u slu¢aju uzorka SIDDA, &etvorostruko veéa permeacija je zabeleZzena
(tabela 4.2.2). Permeaciona studija kroz ASC (slika 4.2.12) ukazala je na neSto nizi
stepen permeacije DDA iz APG podloge sa propilenglikolom (S3DDA), dok se
permeacioni profili koji poticu od uzoraka SIDDA i S2DDA skoro preklapaju (p >
0,05).
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Slika 4.2.12. Uporedni prikaz permeacionih profila DDA iz model APG podloga u cilju procene
uticaja IPA 1 PG kao potencijalnih inhensera in vitro kroz vestacke konstrukte koze (ASC).
Podaci su prikazani kao srednje vrednosti n = 6 ponavljanja + SD.

Nasuprot tome, ispitivanje permeacije kroz izolovani SC kao membranu uspelo je
da ukaZze na razlike izmedu APG uzoraka sa (S2DDA) i bez dodatka IPA (SIDDA), sto
navodi na zakljucak da tokom in vitro ispitivanja, kad god je moguce, treba koristiti
znacajnosti p > 0,05 nekada mogu prihvatiti kao znacajni kada je re¢ o tzv. ex vivo
studijama usled velike inherentne varijabilnosti (Lau i sar., 2010), u ovom slucaju
zabelezeno povecanje permeabilnosti DDA pocevsi od 13. sata eksperimenta (slika
4.2.13), ne moZe se smatrati statistiCki znacajnim. Medutim, slicno prethodno izlozenim
rezultatima kod ketoprofena kao model lekovite supstance, dobijeni koeficijenti
permeacije: 6,87 + 3,391 12,64 + 3,57 10°/ cm?® s, za SIDDA odnosno S2DDA, govore
da se od APG-stabilizovane podloge sa IPA moze ocekivati poboljSana permeacija

lekovitih supstanci, tokom duze primene.
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Slika 4.2.13. Uporedni prikaz permeacionih profila DDA iz model APG podloga sa i bez
dodatka IPA ex vivo kroz izolovani humani stratum corneum (iSC). Podaci su prikazani kao
srednje vrednosti n = 4 ponavljanja + SD.

Tabela 4.2.2. Parametri dobijeni in vitro ispitivanjem permeacije DDA kroz razli¢ite membrane:
vestacki konstrukti koze (ASC) i humani SC izolovan primenom enzima.

Parametri permeacije kroz
Parametri permeacije kroz ASC
izolovani SC

Koeficijent
Uzorak Koeficijent " . .
. O>sn permeacije (0
permeacije i I e s 5 5 o
cm cm’ s cm
10°/em?s£SD ' © He
SD
S1DDA 20,57 +3,86 477,89 + 49,46 6,87 +3,39 119,41 +£47,26
S2DDA 21,79+ 1,76 482,16 + 68,42 12,64 + 3,57 182,81 £ 50,29

S3DDA 20,16 1,84 440,83 + 64,18

“ Koli¢ina DDA koja je permeirala kroz ASC (n = 6) i izolovani SC (n = 4) nakon 28 h; srednja vrednost
+ SD.

Korelaciona analiza permeacionih profila ketoprofena dobijenih primenom Franz-
ovih difuzionih celija kroz dva razlicita tipa membrane, ukazala je da njihov odnos
najbolje opisuje matematicki model prikazan na slici 4.2.14, uz veoma visoki
koeficijent determinacije (R* > 0,99). Iako su Watkinson i sar. (2011) &ak uspeli da
ukazu na postojanje linearne korelacije izmedu rezultata permeacije ibuprofena kroz

odredene sintetske i bioloSke membrane (silikonske membrane i koza pune debljine
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dobijena nakon estetske hirurgije), opisana studija je sprovedena na jednostavnim
binarmim i ternarim sistemima. Budu¢i da su u ovom radu ispitivani uzorci realno
kompleksne strukture, gde svaki od sastojaka potencijalno moze doprineti isporuci leka

kroz kozu, nije bilo realno ocekivati da linearna regresiona analiza bude zadovoljena.

50 # 1 *  y=0,0008x+0,1203 x - 3,5512
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Slika 4.2.14. Korelacija in vitro (ASC) i ex vivo (iSC) permeacionih profila dobijenih primenom
Franz-ovih difuzionih ¢elija.

Imaju¢i u vidu informacije koje je pruzilo in vivo ispitivanje metodom sa
adhezivnim trakama, moze se reci da je razvijena TS metoda dovoljno diskriminatorna
da ukaze na razlike u dermalnoj raspolozivosti model lekovitih supstanci. Uporedom
analizom in vitro, ex vivo i in vivo pristupa, jasno se vidi da se primenom bioloski
membrana vodenom medijumu tokom in vitro/ex vivo studija (protokol od 28-30 h)
moze da promeni karakteristike membrane i uti¢e na rezultate permeacije (Dias i sar.,
2007), TS tehnika poseduje ocigledne prednosti kao in vivo metoda Ciji se protokol
zasniva na realnim uslovima primene lekova. lako su sprovedene in vitro/ex vivo
metode koncipirane tako da, uslovno receno, pruzaju podatke o permeaciji lekova kroz
kozu, a TS tehnika o penetraciji, tj. distribuciji leka kroz slojeve SC, dodatna vrednost
TS metode lezi u moguénosti njene primene in vitro, nakon studija permeacije, sa ciljem
dobijanja sveobuhvatnih rezultata. Ovo moze biti posebno od znacaja u slucaju izrazito

lipofilnih lekova. Iako se ovo svojstvo lekovite supstance smatra neophodnim za
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efikasnu penetraciju kroz kozu, lekovite supstance izrazene lipofilnosti (poput
ketoprofena, logP = 3,12) u znacajnoj meri ostaju u SC, a u maloj meri penetriraju do
vijabilnog tkiva (Hosmer i sar., 2011). U tom slucaju metoda sa adhezivnim trakama
mogla bi dati laZzno pozitivne rezultate, odnosno pozeljno je simultano primeniti

odgovarajuc¢u permeacionu i penetracionu studiju.
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4.3 Rezultati i diskusija 111 faze eksperimentalnog rada

4.3.1 Fizickohemijska karakterizacija model i referentnih uzoraka sa
hidrokortizonom (HC) kao model lekovitom supstancom

U cilju boljeg razumevanja farmakodinamskog i dermatofarmakokinetskog
odgovora uzoraka sa HC, najpre je sprovedena njihova osnovna fizickohemijska
karakterizacija. Polarizacione mikrografije uzoraka sa HC snimljene su u cilju skrininga
eventualnih interakcija model lekovite supstance sa osnovnom strukturom emulzionih
sistema stabilizovanih Se¢ernim emulgatorom, ali i1 radi deskriptivne procene
sposobnosti ispitivanih podloga da rastvore inicijalno suspendovani lek. Na slici 4.3.1
prikazane su mikrografije APG i odgovarajucih referentnih uzoraka sa HC, 7 dana
nakon izrade. Kao i u slucaju ketoprofena i DDA kao model lekovitih supstanci, APG
uzorci sa HC takode su stabilizovani strukturama tipa lamelarnih te¢nih kristala, koji se
najjasnije manifestuju u vidu deformisanih Malteskih krstova (Slika 4.3.1.a—d).

Uzorak sa dodatkom propilenglikola, kao tradicionalno najceS¢e koris¢enog
korastvaraca za kortikosteroide, pokazao je najbolje rastvaranje inicijalno
suspendovanog HC. Mikrografije ostalih uzoraka stabilizovanih APG emulgatorom
ukazale su na interesantnu distribuciju leka. U slu¢aju osnovnog APG uzorka (S1HC) i
uzorka sa dodatkom glicerola (S4HC), kristali nerastvorenog leka su vidljivi u vecoj
meri. Nasuprot tome, i suprotno nasoj inicijalnoj hipotezi, moze se re¢i da kristali HC
dominiraju mikrografijama uzorka sa IPA (S2HC). Medutim, kristali leka nisu
homogeno dispergovani u uzorku (kao $to je slucaj sa referentnim uzorcima, slika
4.3.1.e-f), ve¢ prevashodno skoncentrisani u kapima nepravilnog oblika. S obzirom da
je postupak suspendovanja lekovite supstance pazljivo sproveden, ovo se ne moze
pripisati nezadovoljavaju¢oj homogenosti uzorka. Ispitivanja u okviru prve faze
eksperimentalnog rada ukazala su da se sli¢ne cilindri¢ne strukture obrazuju kao rezultat
infiltracije izopropanola u medusloju, usled toga Sto se IPA dodaje u pripremljeni
emulzioni sistem nakon hladenja. Iz tog razloga, u slucaju uzorka S2HC ¢ini se da je
suspendovana lekovita supstanca delimi¢no skoncentrisana u kapima IPA, a delimi¢no
solubilizovana razli¢itim strukturama poreklom od ispitivanog APG emulgatora (takode
primetno kod uzoraka SIHC i S4HC). Prema tome, u slucaju HC kao jedine model

lekovite supstance koriS¢ene u eksperimentalnom radu koju ne odlikuje mezogena

115



priroda, ipak dolazi do odredenih interakcija sa APG podlogom. Naime, lek je
znacajnim delom solubilizovan razli¢itim strukturama obrazovanim posredstvom
Secernog emulgatora, zahvaljujuéi solubilizacionom kapacitetu obrazovanih lamelarnih
struktura. Ipak, precizniji uvid u rastvorljivost HC u ispitivanim podlogama jedino

mogu pruziti odgovarajuée Cs vrednosti.

e) f)

Slika 4.3.1. Reprezentativne polarizacione mikrografije uzoraka sa HC 7 dana nakon izrade:
a) SIHC, 400x%; b) S2HC, 200x%; ¢) S3HC, 200x%; d) S4HC, 400x%; e) RIHC, 200%; i f) R2HC,
200x.
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I u slu¢aju uzoraka H-serije, vrednosti pH i elektri¢ne provodljivosti potvrdile su
pogodnost primene ispitivanih podloga kao nosaca za razlicite lekove namenjene za
primenu na kozi. Izmerene pH vrednosti uzoraka stabilizovanih APG emulgatorom bile
su u opsegu od 4,84 do 5,35, a elektriéne provodljivosti od 8,05 do 14,53 uS/cm.
Nasuprot tome, referentni uzorci okarakterisani su ne$to nizim vrednostima ovih
parametara: pH 4,30 i 4,51, elektriéna provodljivost: 5,19 i 5,40 uS/cm, za uzorak
R1HC, odnosno R2HC. Ovo je ocigledan uticaj sastava referentne podloge, pre svega
velikog udela belog vazelina (25 % m/m), a nizeg udela vode (oko 50 % m/m u uzorku
R1HC, odnosno oko 40 % m/m u R2HC). Prilikom kontrolnih merenja nisu uocene
znacajne promene vrednosti pH i elektricne provodljivosti, §to je pokazatelj
zadovoljavajuée fizickohemijske stabilnosti uzoraka sa HC.

Za ispitivane uzorke odredene su sledece Cs vrednosti: 2,15; 1,60; 2,70; 2,20;
1,75; i 1,80 (x 10 g/ml), za uzorke SIHC, S2HC, S3HC, S4HC, RIHC i R2HC,
redom. Medutim, mikroskopska analiza je ukazala da su svi uzorci sa HC i dalje tipa
suspenzije, odnosno da dodatak variranih korastvaraca/ potencijalnih penetracionih
inhensera nije bio dovoljan da znacajno uti¢e na njihovu termodinamicku aktivnost, kao
osnovnu pokretacku snagu za difuziju leka iz nosaca (Mitriaikina 1 Miiller-Goymann,
2009; Moser i sar., 2001). U svakom slucaju, uporedna analiza dobijenih Cs vrednosti
za razli¢ite podloge ukazuje da se termodinamicka aktivnost HC moze modifikovati
izborom optimalnog korastvaraca, S§to je od posebnog znacaja prilikom izrade
magistralnih lekova sa kortikosteroidima u obliku kremova.

Usled relativno male koncentracije HC u uzorcima (uobicajena terapijska
koncentracija od 1 % m/m), nije oc¢ekivano da ¢e rezultati termalne analize (DSC i
TGA) biti u moguénosti da pruze vise podataka o specificnom inkorporiranju ove model
lekovite supstance u podloge stabilizovane APG emulgatorom. U prilog ovome govore i
DSC termogrami prikazani na slici 4.3.2, na kojima se vidi da su krive zadrzale uocene
specificnosti koje poticu od koloidnih struktura osnovnih podloga, poput dodatnih
pikova karakteristicnih za slabo vezan IPA unutar strukture odgovarajuc¢ih emulzionih
sistema (uzorci S2ZHC i R2HC). S obzirom da su, analogno uzorcima sa prethodne dve

model lekovite supstance, uzorci sa HC pretrpeli najve¢i gubitak mase u drugom
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temperaturnom opsegu (tabela 4.3.1), termogravimetrijska analiza je ukazala da

inkorporiranje leka nije znacajno uticalo na distribuciju vode unutar emulzionih sistema.

_____

Endot. (mW)

T z T y T
30 60 20

Temperatura (°C)

Slika 4.3.2. Uporedni prikaz faznih prelaza ispitivanih i referentnih uzoraka sa HC kao
model lekovitom supstancom.

Tabela 4.3.1. Parcijalni gubitak mase prilikom TG analize tokom definisanih temperaturnih

intervala.
Gubitak mase (%)
Uzorak Rezidualna
30-50 °C 50-70 °C 70-110 °C
masa (%)

S1HC 13,98 42,47 16,4 25,71
S2HC 12,06 56,51 3,6 26,76
S3HC 10,79 40,55 20,67 25,23
S4HC 11,63 31,75 8,01 48,48
RI1HC 9,43 16,67 14,94 54,78
R2HC 16,27 26,08 4,69 51,96

Slicno uzorcima K- i D-serije, i uzorke sa HC karakteriSe pseudoplasticni tip
teCenja sa tiksotropijom. lako je dodatak IPA i glicerola doveo do malog povecanja

viskoziteta APG uzoraka, prikazane krive tecCenja (slika 4.3.3) potvrduju da nema
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znacajnih promena ponasanja uzoraka stabilizovanih APG emulgatorom tokom

sprovedenih kontinualnih merenja.
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Slika 4.3.3. Krive teCenja uzoraka sa HC ispitane inicijalno (7 dana nakon izrade).

Sto se ti¢e reograma referentnih uzoraka, moze se primetiti da dodatak IPA
dovodi do smanjenja histerezne povrSine, S$to se moze pripisati uticaju ovog
korastvarata na rasteCnjavanje sistema. Kada se uporedi sa odgovaraju¢im APG
uzorkom (S2HC), moze se pretpostaviti da strukture koje obrazuje ispitivani emulgator
prirodnog porekla poseduju veéu sposobnost inkorporiranja ovog korastvaraca, u
poredenju sa matriks strukturom koja dominira referentnom farmakopejskom
podlogom. Kao §to je i ocekivano, krive zavisnosti napona smicanja od brzine smicanja
nakon 6 meseci Cuvanja na sobnoj temperaturi, blago su pomerene ka viSim
vrednostima, §to ukazuje na vremenski zavisno strukturiranje ovih sistema. MoZe se reci
da su kontinualna reoloSka merenja sprovedena u ispitivanom periodu jo§ jednom

ukazala na zadovoljavajucu fizickohemijsku stabilnost APG uzoraka.
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4.3.2 Vazokonstriktorni test

Ispitivanje dermalne raspolozivosti i1 ekvivalentnosti izmedu generickih i
referentnih lekova jo$ uvek zahteva sprovodenje klinickih studija. Izuzetak su lekovi iz
grupe kortikosteroida, s obzirom da za ovu grupu lekova regulatorne agencije prihvataju
i rezultate dobijene vazokonstriktornim testom (Narkar, 2010). Iz tog razloga, a u cilju
objektivne procene pogodnosti primene metode sa adhezivnim trakama razvijenog
protokola, u okviru trece faze eksperimentalnog rada izvrSena je simultana primena dve
in vivo metode na uzorcima sa HC kao model lekovitom supstancom.

Prema zahtevu vazec¢eg vodica FDA (US FDA Guidance for Industry, 1995),
najpre je sprovedena odgovarajuca pilot studija u cilju procene stepena ocekivanog
farmakodinamskog odgovora koji moze da proizvede HC u ispitivanim podlogama, Sto
je omogucilo predstavljanje rezultata u vidu krive zavisnosti datog odgovora od
vremena izloZenosti koze uzorku (eng. dose duration-response curve, u daljem testu
oznaceno kao kriva vreme-odgovor). Primenom metode trapezoida, boja reflektovana sa
koze izrazena u arbitrarnim jedinicama, najpre je korigovana odgovaraju¢om bazalnom

vrednosti, a potom prevedena u vrednost povrsine ispod krive (AUCy.24) 1 predstavljena

u zavisnosti od vremena (slika 4.3.4.a).

AUEC 0-24h

Vre ““"""«-_ﬁ&’/
me 1 -1400
*sPozicie g,

Slika 4.3.4. (legenda na sledecoj strani)
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Slika 4.3.4. Rezultati pilot studije: a) individualni farmakodinamski odgovori nakon
logaritamske transformacije, i b) kriva zavisnosti srednjih vrednosti AUEC i vremena
ekspozicije.

Slika 4.3.5. Primer ispitanika koji je pruzio odgovarajuéi farmakodinamski odgovor tokom pilot
studije: izgled volarne strane podlaktice sa jasno vidljivim test-mestima.

lako je, ocekivano, intenzitet izbeljivanja koze varirao medu ispitanicima,
intenzivnije izbeljivanje koZe primeceno je kod svih ispitanika sa povecanjem vremena
izloZenosti koze uzorku (slika 4.3.4.b). Dobijena kriva podvrgnuta je regresionoj analizi
koja je pruzila prili¢no zadovoljavajuéu aproksimaciju (R* = 0,9391), imajuéi u vidu da
su u pitanju rezultati in vivo ispitivanja. Dodatno, moze se primetiti da su najduza
vremena ekspozicije (4 h 1 6 h), rezultovala u dostizanju svojevrsnog platoa (steady-
state odgovor). Ovo se moZe dovesti u vezu sa prihva¢enom klasifikacijom primenjene
model lekovite supstance iz grupe kortikosteroida, s obzirom da HC pripada lekovima

veoma male jac¢ine/potentnosti (Katz i Gans, 2008). Iz prikazane krive vreme-odgovor i
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jednacine (3) izraCunate su maksimalne povrSine ispod efektivne krive (eng. area under
the effect curve, AUEC) 1 parametri neophodni za pravilno izvodenje same studije
dermalne raspolozivosti: EDsg, D; i D,. S obzirom da je izracunata vrednost EDsy od
oko 3 h (2,8 h), na osnovu toga su dalje definisane vrednosti D; (0,5 x EDsp) i D, (2 %
EDsp) kao kalibratori kra¢e, odnosno duze ekspozicije, ¢iji opseg predstavlja osetljivi
deo krive vreme-odgovor za datu model lekovitu supstancu i prirodu ispitivanih nosaca.
Prema tome, primenjenom pilot studijom definisana su sledeca tri vremena ekspozicije:
1,5 h, 3 hi 6 h, koja su dalje kori§¢ena u samoj studiji dermalne raspolozivosti (eng.
pivotal study), kako bi se osigurao linearan farmakodinamski odgovor koze.

Stepen izbeljivanja koZe prouzrokovan 1,5-Casovnom izloZenosti koze svim
ispitivanim uzorcima (slika 4.3.6), pokazao je da znacajnu vazokonstrikciju uzrokuje
primena APG uzoraka sa dodatkom IPA (uzorak S2HC) i propilenglikola (uzorak
S3HC). Isti trend primecen je i nakon izloZenosti koze uzorcima u trajanju od 3 h, uz
zadovoljavaju¢i odgovor pokazan i od strane osnovnog APG uzorka, bez dodatka
korastvaraca, odnosno potencijalnih inhensera (SIHC). Nakon 6 h ekspozicije, uzorci sa
IPA i propilenglikolom ostali su najefikasniji, ali je stepen permeacije statisticki
znacajan samo u poredenju sa farmakodinamskim odgovorom koji poti¢e od uzorka sa
glicerolom (S4HC) (p < 0,05).

Moze se re¢i da su dobijeni rezultati uzorka sa dodatkom IPA bili donekle
ocekivani, imaju¢i u vidu da se ovaj korastvara¢ zajedno sa specificnom koloidnom
strukturom APG podloga pokazao kao korastvarac izbora i za prethodne dve model
lekovite supstance. Takode, slicno se moze re¢i i za propilenglikol kao tradicionalno
koris¢en korastvarac¢ za lekovite supstance iz grupe kortikosteroida (Al Jasser i sar.,
2011). Ipak, skoro dvostruko slabiji farmakodinamski odgovor registrovan od strane
APG uzorka sa glicerolom, kao korastvara¢em koji moze doprineti ve¢em stepenu
hidratisanosti koze (Fluhr i sar., 2008), a sledstveno i boljoj permeabilnosti, bio je

iznenadujuéi.
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Slika 4.3.6. Rezultati studije dermalne raspolozivosti: stepen izbeljivanja koZe prikazan kao
AUEC.54, vrednosti prethodno korigovane bazalnim vrednostima EI i vrednostima EI koje
odgovaraju netretiranoj kontroli, ispitan nakon tri perioda izlozenosti koze uzorcima: 1,5 h, 3 h i
6 h.

Interesantno je napomenuti da je referentni uzorak sa IPA (R2HC) uslovio
povecanje eritema indeksa nakon kontakta sa koZom u trajanju od 3 h, zbog Cega
odgovaraju¢a AUEC vrednost ima pozitivan predznak (slika 4.3.6). Imajuci u vidu da je
iritacija koze u slucaju korespondentnog APG uzorka (S2HC) izostala, ova pojava se ne
moze isklju¢ivo pripisati prisustvu 10 % (m/m) IPA, ve¢ Cinjenici da je referentna
podloga stabilizovana konvencionalnim emulgatorima za koje se zna da, u nekim
slu¢ajevima, mogu dovesti do senzibilizacije koze. Zahvaljujuci blagoj prirodi APG
emulgatora, uocena razlika je donekle bila o¢ekivana, ali ne u datoj meri. S obzirom da
prilikom ispitivanja iritacionog potencijala samih podloga (odeljak 4.1.9) nije uocena
znacajna promena EI nakon primene podloge R2, objasnjenje za ovakvu reakciju koze
najverovatnije lezi u kombinovanom uticaju inkorporirane lekovite supstance i dva
prisutna korastvaraca u uzorku R2HC, s obzirom da je IPA dodata u farmakopejsku
podlogu koja u sastavu ve¢ sadrzi 10 % (m/m) glicerola. Zapravo, moze se rec¢i da sve
uzorke sa glicerolom (S4HC, R1HC i R2HC) odlikuje nezadovoljavaju¢a permeacija, te
se dodatno objasnjenje o ovom zapazanju o¢ekivalo od rezultata metode sa adhezivnim

trakama.
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Rezultati permeacije HC dobijeni nakon sva tri vremena ekspozicije (1,5h,3hi 6
h), jasno ukazuju da je primena vecine APG uzoraka uslovila bolju dermalnu
raspolozivost HC u poredenju sa referentnim uzorcima.

Ukoliko se osvimemo na rezultate mikroskopske analize 1 ispitivanja
rastvorljivosti (Cs), iako bi formalno sve uzorke sa HC trebalo da odlikuje ista
termodinamicka aktivnost, razlike u stepenu permeacije na koje je ukazao
vazokonstriktorni test ocigledno su posledica razlika u koloidnim strukturama
ispitivanih i referentnih podloga. Interesantno je ista¢i da je najbolja permeacija
registrovana iz uzoraka S2HC - gde je lek dominantno suspendovan (slika 4.3.1.b), i
S3HC — gde je lek u najvecoj meri rastvoren (slika 4.3.1.c). Objasnjenje ocigledno lezi
u razli¢itim mehanizmima poboljSanja permeacije leka svojstvenim za dva ispitana
inhensera. lako u objavljenim radovima nedostaju studije koje se konkretno ticu IPA,
razumno je pretpostaviti da, slicno etanolu (Moser i sar., 2001), IPA poboljsava
difuzivnost leka kroz SC povecanjem fluidnosti lipidnih struktura (Wiedersberg i sar.,
2008). Propilenglikol, s druge strane, zahvaljuju¢i svojim polarnim i nepolarnim
grupama, penetrira u kozu zajedno sa lekovitom supstancom i odrZava je u rastvorenom
stanju unutar SC (Herkenne i sar., 2008).

Sprovedeni vazokonstriktorni test u vise vremenskih tacaka indirektno ukazuje da
zavisno od sastava podloge, dermalna raspolozivost HC moze znacajno zavisiti od
duzine primene, S$to otvara mogucnost relativno jednostavnog nacina prilagodavanja

rezima doziranja.

4.3.3 Metoda sa adhezivnim trakama

Uzorci sa HC kao model lekovitom supstancom ispitani su metodom sa
adhezivnim trakama, istim protokolom kao i prethodne model lekovite supstance, koji je
opisan u delu 4.2.2, i sumarno prikazan na slici 4.3.7. Ispitivani uzorci su ostavljeni u
kontaktu sa kozom tokom 3 h, radi pouzdanijeg poredenja sa rezultatima
vazokonstriktornog testa, ¢ijom je pilot studijom odredena EDs, vrednost.

Sadrzaj HC ekstrahovan iz svakog od 10 uklonjenih slojeva koze prikazan kao
zavisnost relativne dubine SC prikazan je na slici 4.3.7. lako se mogu primetiti

odredene razlike u penetraciji model lekovite supstance iz razliCitih formulacija,
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statisti¢ka razlika pronadena je samo u slu¢aju uzorka S2HC (2,78 pg/cm®) posmatrano
prema odgovarajuéem referentnom uzorku R2HC (1,79 pg/cm?). Ovo ukazuje da sam
dodatak odredene koliine penetracionog inhensera nece obavezno usloviti Zeljeni
efekat iz bilo koje podloge, potenciraju¢i generalno bolje karakteristike same APG
podloge. S druge strane, formulacija sa glicerolom ne samo S§to je obezbedila
zadovoljavajuéu isporuku HC (2,30 pg/cm?), veé je i znaGajno uticala na koheziju
korneocita, Sto se na slici 4.3.7 moze uociti u vidu dublje penetracije HC. Iako je bilo
oc¢ekivano da IPA ispolji agresivniji uticaj na korneocite, glicerol je korastvara¢ kod kog
je taj uticaj bio znacajniji. Ovo se moze pripisati brzini isparavanja IPA sa mesta
primene, koja poboljsava distribuciju leka tokom kratkog vremena nakon primene leka
na kozu, ali ne i u dublje slojeve koze. U slucaju etanola, pronadeno je da ovaj proces
traje svega nekoliko sekundi (Kasting i Miller, 2006). Nasuprot tome, zna se da glicerol
utice na transport lekova kroz kozu tako $to utice na vlaznost koze (Karadzovska i sar.,
2013). Ipak, nije lako proceniti penetraciju lekovite supstance iz nosaca kompleksnog
sastava, kada se zna da ostali sastojci, poput izabranog surfaktanta, ili u ovom slucaju
obrazovanih teCnokristalnih faza, i/ili same vode kao jednog od najbezbednijih
penetracionih inhensera, ucestvuju u perkutanom transportu (Hosmer i sar., 2011;
Mitriaikina 1 Miiller-Goymann, 2009). Konacno, ¢injenica da je TS tehnikom odredeno
svega 0,72 - 1,11 % od primenjene koncentracije HC ne treba tumaciti nedostatkom
metode, s obzirom da su uobiCajene dermalne raspolozivosti lekova iz grupe
kortikosteroida koji se primenjuju na kozi svega nekoliko procenata od primenjene

koncentracije (Wiedersberg i sar., 2008).
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Slika 4.3.7. Komparativni prikaz penetracionih profila HC dobijenih TS metodom (srednja
vrednost = SD, n = 6), koji ukazuje na uticaj primenjenog stabilizatora emulzionog sistema i
variranih korastvaraca.

lako korelaciona analiza nekad predstavlja izazov Cak i u slucaju ispitivanja
¢vrstih farmaceutskih oblika (Petrdé i sar., 2011), moguénost uspostavljanja sli¢ne
korelacije u slucaju lekova koji se primenjuju na kozi obi¢no se procenjuje izmedu in
vitro i in vivo ispitivanja (Shah, 2005). Kada se u tom smislu procenjuje perkutana
resorpcija, uobiCajeno je porediti rezultate predstavljene kao % resorbovanog leka
(Lehman i sar., 2011). lako TS metoda pruza podatke koji su pogodni za transformacije
ovog tipa ukoliko je primenjen finite dose dizajn studije, priroda podataka koji se
dobijaju vazokonstriktornim testom predstavlja problem. Usled toga, korelacija dve in
vivo metode pokusana je na viSe nivoa.

Kao $to je i ocekivano, najbolja korelacija dobijenih penetracionih i permeacionih
profila uspostavljena je prilikom analize podataka dobijenih nakon istog vremena
izlozenosti koze uzorcima, tj. 3 h, i predstavljena u tabeli 4.3.2. Dalje, podaci dobijeni
TS metodom izrazeni su kao ukupna dermalna raspolozivost (kao kumulativna koli¢ina
penetriranog leka ili procenat od primenjene koli¢ine leka) i predstavljena u zavisnosti
od AUEC vrednosti i/ili srednje vrednosti odnosa AUEC ispitivanih i referentnih
uzoraka. Najbolji koeficijenti korelacije dobijeni su polinomnim fitovanjem, kada su

logaritamski transformisani podaci dobijeni TS metodom korelirani sa zabelezenim
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farmakodinamskim odgovorom u vidu parametra AUECiesyrer, koji se u literaturi jos
oznacava i kao faktor raspoloZivosti f (eng. bioavailability factor; Leopold, 2003), uz
koeficijent determinacije R* od 0,7096. Kada se dobijena vrednost uporedi sa
rezultatima prethodno publikovanih pokuSaja uspostavljanja in vitro-in vivo korelacije
sliénih farmaceutskih oblika, odnos rezultata dobijenih dvema in vivo metodama bi se
mogao okarakterisati umerenom korelacijom (Petré i sar., 2011; Watkinson i sar.,
2011). Iako donje granice nisu zvani¢no uspostavljene, misljenja smo da usled
inherentnih varijabilnosti koje prate ispitivanja dermalne raspolozivosti obema
metodama, pokazanu korelaciju bi takode trebalo smatrati umerenom, Sto govori da
postoji bitna povezanost izmedu analiziranih rezultata. U prilog ovome govori i
Cinjenica da se za mnoge in silico pristupe u €ijoj osnovi su matematicki modeli koje
karakteriSu vrednosti R? izmedu 0,5 i 0,6 (tabela 1.4), smatra da pruzaju dobro

predvidanje permeabilnosti.

Tabela 4.3.2. R* vrednosti kao rezultat korelacione analize dve in vivo metode za ispitivanje
dermalne raspolozivosti lekova.

Priroda koreliranih podataka

2 . 2 c
T A O R” nakon linearnog  R" nakon modelovanja

metoda sa adhezivnim trakama) modelovanja* primenom polinoma
AUEC vs. % - 0,6537
AUEC vs. Q (ug/cm®) 0,6162 0,6318
logAUEC vs. % - 0,5980
logAUEC vs. log% - 0,6134
AUECiesprer*™* vs. log% 0,5809 0,7096
10gAUECresprer vs. 10g% - 0,5509

* samo vrednosti R* > 0,50 su prikazane.
** AUEC,esyrer 0znacava odnos AUEC vrednosti ispitivanih i referentnih uzoraka.

Uzevsi u obzir prethodno izlozene rezultate, TS metoda sprovedena prema
razvijenom protokolu ne moze se smatrati alternativnom za vazokonstriktorni test, ve¢
pre korisnom komplementarnom metodom, ¢iji znacaj je joS veci u slucaju lekova ¢ija
primena na koZi nije pracena vazokonstrikcijom, koja bi dovela do izbeljuju¢eg efekta
dovoljnog intenziteta.

Kada se rezultati dobijeni dvema in vivo metodama posmatraju u relaciji sa
uticajem primenjenih uzoraka na biofizicke parametre koze opisane u prvoj fazi

eksperimentalnog rada (odeljak 4.1.9), zna¢aj primenjene podloge je evidentan. Ovo se
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moze dovesti u vezu sa ¢injenicom da, usled svoje amfifilne prirode, sami emulgatori
mogu modifikovati permeabilnost bioloskih membrana, vrSe¢i funkciju penetracionih
inhensera (Casiraghi i sar., 2012). PokuSajem uvodenja tzv. 'zelenih' materijala u
farmaceutske oblike, izdvojila se grupa APG emulgatora kao pomoc¢nih materija
prirodnog porekla, pogodnih za formulaciju efikasnih nosaca za isporuku lekova. Kada
se kombinuju sa drugim korastvara¢ima, njihov efekat na ubrzavanje penetracije
pokazao se jos bolji, Sto predstavlja relativno jednostavan nacin prilagodavanja isporuke
leka.

Primecena neusaglaSenost koja se tice uzorka sa glicerolom (S4HC) tokom dve in
vivo studije dermalne raspoloZivosti zasluzuje detaljniju diskusiju. Cinjenica da je TS
metoda ukazala na veoma zadovoljavajucu penetraciju HC iz uzorka sa glicerolom, dok
je u slucaju vazokonstriktornog testa ovaj uzorak uslovio slab farmakodinamski
odgovor nakon 3-Casovne ekspozicije, moze se objasniti interakcijama glicerola i koze
koje se ne mogu uociti ispitivanjem stepena izbeljenja koze. Naime, slika 4.3.7 jasno
ukazuje da uzorak S4HC znacajno uti¢e na strukturu SC. Imajuéi u vidu da je isti broj
traka primenjen za sve uzorke ispitane metodom sa adhezivnim trakama, ovo se jedino
moze pripisati uticaju samog uzorka na stepen penetracije, preko povecanja stepena
hidratisanost koze, zahvaljujuci glicerolu prisutnom u podlozi S4.

Ovo je ocigledna prednost metode sa adhezivnim trakama, s obzirom da pruza
dodatne informacije 0 moguc¢im interakcijama uzoraka sa kozom, dok je u tom smislu,
vazokonstriktorni test ograni¢en opStim principom na kome se merenje permeacije
zasniva (merenje reflektovane/apsorbovane svetlosti specificnih talasnih duzina sa
koze).

Iz prethodno navedenog, jasno je da je perkutana resorpcija slozen, visestepeni
proces, na koga mogu uticati brojni faktori, od fizickohemijskih karakteristika lekovite
supstance 1 primenjenog nosaca, do fizioloskog stanja koze (Godin i Touitou, 2007;
Csoka 1 sar., 2005), ukljucujuc¢i i metabolizam koze. Stoga, u cilju sveobuhvatne
karakterizacije dermalne raspolozivosti odredenog leka, kad god je to moguce, pozeljno
je ispitati dva razli¢ita procesa:

(1) penetraciju, koja se odnosi na prodiranje supstance kroz razliCite slojeve

koze, dominantno SC, 1
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(il))  permeaciju, kao koli¢inu supstance koja prolazi kroz kozu pune debljine i
konacno postaje dostupna vezivanju za odgovarajuce receptore (Schaefer

1 sar., 2008).
Iako TS metoda razvijenog protokola pruza podatke o penetraciji leka (pokazano na
primeru diklofenak dietilamina, ketoprofena i hidrokortizona) kroz SC, s obzirom da
upravo ovaj korak definiSe brzinu perkutane resorpcije, misljenja smo da metoda moze

pruziti korisne informacije o dermalnoj raspolozivosti lekova iz razlicitih terapijskih

grupa.
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5 ZAKLJUCAK

Zakljucak prve faze eksperimentalnog rada

» Primenom cetearil glukozida i cetearil alkohola - emulgatora iz grupe alkil
poliglukozida, kao nejonskog meSanog emulgatora, od skora sertifikovanog kao
farmaceutski ekscipijens, uspesno je formulisana podloga jednostavnog sastava
koja se pokazala pogodnom za inkorporiranje 10 % (m/m) izopropanola, 20 %
(m/m) glicerola, ili 20 % (m/m) propilenglikola, kao korastvaraca i prospektivnih
pojacivaca penetracije za odredene model lekovite supstance. Iako je primena
navedenih poliola Siroko rasprostranjena u ex tempore izradi lekova, uspeSan
dodatak izopropanola u ove emulzione sisteme ide u prilog anticipiranoj primeni
osnovne APG formulacije kao gotove (ready-to-use) podloge, koja bi nasla Siroku

upotrebu u izradi magistralnih lekova za primenu na kozi.

» APG emulgator pokazao se kao promotor te¢nokristalnih faza koje okruzuju kapi
unutras$nje faze 1 formiraju trodimenzionalnu mrezu u kontinuiranoj fazi
emulzionog sistema, ¢ime se smanjuje mobilnost i koalescencija dispergovane faze,
i sledstveno obezbeduje zadovoljavajuca stabilnost sistema. Rezultati dobijeni
posredstvom polarizacione mikroskopije navode na zakljucak da je anizotropna
tekstura osnovne APG formulacije ostala oCuvana i po dodatku variranih
korastvaraca, §to ukazuje na zadovoljavajuéi solubilizacioni kapacitet podloge za

koji su dominantno odgovorne uocene strukture lamelarne te¢nokristalne i gel faze.

» S obzirom da su sve model lekovite supstance (ketoprofen, diklofenak dietilamin i
hidrokortizon) suspendovane u ispitivane podloge, primeéeno je da inkorporiranje
leka u APG podloge dovodi do homogenijeg dispergovanja u poredenju sa
referentnom podlogom (Nejonski hidrofilni krem, DAB 2006), kod koje su jasno
vidljive grupisane Cestice nerastvorenog leka; to navodi na zakljucak da APG
podloge odlikuje odredena jednostavnost manipulacije prilikom razli¢itih
farmaceutsko-tehnoloskih operacija u postupku izrade lekova sa njima. Ovo je
svakako jedna od znacCajnih osobina koja se ocekuje od savremene ’gotove’

podloge.
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Zadovoljavajuca fizicka stabilnost aktivnih i placebo uzoraka, potvrdena je
sveobuhvatnom fizickohemijskom karakterizacijom. Ipak, zabeleZeno je postepeno
smanjivanje vrednosti pH i elektricne provodljivosti APG uzoraka tokom
kontrolnih merenja, Sto se moze tumaciti naknadnim strukturiranjem ovih

meSovitih emulzionih sistema.

Uoceno reolosko ponasanje APG podloga (pseudoplasti¢ni tip proticanja sa
umereno izrazenom tiksotropijom) generalno se smatra pozeljnim kod
farmaceutskih oblika koji se primenjuju na kozi, i ukazuje na dobre organolepticke
osobine koje se zahtevaju od savremenih kremova - lako razmazivanje na kozi i
obrazovanje kontinuiranog filma dobre supstantivnosti. Nasuprot tome, uprkos
vecoj konzistenciji koja je posledica guste matriks strukture, primeéeno je da
referentna podloga farmakopejskog kvaliteta podleze znacCajnim promenama
prilikom sprovedenih manipulacija, narocito u smislu dodatka IPA i inkorporiranja

lekovitih supstanci, $to moze biti odraz kompromitovane fizicke stabilnosti.

Termalna analiza je ukazala da je, uprkos znacajno visoj konzistenciji referentnog
krema, mnogo veca aktivaciona energija potrebna za topljenje uzoraka
stabilizovanih SeCernim emulgatorom, S$to se moZe objasniti obrazovanim
kompleksnim lamelarnim fazama koje doprinose stabilnosti model podloga.
Prisustvo dodatnih endotermnih pikova karakteristicno za uzorke sa dodatkom IPA
odgovara frakciji ovog korastvaraca koja je slabije vezana unutar koloidne
strukture, 1 stoga je odgovorna za interakciju sa kozom koja ne dovodi do iritacije,

ali pojacava penetraciju lekovitih supstanci.

U osnovnoj APG podlozi voda je dominantno distribuirana kao bulk voda, dok po
dodatku korastvaraca ili lekovitih supstanci u najveCem procentu biva
interlamelarno vezana, pri ¢emu nastala tranzicija ne dovodi do kompromitovanja

fizi¢ke stabilnosti emulzionih sistema.

Uprkos ¢injenici da je termodinamicka aktivnost uzoraka sa model lekovitim
supstancama ostala formalno nepromenjena (tj. svi uzorci sa ketoprofenom bili su
tipa suspenzije, a sa DDA tipa rastvora, nezavisno od dodatog korastvaraca), postoji
izvestan sinergisticki efekat koloidne strukture stabilizovane Sec¢ernim emulgatorom

i IPA. Uporedna analiza dobijenih koncentracija zasi¢enja/saturacionih
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koncentracija ukazuje na pogodnost osnovne APG podloge da se jednostavnom

modifikacijom njenog sastava utiCe na penetraciju i permeaciju lekovitih supstanci.

Kao vazan korak koji prethodi samom prolasku leka kroz kozu, preliminarna
analiza liberacionih profila aktivnih uzoraka ukazala je na zadovoljavajuce
oslobadanje lekovitih supstanci iz APG podloga. Cinjenica da liberacija prati
kinetiku Higuchi modela ukazuje da je taj proces kontrolisan difuzijom leka iz
ispitivanih nosaca. Odstupanje od ovog modela oslobadanja u slucaju uzorka
S4DDA, kod kog ve¢i koeficijent determinacije ide u prilog kinetici nultog reda,
govori 0 mogucnosti da obrazovane lamelarne strukture u nekim sluc¢ajevima
obezbede kontrolisano oslobadanje leka. Uoceni fenomen bi verovatno bio
izrazeniji u slucaju primene vecih koncentracija ispitivanog Secernog emulgatora,

Sto bi sledstveno dovelo do izraZenije anizotropne teksture ispitivanih podloga.

Kona¢no, karakterizacija model podloga sprovedena u okviru prve faze
eksperimentalnog rada, zaokruzena je in vitro/in vivo procenom bezbednosti
njihove primene. Izrazito povoljni efekti APG podloga na celijsku vijabilnost in
vitro pokazani su ne samo za osnovnu APG podlogu, ve¢ i nakon njene
modifikacije dodatkom korastvaraca. lako je dobra podnosljivost podloga sa
poliolima bila donekle ocekivana, visok procenat ¢elija zadrzao je vijabilnost i
nakon primene APG podloge sa 10 % (m/m) IPA, S§to se moZe pripisati
preovladuju¢em uticaju blage prirode koloidne strukture podloga stabilizovanih

Secernim emulgatorom.

Izostanak promene biofizickih parametara koze poput EI, TEGV i pH nakon in vivo
studije pod okluzijom, potvrda su zadovoljavaju¢eg bezbednosnog profila APG
podloga. Trend povecanja TEGV uocen za referentnu (farmakopejsku) podlogu sa
dodatkom IPA, ukazuje na aditivan efekat konvencionalnih emulgatora i dodatog
alkohola, dok je koloidna struktura stabilizovana ispitivanim emulgatorom
prirodnog porekla bila u stanju da suprimira potencijalno iritiraju¢i uticaj datog
korastvaraca. Statisticki znacajno povecanje vlaznosti SC kod APG podloga sa
propilenglikolom i glicerolom, ukazuje da se slicnim modifikacijama osnovne APG
podloge na jednostavan na¢in moze izraditi nosa¢ pogodan za tretman razlicitih

(kseroti¢nih) stanja koze.
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Opsti zakljucak prve faze eksperimentalnog rada je da su formulisane podloge
stabilizovane ispitivanim $e¢ernim emulgatorom pogodne za izradu magistralnih lekova
za kozu. Na objektivan nacin (karakterizacija sprovedena uporedo sa korespondentnim
uzorcima farmakopejskog kvaliteta), demonstrirana je moguénost inkorporiranja
lekovitih supstanci i korastvaraca razli¢ite prirode, uz ocuvanje zadovoljavajuce fizicke
stabilnosti 1 podnosljivosti na kozi. lako su prikazani rezultati odraz kvaliteta i
bezbednosti ispitivanih podloga, model podloge odlikuju i povoljne aplikativne osobine,
Sto se smatra jednako vaznim svojstvom savremenih nosaca za lekove koji se

primenjuju na kozi.

Zakljucak druge faze eksperimentalnog rada

» Variranje odabranih procesnih parametara u fazi razvoja protokola metode sa
adhezivnim trakama, izdvojilo je D-Squame® trake. Ovu vrstu traka odlikuje
jednostavnost primene, bolja adhezivna svojstva, manja moguc¢nost kontaminacije
tokom rada, definisana povrSina traka, a time i ve¢a pouzdanost dobijenih rezultata.
Sto se ti¢e faze ekstrakcije lekovite supstance sa primenjenih traka, izdvojen je
protokol koji ukljucuje korak sonifikacije i centrifugiranja. Na taj nacin, za
relativno kratko vreme dobijaju se Cisti eluati koji se dalje mogu podvrgnuti

odredivanju lekovite supstance, a time i pouzdaniji i precizniji rezultati.

» Prikazani rezultati ukazuju da se TS metoda razvijenog protokola uspesno moze
koristiti za ispitivanje hidrofilnih kremova, kao lekova kompleksne strukture.
Centrifugiranje eluata treba ukljuciti tokom postupka ekstrakcije lekovite supstance
iz traka, radi sedimentiranja proteinske frakcije, koja o¢igledno znacajno interferira

tokom odredivanja koncentracije leka HPLC/UPLC metodom.

» Ispitivanje penetracionih profila uzoraka sa ketoprofenom i DDA kao model
lekovitim supstancama pokazalo je da je TS metoda dovoljno diskriminatorna da
ukaze na razlike u ispitivanim uzorcima: u slucaju ketoprofena kao model lekovite
supstance registrovan je znacajno veci stepen penetracije leka iz svih APG podloga
u poredenju sa referentnim, dok se u slucaju DDA izdvojio APG uzorak sa IPA kao

korastvaracem.
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» Uocena razlika u dermalnoj raspolozivosti ketoprofena iz APG uzoraka u poredenju
sa referentnim mozZe se objasniti specificnostima koloidne strukture ispitanih
uzoraka na koje je ukazala prva faza eksperimentalnog rada. Nasuprot tome,
naizgled male razlike u dobijenim penetracionim profilima DDA iz APG i
referentnih uzoraka ne treba tumaciti eventualnom slabos¢u same metode da ukaze
na suptilne razlike medu uzorcima, ve¢ pre inherentnim karakteristikama DDA,
koja kao tzv. kaotropna supstanca, aktivno stupa u interakcije sa formiranim
strukturama unutar emulzionog sistema, §to moze imati znacajan uticaj na
obrazovane mezofaze. Ovakve lek-podloga interakcije ocigledno mogu usporiti
isporuku DDA, ¢ime se moze objasniti slican stepen penetracije DDA iz referentnih
i ve¢ine APG uzoraka. Medutim, dodatak IPA kao penetracionog inhensera u APG-
stabilizovanu podlogu uspesno poboljsava penetraciju leka in vivo, uticajem IPA na

pakovanje’ molekula surfaktanta u medusloju.

» Uporednom analizom primenjenih in vitro, ex vivo i in vivo pristupa, moze se reci
da je razvijena metoda sa adhezivnim trakama dovoljno osetljiva da ukaze na
razlike u dermalnoj raspolozivosti model lekovitih supstanci. Takode, jasno se vidi
rezultata. S obzirom da izloZenost membrana akceptorskom medijumu tokom in
vitro/ex vivo studija (protokol od 28-30 h), moze da promeni karakteristike
membrane i utice na rezultate permeacije, TS tehnika poseduje ocigledne prednosti
kao in vivo metoda ¢iji se protokol zasniva na realnim uslovima primene lekova.
Uocen trend poboljsanja permeacije ketoprofena i DDA iz APG podloge sa IPA
nakon 8., odnosno 13. sata ispitivanja, u skladu je sa C vrednostima ovih uzoraka, i
posledica je promene termodinamicke aktivnosti leka nakon njegove primene na
kozi. Ovaj trend nije mogao biti uocen TS metodom s obzirom da su uzorci bili u

kontaktu sa koZom ispitanika u periodu od 2 h.

» lako sprovedene in vitro/ex vivo metode pruzaju podatke o permeaciji lekova kroz
kozu, a TS tehnika o penetraciji, tj. distribuciji leka kroz slojeve SC, dodatna
vrednost TS metode lezi u moguénosti njene primene in vitro, nakon studija
permeacije, sa ciljem dobijanja sveobuhvatnih rezultata. Ovo moze biti posebno od
znacaja u slucaju izrazito lipofilnih lekova koji u znacajnoj meri ostaju u SC, a u

maloj meri penetriraju do vijabilnog tkiva. U tom sluc¢aju TS metoda mogla bi dati
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laZno pozitivne rezultate, odnosno pozeljna je simultana primena odgovarajuce

permeacione i penetracione studije.

Opsti zakljucak druge faze eksperimentalnog rada je da se TS metoda razvijenog
protokola moze uspesno koristiti za in vivo procenu dermalne raspolozivosti hidrofilnih
kremova kao farmaceutskih oblika kompleksne strukture, uvidom u njihove
penetracione profile. Protokol TS metode optimizovan je tako da se moze sprovesti u

laboratorijama prose¢ne opremljenosti.

Zakljucak trece faze eksperimentalnog rada

» I u slucaju hidrokortizona kao model Ilekovite supstance pokazana je
zadovoljavajuca fizicka stabilnost uzoraka stabilizovanih Sec¢ernim emulgatorom, sa
i bez dodatka variranih korastvaraca. Sprovedene modifikacije sastava podloge od
naroCitog su znacaja prilikom optimizacije dermalne isporuke lekova iz grupe
kortikosteroida, kako bi se izbegla potencijalno ’opasna praksa’ razblazivanja

registrovanih lekova.

» Uprkos ¢injenici da ga ne odlikuje mezogena priroda, polarizaciona mikroskopija je
potvrdila da je suspendovanje hidrokortizona u pripremljene APG podloge
rezultovalo interesantnom distribucijom leka. Ocekivano, uzorak sa dodatkom
propilenglikola, tradicionalno najceSce koriS¢enim korastvaracem za lekove iz
grupe kortikosteroida, najviSe je doprineo rastvaranju inicijalno suspendovanog
leka. Kod ostalih APG wuzoraka, lekovita supstanca je znaCajnim delom
solubilizovana razli¢itim strukturama obrazovanim posredstvom Secernog

emulgatora, zahvaljujuéi solubilizacionom kapacitetu formiranih lamelarnih faza.

» Farmakodinamski odgovor hidrokortizona iz ispitivanih podloga uspesno je pracen
primenom vazokonstriktornog testa. lako je, ocekivano, intenzitet izbeljivanja koze
varirao medu ispitanicima, snazna vazokonstrikcija dermalne vaskulature
primecena je kod svih ispitanika sa pove¢anjem vremena izlozenosti koze uzorku

(R? = 0,9391), uprkos maloj ja&ini model kortikosteroida.
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» Rezultati permeacije hidrokortizona dobijeni nakon sva tri definisana vremena
ekspozicije (1,5 h, 3 h i 6 h), jasno ukazuju da primena ve¢ine APG uzoraka
uslovljava bolju dermalnu raspolozivost hidrokortizona u poredenju sa referentnim
uzorcima. Vazokonstriktornim testom izdvojili su se APG uzorak sa IPA — koji se
pokazao kao korastvaraC izbora i za prethodne dve model lekovite supstance, i
uzorak sa propilenglikolom - tradicionalno dobar korastvarac¢ za lokalno aplikovane
kortikosteroide. Naime, stepen izbeljivanja koze prouzrokovan ve¢ nakon 1,5-
Casovne izlozenosti koze svim ispitivanim uzorcima, ukazao je da znaCajnu
vazokonstrikciju dermalne mikrovaskulature uzrokuje primena APG uzoraka sa
dodatkom IPA (uzorak S2HC) i propilenglikola (uzorak S3HC). Isti trend
nastavljen je 1 nakon izloZenosti koze uzorcima u trajanju od 3 h, uz
zadovoljavaju¢i odgovor pokazan i od strane osnovne APG koloidne strukture
(STHC). Nakon 6 h ekspozicije, uzorci sa IPA i propilenglikolom ostali su
najefikasniji, ali se registrovani stepen permeacije moze smatrati statisticki
znacajnim samo u poredenju sa farmakodinamskim odgovorom koji potice od

uzorka sa glicerolom (S4HC) (p < 0,05).

> Cinjenica da je uzorak Nejonskog hidrofilnog krema sa 10 % m/m IPA (R2HC)
uslovio povecanje eritema indeksa nakon kontakta sa kozom u trajanju od 3 h, zbog
cega odgovaraju¢a AUEC vrednost ima pozitivan predznak, dovodi u pitanje
verodostojnost rezultata dobijenih vazokonstriktornim testom u slucaju uzoraka sa
iritacionim potencijalom koze, $to moze rezultovati lazno negativnim rezultatima.
Imajuéi u vidu da je iritacija koze u slucaju korespondentnog APG uzorka (S2HC)
izostala, ova pojava se ne moze iskljucivo pripisati prisustvu 10 % (m/m) IPA, veé
¢injenici da je referentna podloga stabilizovana konvencionalnim emulgatorima za
koje se zna da, u nekim slucajevima, mogu dovesti do senzibilizacije koze. S
obzirom da prilikom ispitivanja iritacionog potencijala samih podloga (24-Casovna
studija pod okluzijom) nije uoCena znacajna promena EI nakon primene podloge
R2, objasnjenje za ovakvu reakciju koze najverovatnije lezi u kombinovanom
uticaju inkorporirane lekovite supstance i dva prisutna korastvarata u uzorku
R2HC, s obzirom da je IPA dodat u farmakopejsku podlogu koja u sastavu veé
sadrzi 10 % (m/m) glicerola. Zapravo, moze se ista¢i da sve uzorke sa glicerolom

(S4HC, R1HC i R2HC) odlikuje nezadovoljavajuca permeacija.
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» Primena metode sa adhezivnim trakama ukazala je na odredene razlike u penetraciji
model lekovite supstance iz razli¢itih formulacija, ali je znacajna statisticka razlika
pronadena samo u sludaju uzorka S2HC (2,78 pg/cm?) posmatrano prema
odgovaraju¢em uzorku R2HC (1,79 pg/em?). S druge strane, formulacija sa
glicerolom ne samo $to je obezbedila zadovoljavajuéu isporuku HC (2,30 pg/cm?),
vec¢ je i znacajno uticala na koheziju korneocita, $to je reflektovano u vidu dublje

penetracije HC.

» Primenom korelacione analize zakljueno je da izmedu rezultata regulatorno
prihva¢enog vazokonstriktornog testa i metode sa adhezivnim trakama razvijenog
protokola postoji korelacija umerene znacajnosti. Najbolji rezultati dobijeni su
polinomnim fitovanjem, kada su logaritamski transformisani podaci dobijeni TS
metodom korelirani sa zabelezenim farmakodinamskim odgovorom u vidu

AUEC et (faktor raspolozivosti), uz koeficijent determinacije R* od 0,7096.

Kao opsti zakljucak trece faze eksperimentalnog rada mora se konstatovati da su obe in
vivo metode pokazale odredene prednosti i nedostatke. Osim S§to je regulatorno
prihvaéena metoda ogranicena na nekoliko terapijskih grupa lekova, uoceno je da
rezultat vazokonstriktornog testa moze biti kompromitovan iritacionim potencijalom
ispitivanog uzorka, koji moze da maskira oc¢ekivani farmakodinamski odgovor. S druge
strane, iako podlozna uticaju brojnih faktora, strogo pridrzavanje definisanih protokola
uz simultanu primenu neinvazivnih tehnika bioinzenjeringa koze (pracenje porasta
TEGV), ¢ini metodu sa adhezivnim trakama pogodnom za procenu perkutane
penetracije, koja moze pruziti i informacije o lek-koza interakcijama. Uzevsi u obzir
prethodno izlozene rezultate, metoda sa adhezivnim trakama sprovedena prema
razvijenom protokolu ne moZe se smatrati alternativnom za vazokonstriktorni test, ve¢
pre korisnom komplementarnom metodom, €iji znacaj je jos veéi u slucaju lekova cija
primena na koZzi nije pra¢ena vazokonstrikcijom, koja bi dovela do izbeljujuceg efekta

dovoljnog intenziteta.
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Snezana Savi¢, Jela Mili¢, Milica Luki¢, Ivana Jaksié¢, Mirjana Raji¢, Katarina Jonci¢-

Savi¢, Gordana Vuleta. Razvoj formulacije podloge na bazi prirodnog emulgatora alkil
poliglukozidnog tipa za ex tempore izradu magistralnih lekova; 2009 — 2010; U okviru
projekta TR 19058 koje finansira Ministarstvo nauke i tehnoloskog razvoja

Tehnicka resenja kategorije M85 — nova metoda:

Ivana Panteli¢, Milica Luki¢, Bojan Markovié¢, Jela Mili¢, Gordana Vuleta, Snezana
Savi¢. Metoda za procenu dermalne raspolozivosti nesteroidnih antiinflamatornih
lekova iz preparata za primenu na kozi.

Pozitivna recenzija recenzenata prof. dr Nenada Ugresic¢a i doc. dr Biljane Stojanovié
prihvac¢ena na sednici Nastavno-naucnog veca Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu 27.12.2012. godine, odlukom broj 2546/3.

Ivana Panteli¢, Milica Luki¢, Bojan Markovi¢, Jela Mili¢, Gordana Vuleta, SneZana
Savi¢. Razvoj komplementarnih in vivo metoda za procenu dermalne raspolozivosti
kortikosteroida iz preparata za primenu na kozi.

Pozitivna recenzija recenzenata prof. dr Sonje Vesi¢ i doc. dr Biljane Stojanovié
prihvac¢ena na sednici Nastavno-naucnog veca Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu 27.12.2012. godine, odlukom broj 2546/2.
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7.2 Biografija autora

Ivana Panteli¢ rodena je 1982. godine u Beogradu, gde je zavrsila osnovnu
oglednu Skolu za francuski jezik "Vladislav Ribnikar" i Tre¢u beogradsku gimnaziju.
Farmaceutski fakultet Univerziteta u Beogradu upisala je Skolske 2001/2002. godine, a
diplomirala je 25.05.2007. sa prosecnom ocenom 8,81 i ocenom 10 na diplomskom
ispitu.

Doktorske akademske studije iz Farmaceutske tehnologije na Farmaceutskom
fakultetu u Beogradu upisala je Skolske 2008/2009. godine. U 2009. godini dobila je
stipendiju Sluzbe nemacke akademske razmene (DAAD) za istrazivacki boravak u
Nemackoj u okviru specijalnog programa za Srbiju pod nazivom ,,Istrazivacko iskustvo
u Nemackoj za studente i diplomce iz Srbije”. Saradnju sa Institutom za farmaceutsku
tehnologiju Eberhard Karls Univerziteta u Tibingenu koju je tom prilikom ostvarila
nastavila je kroz jos dve istrazivacke posete koje su realizovane 2011. i 2012. godine.

Od oktobra 2007. godine radila je kao saradnik u nastavi, do oktobra 2009. godine
kada je izabrana u zvanje asistenta na Katedri za farmaceutsku tehnologiju i
kozmetologiju Farmaceutskog fakulteta u Beogradu. Ucestvuje u izvodenju i
organizaciji prakticne nastave iz predmeta Farmaceutska tehnologija I, Farmaceutska
tehnologija II, Kozmetologija i Osnovi farmaceutske biotehnologije.

Tokom 2010. godine ucestvuje kao saradnik na projektu tehnoloSkog razvoja pod
nazivom ,,Razvoj i karakterizacija koloidnih nosaca za antiinflamatorne lekove* (TR-
19058), a od 2011. godine na projektu tehnoloskog razvoja ,Razvoj mikro- i
nanosistema kao nosaca za lekove sa antiinflamatornim delovanjem i metoda za njihovu
karakterizaciju®“ (TR-34031) i projektu osnovnih istrazivanja ,,Razvoj molekula sa
antiinflamatornim i kardioprotektivnim  dejstvom:  strukturne  modifikacije,
modelovanje, fizickohemijska karakterizacija i formulaciona ispitivanja* (OI-172041)
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije.

Govori engleski (Cambridge Certificate of Proficiency in English) i francuski
jezik (Course de Langue et Civilisation Frangaise de la Sorbonne).
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7.3 Izjava o autorstvu

Potpisana:  Ivana Panteli¢
broj indeksa: 18/08

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

Dermalna raspolozivost lekova sa antiinflamatornim delovanjem iz podloga sa Se¢ernim
emulgatorom: komparativna primena metoda in vitro/in vivo karakterizacije

« rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih
ustanova,

e da surezultati korektno navedeni 1

e da nisam krsila autorska prava i koristila intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U 'Beogradu, 06.09.2013. godine

%ug foane__
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7.4 Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorske disertacije

Ime i prezime autora: Ivana Panteli¢
Broj indeksa: 18/08
Studijski program:  Doktorske akademske studije iz Farmaceutske tehnologije

Naslov rada: Dermalna raspolozivost lekova sa antiinflamatornim delovanjem
iz podloga sa $ecernim emulgatorom: komparativna primena metoda in vitro/in vivo
karakterizacije

Mentor: prof. dr Snezana Savié

Potpisana: Ivana Panteli¢

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predala za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta
u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.
Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 06.09.2013. godine

Rkt g
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7.5 Izjava o koriséenju

OvlaS¢ujem  Univerzitetsku biblioteku ,.Svetozar Markovi¢® da u Digitalni
repozitorijum Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Dermalna raspoloZivost lekova sa antiinflamatornim delovanjem iz podloga sa $e¢ernim
emulgatorom: komparativna primena metoda in vitro/in vivo karakterizacije

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predala sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju  doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence
Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odludila.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@ Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima

5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

Potpis doktoranda

U Beogradu, 06.09.2013. godine

72& 54 ézzz}f

157



