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Polimerni film-formirajuci sistemi za dermalnu isporuku betametazondipropionata:
definisanje Kriti¢nih atributa kvaliteta primenom optimizovanih fizickohemijskih, triboloskih
i biofarmaceutskih testova

SAZETAK

Film-formiraju¢i sistemi (FFS) na bazi polimera su dizajnirani kao napredni, inovativni nosaci
lekova koji nakon susenja na kozi formiraju tanak, supstantivan film. Ovi nosaci treba da obezbede
kontrolisanu dermalnu isporuku lekovitih supstanci. Cilj doktorske disertacije je bio razvoj,
optimizacija i sveobuhvatna fiziCkohemijska, triboloSka i biofarmaceutska karakterizacija FFS, u
cilju dobijanja optimalnih FFS namenjenih za ciljanu dermalnu isporuku betametazondipropionata
(BD), kako bi se smanjila u€estalost primene i time potencijalnih nezeljenih efekata (npr. u terapiji
psorijaze). U pocetnoj fazi, unutar preformulacione studije koriS¢eni su razli¢iti tipovi polimera ili
kombinacije, poput Eudragit® RS PO, Eudragit® NE 30 D, Klucel® GF u razli¢itim
koncentracijama, kombinovani sa plastifikatorima poput trietil-citrata, tributil-citrata,
propilenglikola i glicerola, opciono sa inhenserom penetracije/nejonskim surfaktantom (polisorbat
80) 1 viSe sistema rastvaraca. Deo istrazivanja je posvecen razvoju i/ili optimizaciji razlic¢itih in vitro
1 in vivo metoda koje bi bile podesne za karakterizaciju FFS, a koje bi efikasno pruzile uvid u uticaj
formulacionih i procesnih parametara na karakteristike dermalnih filmova koje bi se mogle odraziti
na njihovu supstantivnost na kozi, vode¢i ka definisanju specificnih kriticnih atributa kvaliteta.
Dodatno je ispitan uticaj topografije filmova na svojstvo bioadhezivnosti. U zavrSnoj fazi
istrazivanja, poseban deo je posveéen in vitro ispitivanju permeacije BD iz razvijenih formulacija, i
definisanju seta kriterijuma i faktora formulacije koji u najveéoj meri odreduju permeaciju.
Razvijeni FFS su se pokazali kao podesni prospektivni nosaci za ciljanu i produzenu dermalnu
isporuku BD, podsticuéi njihov dalji razvoj.

Kljuéne reci: Film-formirajuéi sistemi; dermalni film; betametazondipropionat; Eudragit® polimeri;
hidroksipropilceluloza, produzena dermalna isporuka; supstantivnost; plastifikatori; nejonski
surfaktant.
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Polymeric film-forming systems for dermal delivery of betamethasone dipropionate: defining
critical quality attributes by using optimised physicochemical, tribological and
biopharmaceutical tests

ABSTRACT

Polymer-based film forming systems (FFS), designed as advanced, innovative drug carriers after
drying form a thin, substantive film. These vehicles should provide controlled dermal delivery of
active pharmaceutical ingredients. The aim of the present doctoral dissertation was the
development, optimization and comprehensive physicochemical, tribological and biopharmaceutical
characterization of the FFS, with the goal to obtain optimal FFS for targeted dermal delivery of
betamethasone dipropionate (BD), in order to reduce the dosing frequency and thereby potential
side effects (e.g. in therapy of psoriasis). Within the pre-formulation phase of the study, distinct
types of polymers or combinations such as Eudragit® RS PO, Eudragit® NE 30 D, Klucel® GF,
were used in various concentrations, combined with a range of plasticizers like triethyl citrate,
tributyl citrate, propylene glycol and glycerol, optionally with a penetration enhancer/non-ionic
surfactant (polysorbate 80), and with several solvent systems. A part of the research was dedicated
to development and/or optimization of diverse in vitro and in vivo methods able to discern
formulation and process parameters crucial for dermal film characteristics which might reflect their
skin substantivity, leading to defining specific critical quality attributes. Additionally, the film
topography’s influence on bioadhesion was tested. In the final phase, a special part of the research
was dedicated to the in vitro biopharmaceutical testing of the developed formulations and defining a
set of criteria and formulation factors which have the most influence on BD permeation.

The developed FFS were shown to be adequate prospective drug carriers for targeted and prolonged
dermal delivery of BD, encouraging their further development.

Key words: Film forming systems; dermal film; betamethasone dipropionate; Eudragit® polymers;
hydroxypropyl cellulose; prolonged dermal delivery; substantivity; plasticizers; non-ionic
surfactant.

Scientific field: Pharmacy
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1. UVOD

Lekovi za topikalnu dermatoloSku primenu medu kojima su kortikosteroidi (KS) veoma
zastupljeni u terapiji koznih oboljenja, ukljucuju Siroki opseg preparata formulisanih za primenu na
obolelu kozu, sa ciljem da uglavnom ispolje lokalni efekat na mestu primene. Zeljeni cilj ovakve
terapije je da se, uz pruzanje izvesnog komfora pacijentu, postigne maksimalna koncentracija
lekovite supstance u kozi, uz njenu minimalnu perkutanu resorpciju (Savi¢ i Vuleta, 2008). Stoga,
navedeni dermalni sistemi su obicno dizajnirani da obezbede isklju¢ivo lokalno dejstvo. Mogu se
koristiti kako u terapiji akutnih koznih infekcija tako i kod hroni¢nih koznih bolesti. Obi¢no se te¢ni
ili polucvrsti preparati aplikuju u propisanim vremenskim intervalima, a formulacija je osmisljena
tako da aktivni farmaceutski sastojak (engl. active pharmaceutical ingredient, API) u njenom
sastavu penetrira u epidermis da bi u odgovaraju¢im slojevima koze ispoljio dominantno lokalni
efekat. Da bi se izbegao sistemski efekat, vazno je utvrditi stepen i brzinu prolaska API kroz
razlicite slojeve koze. Ovo je od posebnog znacaja u slucaju lekova kao Sto su antibiotici ili
imunosupresivi (poput kortizona), gde se dovoljno visoka terapijska koncentracija moze postici
dermalnom primenom bez sistemskog opterec¢enja organizma (Piinnel i Lunter, 2021, slika 1.1).

Dejstvo na/u koZi
1

Oslobadanje Penetracya Permeacya Perkutana resorpcya

T [T [ [ =

Stratum
cornewm

Epidemis

/\/\ ’\_’/”'—\
< Demis

)

Slika 1.1. Struktura koze sa shematskim prikazom razli¢itih dometa dermalnih i transdermalnih
sistema (preuzeto i prilagodeno iz Piinnel i Lunter, 2021).

L

U danasnje vreme, topikalna isporuka lekova je oblast koja se intenzivno razvija, u kojoj je
tehnolosko unapredenje formulacije kombinovano sa prednostima u razumevanju mehanizama
kozne barijere dovelo do optimizacije u isporuci API i to putem povezivanja jedinstvenih svojstava
nosaca / sistema za isporuku lekovite supstance sa prirodom same aktivne molekule. Danas, postaje
sve aktuelnije uskladivanje i optimizacija sastojaka nosaca/formulacije da bi se olaksala ciljana
isporuka lekovite supstance na obolelo mesto. Topikalni nosaci koji optimizuju isporuku
kortikosteroida za leCenje odredene kozne patologije uz smanjenje sistemske resorpcije, mogli bi da
poboljsaju terapijski tok 1 ishod mnogih koznih imunoloskih oboljenja, kao $to je psorijaza (Kircik i
sar., 2017). Uvodenje novih nosaca za dermalnu isporuku je kvalitativno i sustinski prosirilo
moguénosti u leCenju psorijaze, ali i doprinelo personalizovanom izboru najadekvatnije terapije za
svakog pojedinacnog pacijenta. Savremeni formulacioni pristupi pruzaju nadu za bolju satisfakciju
pacijenata, te i njihov poboljsani kvalitet zivota (Buechler i sar., 2021).



1.1. Topikalni kortikosteroidi za dermalnu primenu

Lokalno primenjeni (topikalni) kortikosteroidi su najces¢e koriS¢ene lekovite supstance za
tretman pacijenata sa inflamatornim oboljenjima koze. U Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama,
topikalni kortikosteroidi su medu najceS¢e propisivanim topikalnim API (Feldman i sar., 2000).
Poseduju antiinflamatornu aktivnost, imunosupresivne karakteristike i antiproliferativno delovanje,
zbog Cega se koriste u leCenju psorijaze, atopijskog ekcema, dermatitisa, pruritusa i dr. (Elenkov i
Chrousos, 2002; Valencia i Kerdel, 2003).

Kortikosteroidi su steroidni hormoni koji su fizioloski proizvedeni u kori nadbubrezne
zlezde 1 omogucavaju normalno funkcionisanje organizma, ali se brojni derivati uspesno dobijaju i
sintetski. Fizioloski i farmakoloski efekti KS su posredovani vezivanjem za glukokortikoidni
receptor (GR), protein koji pripada superfamiliji nuklearnih hormonskih receptora (ID gena:
NR3C1) (Evans, 1988). Generalno, kortikosteroidi slabo penetriraju u kozu te, kako bi se poboljsala
lokalna isporuka, sintetisani su njihovi estri koji imaju povecanu lipofilnost. Topikalni preparati
koji sadrze estre kao Sto su betametazondipropionat i betametazonvalerat su dostupni u razli¢itim
farmaceutskim oblicima (rastvori, kremovi, masti) i klasifikovani su prema njihovoj jacini (Callis i
Krueger, 2003). Najces¢i nezeljeni efekti topikalnih KS su: atrofija koze, poremecaj u zarastanju
rana, akneiformne erupcije, hipopigmentacija, fotoosetljivost, kozne superinfekcije, kontaktni
dermatitis. Rizik povezan sa primenom kortikosteroida, paralelno sa koristima od njihove terapijske
efikasnosti i odnos rizik/korist je u direktnoj vezi sa ja¢inom steroida i kapacitetom za penetraciju,
odnosno permeaciju kroz kozu i eventualnu perkutanu resorpciju (Brazzini i Pimpinelli., 2002).

Postoji mnogo faktora koji uti¢u na penetraciju i permeaciju supstanci kroz kozu, a
uglavnom su sledeéi: razlike izmedu tipova koze, starost koze, deo tela na koji se nanosi,
temperatura koze, stanje koze (normalna, suva i ispucala, bolesna), povrSina koze obuhvacena
primenom leka, duzina kontakta, zatim stepen vlazenja koze, eventualni prethodni tretman koze,
fiziCkohemijske karakteristike samog penetriraju¢eg agensa, itd. Mehanizam penetracije lekovite
supstance kroz kozu odvija se primarno difuzijom, te zavisi od koncentracije. Ve¢inom molekule
permeiraju kroz SC intercelularnim, intracelularnim (transcelularnim) i folikularnim putevima, pri
¢emu je intercelularni put najocitiji. Prema Eliasovoj shemi, rozasti sloj (stratum corneum, SC)
simulira strukturnu sliku modela sastavljenog iz dva odeljka (tzv. struktura ,,cigle i cementa®)
koriS¢enog za bazi¢no razumevanje strukture spoljasnjeg sloja koze, kao $to je prikazano na slici
1.2. Korneociti hidratisanog keratina Cine ,,ciglu® polozenu u ,,cement” sastavljen od viseslojnih
intercelularnih lipidnih dvosloja ceramida, masnih kiselina, holesterola, estara holesterola i dr. Ovi
dvosloji ¢ine regione polukristalnog gela i te¢ne kristalne domene (Alexander i sar., 2012; Elias,
1983).

Ipak, treba ista¢i da ni topikalni kortikosteroidi kao znacajna grupa dermofarmaceutskih
preparata nisu izbegli ocekivanja proizasla iz upotrebe kozmeti¢kih proizvoda, a odnose se na
zadovoljavajuée osnovne organolepticke, ali i sofisticirane teksturne i senzorne karakteristike
nosaca primenjenog za isporuku, S$to se direktno odrazava na komplijansu savremenog pacijenta
(Panteli¢, 2013). Poznato je da izbor podloge ili vehikuluma ima znacajan uticaj na dermalnu ili
transdermalnu isporuku lekovite supstance koja je u nju inkorporirana (Otto i sar., 2009). Iz tog
razloga, prilikom formulacije leka koji se primenjuje na kozi treba razmotriti viSe kriterijuma,
generalno  grupisanih  kao: i) farmaceutsko-tehnoloski, i) biofarmaceutski 1  iii)
kozmetski/kozmetoloski (Surber i sar., 2001).
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Slika 1.2. Prikaz mehanizama penetracije kroz kozu (preuzeto i prilagodeno iz referenci
Alexander i sar., 2012; Elias, 1983).

Prema najnovijoj klasifikaciji Svetske zdravstvene organizacije, dostupnoj u 25-om izdanju
vodica za ATC Kklasifikaciju i DDD dodelu (Guidelines for ATC classification and DDD
assignment, 2021), kortikosteroidi za lokalnu terapiju su prema jacini dejstva grupisani u 4 grupe na
slede¢i nac¢in (WHO Collaborating Centre for Drug Statistics Methodology, Norwegian Institute of
Public Health, azurirali su podatke 01.01.2022.):

+ Slabi (grupa I): metilprednizolon, hidrokortizon, prednizolon.

s Umereno jaki (grupa II): klobetazon, hidrokortizonbutirat, flumetazon, fluokortin,
fluperolon,  fluorometolon, flupredniden, desonid, triamcinolon, alklometazon,
hidrokortizonbutirat, deksametazon, klokortolon, kombinacije kortikosteroida.

s Jaki (grupa III): betametazon, fluklorolon, dezoksimetazon, fluocinolonacetonid,
fluokortolon, diflukortolon, fludroksikortid, fluocinonid, budesonid, diflorazon, amcinonid,
halometazon, mometazon, metilprednizolonaceponat, beklometazon,
hidrokortizonaceponat, flutikazon, prednikarbat, difluprednat, ulobetazol.

% Vrlo jaki (grupa IV): klobetazol, halcinonid.



1.2. Sastayv i karakteristike film-formirajudih sistema

Polimerni sistemi u obliku te¢nih (film-formiraju¢i (FF) rastvori i film-formirajuce
emulzije) ili polucvrstih oblika doziranja (film-formiraju¢i gelovi) su ocenjeni kao noviji,
obecavajuci nosaci za produzenu i ciljanu (trans)dermalnu isporuku lekovitih supstanci. Mogu biti
veoma pogodni za lokalnu primenu na kozi i dermalnu isporuku hidrofilnih, a posebno lipofilnih
lekovitih supstanci. Medu njima, film-formiraju¢i sistemi (FFS) obrazuju in situ tanke i
transparentne polimerne filmove nakon evaporacije rastvarata na povrsini koze (Ammar 1 sar.,
2013; Frederiksen i sar., 2015; Garvie-Cook 1 sar., 2015; Gennari i sar., 2019; Misra i sar., 1996;
Piinnel i Lunter, 2021; Schroeder i sar., 2007a), koja ima prosecnu povrSinsku temperaturu izmedu
28132 °C.

FFS se zbog svojih brojnih prednosti (pre svega lakoée primene, odsustva okluzivnih
svojstava, brzog suSenja i1 obrazovanja in situ gotovo nevidljivog, transparentnog, kozmeticki
kompaktnog filma na kozi, posedovanja visokog solubilizacionog kapaciteta za lipofilne i hidrofilne
API, manje ucestalosti doziranja u odnosu na konvencionalne polu¢vrste preparate, smanjenja
iritacije 1 rizika od sistemske toksi¢nosti, omogucavanja produzenog i kontrolisanog oslobadanja
lekovite supstance formiranjem rezervoara u i/ili na kozi i poboljSanja biofarmaceutskih
performansi i adherence pacijenata) intenzivno istrazuju kao potencijalni nosaci lekova za razlicite
puteve primene (Ammar i sar., 2013; Frederiksen i sar., 2015; Gennari i sar., 2017; Kathe i
Kathpalia, 2017; Schroeder i sar., 2007a; Tran i Tran, 2019; Yang i sar., 2020). Precizni i efikasni
FFS obezbeduju veliki potencijal za kontrolisanu isporuku API u ili kroz kozu sa kombinovanim
prednostima konvencionalnih farmaceutskih oblika (najcesce rastvora za kozu, emulzija za kozu ili
hidrofilnih gelova) i filmova (Tran i Tran, 2019). Lakoc¢a primene i pozeljna kozmeti¢ka svojstva
FFS sa aspekta da se brzo suse, manje zamasc¢uju ili su potpuno nemasni na kozi i gotovo nevidljivi
nakon aplikacije, ¢ine ih superiornijim u odnosu na konvencionalne farmaceutske oblike, narocito
polucvrste konzistencije (Asasutjarit i sar., 2020; Schroeder i sar., 2007a). Ovo je posebno izrazeno
u lecenju hroni¢nih koznih oboljenja, s obzirom da je stalni kontakt FFS sa kozom tokom citavog
perioda primene od presudne vaznosti. S druge strane, manja ucestalost doziranja FFS se moze
posti¢i poveéanjem vremena kontakta i/ili odrzavanjem isporuke lekovite supstance na mestu
delovanja formiranjem njenog rezervoara u ili na kozi (Ammar i sar., 2009; Frederiksen i sar.,
2015).

Pored primene u oblasti farmacije, polimerni film-formirajuci sistemi se intenzivno koriste u
sastavu razlic¢itih kozmetic¢kih proizvoda, pre svega zahvaljuju¢i sposobnosti da indirektno hidratiSu
kozu, stvaraju lubrikantni film na kozi, poboljSaju prolazak kozmeticki aktivnih supstanci u dublje
slojeve koze bez prodora u sistemsku cirkulaciju, pruzajuéi tzv. efekat druge koze (Kessler i sar,
2016; Piinnel i Lunter, 2021).

FFS za dermalnu primenu u tecnom obliku, mogu biti tipa rastvora, odnosno disperzija
koje u svom sastavu sadrze slede¢e osnovne grupe ekscipijenasa:

1. Polimere, ili kombinacije polimera;
2. Plastifikatore;

3. Organske rastvarace;

4. Sa opcionim dodatkom:

% inhensera penetracije i
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¢ lipidnih ekscipijenasa (poput triglicerida srednje duzine lanca (engl. medium-chain
triglycerides, MCT))

koji doprinose povec¢anom i produzenom oslobadanju lekovite supstance (Frederiksen i sar., 2015;
Garvie-Cook i sar., 2015).

Prvi i odlucujuéi faktor u razvoju i dizajnu polimernih FFS je izbor adekvatnog polimera,
koji je odgovoran za karakteristike rezultujuéeg filma, ali moze da izazove i odredene efekte na
kozi (Bodratti i Alexandridis, 2018). Pored toga Sto treba da poseduje dobra film-formirajuca
svojstva i da ne iritira kozu, polimer mora biti rastvorljiv u rastvaracu prihvatljivom za primenu na
kozi (Schroeder i sar., 2007a). Rastvorljivost polimera u organskim rastvara¢ima je obi¢no visa
nego u precis¢enoj vodi, te iako je prisustvo organskih rastvara¢a manje pozeljno za kozu, ali i
zivotnu sredinu, brza isparljivost organskih rastvara¢a dovodi do kraéeg vremena susenja FFS i
obrazovanja kontinuiranog filma. Etanol je obi¢no rastvara¢ izbora u ovakvim formulacijama, a
FDA prihvata sadrzaj od > 95% ovog anhidrovanog rastvaraca za primenu u topikalnim rastvorima.

A)
Evaporacija rastvaraca
Aplikovanje FFS na kozu
_-— = —
B) Evaporacija rastvaraca
T
E— AplikovanjeFFSna ® LA /. ¢
/_\ .
s 5 o - Fole 90
NS >~ e . -
7 K JX I 0o 0 0O o ©
- — @~ . e \
Bl ey
— S - .> .
™ Cestice Cestice polimera

Slika 1.3. Ilustracija formiranja filma iz FFS (A) u obliku rastvora ili (B) disperzije Cestica
(razli¢itih asocijata) polimera (preuzeto i prilagodeno iz Tran i Tran, 2019).

Osim toga, koriS¢eni rastvara¢ mora biti u dovoljnoj meri kompatibilan sa kozom i ne sme
dovesti do znacajne iritacije koze tokom procesa evaporacije. Film-formirajué¢i polimer mora biti u
potpunosti rastvoren ili homogeno dispergovan u izabranom rastvaracu (Kathe i Kathpalia, 2017).

Kada je FFS u obliku rastvora, polimer moze da uspostavi bliske molekulske interakcije
koje su kljuéne za nastanak filmova glatke povrSine. Suprotno, koalescencija Cestica nakon
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isparavanja rastvaraca iz disperzija FFS moze rezultirati filmovima grublje, neravne povrSine
(Altmann 1 sar., 2014) (slika 1.3.). Iz polimernih rastvora obrazovanje filma se odvija brzom
evaporacijom rastvaraca i interpenetracijom individualnih polimernih lanaca, tako da nastali tanki,
transparentni film uspesno adherira za kozu (slika 1.4.). Ova faza interpenetracije lanaca izmedu
ostalog zavisi 1 od viskoziteta rastvora, §to je svojstvo koje ukazuje na hidrodinamic¢ku interakciju
izmedu polimera i rastvaraca koja se odvija pri definisanoj koncentraciji polimera (Felton, 2013;
Lecomte i sar., 2004; Siepmann i sar., 2008). Naravno, sa porastom koncentracije polimera, takode
se povecava i viskozitet rastvora. Viskozitet dodatno zavisi od molekulske mase polimera, te njeno
povecanje oc¢ekivano rezultira i ve¢im viskozitetima na datoj temperaturi.

Naravno, nakon evaporacije rastvaraca do obrazovanja filma dolazi i iz polimernih
disperzija. Medutim, u tom slucaju prvo mora do¢i do koalescencije i izvesne deformacije
pojedinac¢nih polimernih asocijata, kako bi u narednom koraku bila omoguéena interpenetracija
individualnih polimernih lanaca, Sto rezultuje obrazovanjem filma (Felton, 2013). Ovaj proces je
usko povezan sa dimenzijama (tj. indeksom polidisperznosti) nastalih polimernih Cestica, ali je
taCka kriticna za uspeh formiranja filma - temperatura. Naime, neophodno je da se evaporacija
rastvaraca desi na temperaturi ve¢oj od minimalne temperature obrazovanja filma (engl. minimum
film forming temperature, MFFT) da bi se garantovala zeljena koalescencija Cestica. Vrednost
MFFT zavisi striktno od tipa polimera i veli¢ine Cestica, tj. agregata polimera (Gennari i sar., 2019).

¢

FF rastvor
Polimer - ———) t
Povrsina koze —- — —

Slika 1.4. Ilustracija osnovnih faza procesa formiranja filma iz FFS u obliku rastvora (preuzeto i
prilagodeno iz Piinnel i Lunter, 2021).

Specifi¢no, kada je prisutna vodena disperzija polimera poput Eudragit® NE (prema
proizvodackoj specifikaciji u pitanju je 30% vodena disperzija) tada proces formiranja filma
obuhvata 3 faze koje ukljucuju: evaporaciju vode, ireverzibilni kontakt i deformaciju cestica do
koalescencije i nastanka filma, kao Sto je prikazano na slici 1.5. Ipak, ovaj mehanizam se zbog
kompleksnosti procesa transformacije jo§ uvek istrazuje. Evaporacija vode se verovatno desava
tokom celokupnog procesa formiranja filma, poc¢evsi od sudaranja Cestica na povrSini supstrata do
intermedijernog stadijuma koji se zavrSava koalescencijom i krajnjeg stadijuma formiranja filma
kada voda evaporira difuzijom preko obrazovanog filma u gornjim slojevima, pri ¢emu u razli¢itim
fazama transformacije dolazi do varijacija u brzini evaporacije vode. U prvoj fazi brzina
evaporacije vode je najveca, a zatim se progresivno smanjuje do finalnog stadijuma (Steward i sar.,
2000; Vanderhoft'i sar., 2007; Yang i Craig, 2020).

U FFS, polimeri mogu biti kori§¢eni samostalno ili u kombinaciji. Uspostavljena je osnovna
razlika izmedu FF polimera rastvorljivih u vodi i onih koji nisu rastvorljivi u vodi. Polimeri
rastvorljivi u vodi imaju hidrofilni karakter i oni su uglavnom pogodni za formulacije iz kojih
lekovita supstanca brzo penetrira u stratum corneum, gde se moze obrazovati i svojevrsan
rezervoar. Medutim, kod FF formulacija cilj je da se obezbedi rezervoar lekovite supstance u samoj
formulaciji, te iz tog razloga sami hidrofilni polimeri Cesto nisu pogodni, odnosno dovoljni.
Nasuprot tome, polimeri nerastvorljivi u vodi formiraju vodotporni film sa visokom
supstantivno$¢u na kozi, ali su Cesto krti i nefleksibilni, §to kompromituje ujednacenu adheziju za
kozu i uzrokuje ljuskanje ili kidanje FF formulacija. Stoga, da bi se povecala uniformnost filma i
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njegova fleksibilnost, obi¢no se dodaju plastifikatori ili se kombinuju FF polimeri razliite
rastvorljivosti u vodi (de Oliveira i sar., 2020).

0 g e 1

Ifaza
Evaporacija vode

II faza
Deformacija ¢estica

IO0T faza
Koalescencija filma

Slika 1.5. Tlustracija tri osnovne faze u procesu formiranja filma pripremljenog koriséenjem
vodenih disperzija FF polimera (preuzeto i prilagodeno iz Yang i Craig, 2020).

U zavisnosti od broja strukturno ponavljajucih jedinica svi polimeri, pa i FF polimeri, se
mogu podeliti u 2 velike grupe: homopolimere i heteropolimere (kopolimere). Polimeri ili
makromolekuli su molekuli velike molarne mase koji nastaju u polimerizacionim reakcijama putem
pretezno kovalentnog vezivanja velikog broja malih molekula tj. monomernih, ponavljajucih
jedinica. Obi¢no su u osnovnom lancu prisutne grupe poput alkana, estra, karbonata, arila, silana,
amida i1 imida, dok su alkoholi, karboksilne kiseline i amini ¢esto zastupljeni u bo¢nim grupama.
Postoji odredena sli¢nost izmedu polimera i koloidnih (disperznih) sistema u pogledu same veli¢ine
Cestica (1-100 nm), kao i izvesnih fizi¢kih karakteristika poput sedimentacije, difuzije i sposobnosti
rasipanja svetlosti. Pa ipak, bitno je ista¢i da za razliku od koloidnih sistema kod kojih usled
promene rastvara¢a moze do¢i do agregacije Cestica i naruSavanja same strukture sistema, kod
polimernih sistema to nije slucaj, te sama promena rastvara¢a moze usloviti isklju¢ivo promenu
pojedinih svojstava makromolekula, ne narusavaju¢i time njihovu makromolekularnu strukturu.
Ovo se upravo i objasnjava prisustvom izuzetno jakih kovalentnih veza (Marjanovié¢-Cirié, 2013).

Generalno, polimeri se prema svom poreklu klasifikuju na prirodne, sintetske i
modifikovane.
Prirodni polimeri se dalje mogu klasifikovati na :

1. Organske biopolimere poput Zelatine, kolagena, hijaluronske kiseline, celuloze,
alginata, kazeina, keratina, miozina, fibroina, hondroitin sulfata, hitozana, nukleinskih
kiselina, 1 dr.

2. Neorganske polimere poput hidroksiapatita, kalcijum sulfata, kalcijum karbonata,
tetrakalcijum fosfata, a-trikalcijum fosfata, B-trikalcijum fosfata, alumosilikata i dr.



Polimerni lanci makromolekula bioloskog porekla su obi¢no kruti, dok sintetski polimeri poseduju
fleksibilnije lance. Za razliku od bioloskih polimera koji najceS¢e sadrze viSe razlicitih tipova
monomernih jedinica koje se ponavljaju uzastopno, sintetski polimeri obi¢no sadrze svega jedan do
dva ili nekoliko tipova ponavljaju¢ih monomernih jedinica u svom lancu (Marjanovié-Cirié, 2013).

Na osnovu svoje strukture polimeri mogu biti: linearni, razgranati sa kratkim i dugim
granama, umrezeni ili lestvicasti. Vece duzine lanaca tj. ve¢e molarne mase polimera determinisu i
ve¢i broj interakcija i medusobnih preplitanja fleksibilnih lanaca u materijalu. Ova odlika
karakteriSe vecu ¢vrstocu, elastiCnost 1 niz drugih svojstava polimernih ekscipijenasa. Osim toga
mehanicke karakteristike polimernih molekula zavise od gustine unutrasnjih polja interakcija unutar
ovako specifi¢nih tzv. ,,mikro-termodinamickih® sistema ili unutar materijala u celini. Zbog toga se
svojstva materijala odreduju kao zbirni efekat mnostva razlicitih interakcija. Medutim, sa druge
strane, kada su polimerni lanci isuviSe dugi, njihova fluidnost donekle opada Sto otezava
oblikovanje materijala u zeljene, krajnje proizvode. U tipi¢noj lancastoj strukturi polimera,
prostorna organizacija i fleksibilnost lanaca kao i njihova duZzina (tj. molarna masa) determinisu
vazne karakteristike svakog FF polimera. Tipi¢ne vrednosti molarne mase za linearne polimere kao
biomaterijale se kre¢u u opsegu od 25,000-100,000 relativne molekulske mase. Optimalnim
molarnim masama za farmaceutsku primenu obi¢no se smatraju one u opsegu od 50,000-300,000
(Bala¢ i sar., 2010).

Nadalje, temperatura staklastog prelaza ili temperatura prelaska u staklasto stanje 7
(°C) (engl. glass transition temperature) definisana kao temperatura na kojoj ili iznad koje
molekularna struktura ispoljava makromolekularnu pokretljivost predstavlja sustinsko svojstvo u
pogledu karakterizacije termalne aktivnosti polimera, a odnosi se samo na amorfni deo
polukristalnog materijala tj. polimere amorfne (neuredene) strukture. 7, predstavlja meru jacine
interakcija izmedu polimernih lanaca. Na nizoj temperaturi amorfni delovi polimera su u
staklastom stanju gde su molekuli pretezno fiksirani. DoduSe, oni i tada mogu neznatno da
vibriraju, ali izostaje kretanje odredenih delova molekule. Kada su amorfni delovi polimera u
staklastom stanju, polimer ¢e uglavnom biti tvrd, sklon pucanju i krut. Pri postepenom zagrevanju
polimer gradijalno dostize temperaturu staklastog prelaza. Pri toj temperaturi delovi molekula
pocinju postepeno da se pokreéu i polimer prelazi u stanje nalik gumi, tj. postaje mekan i
savitljiv. Rasporedenost veé¢eg broja polimernih lanaca ¢ini intermolekulsku strukturu materijala,
kao $to su kristali i polimerne mreze (poput hidrogela). Inace, sintetski polimeri mogu da grade
veoma sitne submikroskopske kristale koji mogu biti plocasti ili vlaknasti (Bala¢ i i sar., 2010).

Dalja karakterizacija polimera ukazala je da je re¢ o ekscipijensima koji potencijalno
ispoljavaju anti-nukleacionu aktivnost, tj. mogu da odloze kristalizaciju lekovite supstance tokom
dovoljno dugog vremenskog perioda da bi se na taj nain postigla poboljsana isporuka. Izraz
,hukleacija® definiSe stvaranje supramolekulskih agregata molekula kristalizirajuée materije,
nukleusa, koje se u sledecoj fazi povecavaju do nastanka makroskopskih kristala, S§to se naziva
rastom kristala. Stoga ¢e ispitivanje efekta polimera na samu isporuku lekovite supstance, kao i
stabilizaciju superzasi¢enih filmova biti presudno u poboljSanju dizajna ovakvih tipova
formulacija (Edwards i sar., 2017).

Prema dosadasnjem stanju tehnike u razvoju FFS ispitivani sa razli€iti polimeri (npr.
akrilati, akrilat/oktilakrilamid kopolimeri, poliuretan-akrilati, hitozan, derivati celuloze, poli(vinil
pirolidoni), polivinilpirolidon/vinilacetat kopolimeri, poliizobutileni, silikoni i mnogi drugi)
(Frederiksen i sar., 2015; Schroeder i sar., 2007a). Medu njima, ¢ini se da je upotreba metil
metakrilatnih kopolimera od posebnog interesa za oblast farmacije (Ammar i sar., 2013; Cilurzo i
sar., 2014; Frederiksen i sar., 2015; Garvie-Cook i sar., 2015; Lunter i Daniels, 2012).

Gennari i sar. (2017) su ispitivali FFS na bazi polimera Eudragit® RL (amonijum metakrilat
kopolimer u koncentraciji 10, 20 ili 30 %, m/m) i posledi¢ni efekat rastvarata na odredena
tehnoloska i biofarmaceutska svojstva FFS, ukljuujué¢i smese izopropil alkohola i acetona u
razli¢itim odnosima (90:10, 80:20, 70:30, 60:40 %, V/V) sa ili bez odabranog plastifikatora.

8



Ponasanje optimalnih formulacija je dalje razmatrano ispitivanjem permeacije na kozi tri razlicite
lekovite supstance: flurbiprofena, ibuprofena i ketoprofena u koncentraciji od 4 % (m/m).

S druge strane, istrazivacka grupa prof. Dominique Lunter okrenula se razvoju film-
formiraju¢ih emulzija, §to je zahtevalo prilagodavanje odredenih metoda karakterizacije, poput
ispitivanja supstantivnosti 1 permeabilnosti ovih formulacija (Lunter i Daniels, 2013; Lunter i sar.,
2014; Rottke i sar., 2014).

Vecina polimetakrilatnih polimera je komercijalizovana i prepoznatljiva pod trgovackim
nazivom Eudragit® koji danas predstavlja zastitni brend kompanije Evonik Industries AG
(Darmstadt, Nemacka). Oficinalni su prema Americkoj (USP-NF), Britanskoj (BP) i Evropskoj
farmakopeji (Ph. Eur.). Njihova prva komercijalna primena je zapocela 1950-tih godina. Tako su
1954. godine plasirana prva dva sintetska polimera - Eudragit L i Eudragit S namenjena za
oblaganje tableta filmom koji je bio znatno poboljSanog kvaliteta u odnosu na do tada koriS¢ene
materijale za oblaganje kao §to su Seceri i Selak. Uvodenje vodenih disperzija Eudragit-a 1972.
godine predstavlja glavnu prekretnicu u tehnici oblaganja koja postaje jednostavnija, bezbednija i
ekonomicnija.

Pored naziva Eudragit, polimetakrilati su poznati i pod ostalim razliitim trgovackim
nazivima kao $to su Acryl-EZE, Acryl-EZE MP, Eastacryl 30D; Kollicoat MAE 30 D; Kollicoat
MAE 30 DP; ili kao polimerni metakrilati. Dobijaju se polimerizacijom akrilne i/ili metakrilne
kiseline ili njihovih estara, a dostupni su na trziStu u obliku praskova, vodenih disperzija ili rastvora
organskih rastvaraca. Suvi praskovi su stabilni u vremenskom periodu tokom najmanje 3 godine,
pod uslovom da se cuvaju u dobro zatvorenim kontejnerima na temperaturi nizoj od 30 °C; dok je
za disperzije preporuka da se ¢uvaju na temperaturi izmedu 5 1 25 °C, u vremenskom periodu od
oko 18 meseci. Prema poreklu i sastavu, polimetakrilati naj¢eS¢e mogu biti sintetski anjonski ili
katjonski polimeri dimetilaminoetil metakrilata, metakrilne kiseline i estara metakrilne kiseline u
razli¢itom odnosu (Patra i sar., 2017). Polimetakrilati uklju¢uju, mnoge kopolimere estara akrilne
i/ili metakrilne kiseline sa razli¢itim fizickohemijskim svojstvima prema funkcionalnim grupama
(tabela 1.1.).

Eudragit® NE 30D, NE 40D i NM 30 D predstavljaju vodene disperzije neutralnog
kopolimera (30%, 40% 1 30%, respektivno) na bazi etil akrilata i metil metakrilata. Dostupni su u
obliku tecnosti niskog viskoziteta, mlecno-bele boje i karakteristicnog mirisa. Sve tri navedene
vrste imaju MFFT od 5 °C. Po svojstvima su visoko fleksibilni, pa obi¢no ne zahtevaju koris¢enje
plastifikatora. Druga prednost koja se istiCe je da se koriste u formulacijama preparata za
kontrolisano oslobadanje koji su nezavisni od pH vrednosti gastrointestinalnog trakta. Osim toga,
veli¢ina koloidnih Cestica navedene grupe polimera je dovoljna niska (oko 100 nm) da obezbedi
kompletnu fuziju izmedu ¢estica i omogucéi nastanak uniformnog i homogenog filma (Fahier, 2016).



Tabela 1.1. Osnovna fizickohemijska svojstva odabranih polimetakrilatnih polimera (Skalsky i

Petereit, 2008).
Tip polimera Molarna masa Tg MFFT
(g/mol) C) C)

Eudragit® NE ~ 800 000 ~ 9 5
Eudragit® NM ~ 600 000 ~ 11 5
Eudragit® E ~ 47 000 ~48

Eudragit® RS ~30 000 ~ 65 ~ 45
Eudragit® L ~ 123 000 ~ 110 ~25

Vazno je napomenuti da polimetakrilatni polimeri (iz Eudragit® linije) poseduju pogodna
svojstva za FFS jer ispoljavaju visoku fleksibilnost, kompatibilnost na kozi i kontrolisano
oslobadanje lekovitih supstanci. Nakon visedecenijske upotrebe u formulacijama za razli¢ite puteve
primene, polimetakrilati su generalno ocenjeni kao stabilni, netoksicni i neiritiraju¢i materijali.

Tako se u farmaceutskim oblicima namenjenim za oralnu primenu kao $to su tablete i
kapsule polimetakrilatni polimeri najces¢e primenjuju kao sredstva za oblaganje koja omogucavaju
kontrolisano i produzeno oslobadanje lekovite supstance, ali i kao sredstva za maskiranje gorkog ili
generalno neprijatnog ukusa, sredstva za poboljSanje cvrstoce i kao vezivna sredstva u tabletama. U
preparatima za oralnu primenu, doza od 2 mg/kg telesne mase smatra se bezbednom za upotrebu i
prema FDA zadovoljavajuca je za ekscipijense u oralnim tabletama i kapsulama. Ova doza se Cesto
sre¢e 1 na listama prihvatljivih neaktivnih sastojaka za neparenteralne lekove koji su odobreni u
Velikoj Britaniji i Kanadi (Patra i sar., 2017).

S druge strane, poznato je da je upotreba polimetilmetakrilata (PMMA) kao netoksi¢nih
materijala uvedena u stomatologiju jo§ davne 1937. godine. Kasnije, krajem 1960-tih i pocetkom
1970-tih godina, pocinje intenzivno ispitivanje i istrazivanje razlicitih potencijalnih ,,biomaterijala®
za koriS¢enje u medicinske i stomatoloske svrhe, medu kojima su dosta zastupljeni i polimeri. Tada
se mozda 1 prvi put pominje izraz ,,biomaterijali“. Polimeri se pretezno koriste kao biomaterijali za
zamenu mekih tkiva u kardiovaskularnoj i plasticnoj hirurgiji. Medutim polimeri se mogu koristiti i
za zamenu koStanih tkiva kada se u kombinaciji sa metalima koriste za izradu vestackog kuka.
Takode, kombinovana primena polimera sa drugim materijalima se primenjuje u izradi src¢anih
zalistaka gde se polimeri kombinuju sa metalima i materijalima na bazi ugljenika. Danas je
upotreba PMMA dosta zastupljena u izradi vestackih o¢nih sociva koja se koriste za zamenu
prirodnih sociva usled zamudenosti ili katarakte (Ratner i sar., 2004).

Polimeri kao $iroko zastupljeni biomaterijali u medicinskoj praksi mogu biti:

»  Nedegradabilni sintetski,
» Biodegradabilni prirodni i sintetski, i
» Bioderivativni prirodni i sintetski.

Sa aspekta medicinske upotrebe najvaznija svojstva koja ih karakteriSu su:
biokompatibilnost na kozi, netoksi¢nost, kohezija sa okolnim tkivom kostiju, niska cena ali i druge
specificne karakteristike poput potencijalne bioaktivnosti, zatim moguénost bioabsorpcije (tj.
biorazgradivosti), otpornosti na infekcije, na stvaranje tromba i dr. Tako se npr. iz grupe jeftinijih
nedegradabilnih sintetskih polimera izdvajaju poliamidi i poliolefini koji se koriste kao materijali
za hirurske konce; zatim poliestri kao materijali za krvne sudove (bajpasove); poliformaldehidi za
matrice srcanih zalistaka; polivinilhlorid za cevCice u sastavu kesa za krv. Iz grupe
nedegradabilnih sintetskih polimera koji imaju vecu cenu izdvajaju se polimetilmetakrilati koji se
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koriste za izradu kontaktnih sociva; poliuretani za katetere i veStacke sr¢ane mehurove; dok su
silikoni Cesto zastupljeni u rekonstruktivnoj hirurgiji; a hidrogelovi se koriste za kontaktna sociva
i kateterske prevlake. Iz grupe bioderivativnih polimera koji generalno pokazuju i visoku
reproduktivnost najéesce se koriste: hitozan za formulacije za oblaganje rana; kolagen za
implantate mekih tkiva i oblaganje rana, zatim razne prevlake; elastin se takode koristi za
prevlake, dok se umrezeni zZelatin koristi za specijalne prevlake vestackih sr¢anih mehurova. 1z
grupe biodegradabilnih prirodnih i sintetskih polimera najces¢e se koriste: umrezeni kolagen u
rekonstruktivnoj hirurgiji i za prevlake krvnih sudova; zatim kopolimeri polimlecne/glikolne
kiseline za hirurSke konce i koStane ploce; umrezeni albumin za prevlake krvnih sudova,
poliaminokiseline i polianhidridi za kontrolisano izlu¢ivanje i dr. (Bala¢ i i sar., 2010).

Posebno vaznu ulogu i Siroku primenu u kardiohirurSskoj i ortopedskoj hirurgiji imaju
polimeri u preparatima za prevenciju i lecenje bakterioloski-rezistentnih bolnickih infekcija na
mestu samog operativnog zahvata ili nakon izvedene intervencije, koje se deSavaju u post-
operativnom ili post-interventnom vremenskom periodu unutar 30 dana od same procedure ili
operativnog zahvata. Registrovani patentni pronalazak pod brojem EP 3 200 748 B1 objavljen
27.10.2021. opisuje jedan takav sastav u obliku biorazgradivog impregniranog supstrata
namenjenog za produzeno i kontrolisano oslobadanje lekovite supstance iz grupe antibiotika —
doksiciklina ili doksiciklin-hiklata, ¢ija je povrSina oblozena sastavom matrice na bazi dve vrste
lipida sa biorazgradivim polimerom. Polimer je izabran iz grupe biorazgradivog poliestra koji se
sastoji od polimle¢ne kiseline (PLA), poliglikolne kiseline (PGA), ili poli(mle¢ne-ko-glikolne
kiseline (PLGA). "PLA" se odnosi na poli(L-laktid), (poli(D-laktid) i poli(DL-laktid), gde se
biorazgradivi poliestar moze koristiti u rasponu koncentracija od 5-30%. Prvi lipidni sastojak je
odabran iz grupe sterola — holesterola koji je nekovalentno povezan sa biorazgradivim poliestrom,
dok je drugi lipidni sastojak najmanje jedan fosfolipid izabran od fosfatidilholina. Biorazgradivi
mineralni supstrat je bioapsorbuju¢i hidrofobni materijal u obliku granula trikalcijum fosfata
sastavljenih od a-trikalcijum fosfata (a-TCP) i B-trikalcijum fosfata (B-TCP). Supstrat moze biti i
sintetski polimer rastvorljiv u vodi, kao §to je na primer polivinilalkohol (PVA), polivinilpirolidon
(PVP), poliakrilna kiselina (PAA), N-(2-hidroksipropil) metakrilamid (HPMA), poli(2-alkil-2-
oksazolini), polifosfoestri (PPE), polifosfati i polifosfonati, sa napomenom da je sinteticki supstrat
samo deskriptivno opisan u prijavi pronalaska, i ne predstavlja deo zahtevanog pronalaska.

Postupak izrade ovog preparata se sastoji od sledec¢ih faza:

Faza I Biorazgradivi polimer i prva lipidna komponenta (npr. sterol) meSaju se sa
isparljivim organskim rastvaracem da bi se dobio rastvor ili suspenzija polimerne matrice
zasi¢ene lipidima;

Faza Il Aktivni agens i druga lipidna komponenta (npr. najmanje jedan fosfolipid) meSaju
se sa drugim isparljivim organskim rastvarac¢em da bi se dobio drugi rastvor ili suspenzija;
Faza IIl Dva rastvora ili suspenzije se kombinuju i mesaju dok se ne postigne ravnoteza,

Faza IV Mineralni supstrat se zatim mesa sa dobijenim rastvorom iz faze III; i

Faza V Organski rastvaraci se zatim uparavaju, dajuéi supstrat oblozen i/ili impregniran sa
polimernim matriksom zasicen lipidima koji sadrzi lekovitu supstancu.

Navedeni preparat prema pronalasku ima dosta Siroku primenu te se moze koristiti u ¢itavoj
paleti terapijskih indikacija: kod hirurskih operacija na ki¢mi, hirurSkih operacija digestivnih
organa, kardijalnih zahvata, popravke kile, vaskularnih intervencija, carskog reza, prostatektomije,
akuSerskih 1 ginekoloSkih hirurSkih operacija, hirurgije karcinoma glave i vrata, operacija
transplantacije, neurohirurgije i plasti¢nih operacija (EP 3 200 748 B1, datum patentne publikacije
27.10.2021). Patent je validiran u R. Srbiji.
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lako polimeri u farmaceutskim preparatima predstavljaju neaktivne sastojke, odnosno
farmaceutske ekscipijense, njihov efekat na formulacione i procesne parametre FFS, kao i
ponasanje na kozi, je presudan i moze biti viSestruk, otkrivaju¢i njihov potencijal da budu
multifunkcionalni materijali (Berkenkemper i sar., 2020), ili visoko funkcionalni ekscipijensi (van
der Merwe i sar., 2020). Uprkos cinjenici da su neki od polimera kori§¢enih tokom razvoja FFS
dobro poznati ekscipijensi u farmaceutskim oblicima namenjenim za druge puteve primene (kao $to
je ve¢ spomenuto, upotreba Eudragit® polimera je postepeno proSirena sa oralnih, &vrstih
farmaceutskih oblika do sistema za lokalnu isporuku (Gennari i sar., 2017; Patra i sar., 2017)),
evolucija formulacionih strategija je ukazala na potrebu za nizom novih informacija. U mnogim od
dostupnih publikacija primetno je odsustvo podataka koji se odnose na bioadhezivna svojstva, te
supstantivnost formulacija koje ih sadrze (Ammar i sar., 2009; Cilurzo i sar., 2014).

Nezavisno od izbora polimera, drugi vazan faktor u razvoju FFS je izbor plastifikatora.
Plastifikatori su klasifikovani u 2 osnovne grupe: na one rastvorljive u vodi kao $to su trietil-citrat
(TEC), triacetin, propilenglikol, polietilenglikol; i nerastvorljive u vodi kao $to su dibutil-sebacat
(DBS), dibutil-ftalat (DBF), acetiltrietil-citrat (ATEC), tributil-citrat (TBC). Vazno je napomenuti
da se u skladu sa njihovom rastvorljivos¢u podesava i adekvatno vreme meSanja u prisustvu
polimera. Generalno, plastifikatori rastvorljivi u vodi zahtevaju krac¢e vreme plastifikacije u odnosu
na one koji nisu rastvorljivi u vodi, usled simultanog rastvaranja u vodenoj fazi i svojevrsne
solubilizacije od strane prisutnog polimera (Siepmann i sar., 2008). Medutim, za optimalnu
interakciju sa Cesticama polimera lipofilni plastifikatori zahtevaju vreme mesanja u opsegu od 5 h
do 24 h nakon dodavanja vodene disperzije polimera. Plastifikator treba da penetrira kompletno u
Cestice polimera pre formiranja filma kako bi se postigla optimalna plastifikacija, najniza MFFT i
visoka permeabilnost nastalog filma. Jedino na taj nacin ¢e biti formiran homogen film (Lippold i
sar., 1990; Lippold i sar., 1999).

Plastifikator ispoljava jak uticaj na svojstva nastalih filmova, rezultirajuéi u vecoj
fleksibilnosti, smanjenju krtosti, unapredenom integritetu filma, poboljSanoj adhezivnosti filma sa
drugim povrSinama ili membranama (Briddick i sar., 2016; Wokovich i sar., 2006) i izvesnoj
permeabilnosti filmova (Ammar i sar., 2009). Pored polimera, plastifikatori takode doprinose
isporuci leka kroz kozu ne samo smanjenjem 7g obrazovanih polimernih filmova ve¢ i pove¢anjem
difuzije lekovite supstance (Frederiksen i sar., 2015). Tako se katjonski polimetakrilatni polimer
Eudragit® RS sa visokom Tg (priblizno 65 °C) moZe inkorporirati sa plastifikatorom kao $to je TEC
da bi se snizila 7g polimera za primenu na kozi i formiranje filma (Frederiksen i sar., 2015; Wagner
i sar, 2005). Tg je od velikog znacaja za oslobadanje lekovitih supstanci (Jenquin i sar. 1990),
stabilnost formulacije (Felton i sar., 2001; Fujimori i sar., 2002) i njena mehanicka svojstva (Felton
i sar., 2001, Wesseling 1 sar., 1999). Kada je FF formulacija u obliku rastvora, prisustvo
plastifikatora povecava slobodni volumen i olakSava pokretljivost lanaca polimera, smanjujuci
njegovu 7Tg, i na taj nacin poboljSava oslobadanje lekovite supstance (Ammar i sar., 2009;
Frederiksen 1 sar., 2015; Mahnaj i sar., 2011). Kada je FF formulacija u obliku disperzije,
plastifikator olakSava i1 ubrzava koalescenciju polimernih cestica dovode¢i do formiranja
kontinuiranog i debljeg fima, sa obi¢no produzenim profilom oslobadanja (Frederiksen i sar., 2015;
Rao i sar., 1997).

Bez obzira da li je lek namenjen za dermalnu ili transdermalnu primenu, mora biti sposoban
da dobro penetrira u/kroz stratum corneum. APl sa pretezno lipofilnim karakterom obicno
penetriraju u kozu bolje od hidrofilnih lekovitih supstanci, s obzirom da je matriks stratum
corneum-a takode lipofilnog karaktera. Tipi¢no, API koji su namenjeni za transdermalnu isporuku
su umerene lipofilnosti (vrednost log P je u opsegu od 1 do 5, idealno izmedu 1 i 3). Molekulska
masa takode, ima odlucujucu ulogu, s obzirom da male molekule odlikuje velika brzina difuzije (Mr
je u idealnom slucaju < 500 Da). Ove API treba da imaju nisku tacku topljenja (Tt < 250 °C), a
terapijska doza koja treba da bude transdermalno isporucena na dnevnom nivou da bude manja od
10 mg (Alberti i sar., 2005; Guy i Hadgraft, 1985; Hearnden i sar., 2012; Pastore i sar, 2015; Subedi
isar., 2010).
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Slede¢e vazno svojstvo lekovite supstance koje treba uzeti u obzir prilikom razvoja FF
formulacije je rastvorljivost. Ako se nosa¢ FF formulacija uglavnom sastoji od organskog
rastvaraca, lekovita supstanca u njemu mora biti rastvorljiva. Usled evaporacije isparljivog
rastvaraCa, povecava se i koncentracija lekovite supstance u formulaciji. Tokom ovog procesa
lekovita supstanca ne sme da kristaliSe, te je isto tako vazna njena dovoljna rastvorljivost i u
neisparljivim komponentama formulacije. Studije su pokazale da formulacije sa rastvorenim
lekovitim supstancama treba da imaju pH vrednost od 5 do 10 (Alberti i sar., 2005). pH vrednost
same koze je oko 5, tako da pH vrednost formulacije treba biti u ovom opsegu da bi se izbegla
iritacija koze tokom primene. Optimalnom pH vrednos¢u formulacije koja poboljsava (ili bar ne
inhibira) penetraciju lekovite supstance smatra se ona veéa od 7. Stoga se raspon pH vrednost od 5
do 10 smatra svojevrsnim kompromisom (Bucher i Walz, 1979; Matousek i sar., 2003). Kako je cilj
odrzati lekovitu supstancu u rastvorenom obliku i nakon obrazovanja filma, formirani film treba da
bude homogen, bistar i fleksibilan (Woertz i Kleinebudde, 2015a).

Ipak, do kristalizacije 1 rasta kristala lekovite supstance moze do¢i ukoliko njena
koncentracija prede granicu rastvorljivosti u polimeru, bilo nakon obrazovanja filma na kozi ili
tokom cuvanja leka (Woertz i Kleinebudde, 2015b). Gubitkom isparljive komponente nosaca,
povecéava se koncentracija lekovite supstance, dostizu¢i ponekad i stanje (super)saturacije na povrsini
koze. Supersaturacija moze rezultirati poboljSanom isporukom lekovite supstance povecanjem
termodinamicke aktivnosti formulacije bez uticaja na koznu barijeru (Gennari i sar., 2019). Medutim,
superzasi¢eni sistemi su inherentno nestabilni i ukoliko se odgovaraju¢im formulacionim
parametrima ne spreci sledstvena precipitacija lekovite supstance, gube se sve prednosti ovakvog tipa
sistema (Edwards i sar., 2017). 1z tog razloga, razvoj formulacije mora biti podrzan odgovaraju¢im
setom fizickohemijskih, odnosno termalnih i spektroskopskih metoda, kako bi se pratila promena
termodinamiCke aktivnosti leka, ali 1 eventualni doprinos molekulskih interakcija prisutnih
ekscipijenasa tom fenomenu (Tran i Tran, 2020).

Slabo rastvorljive lekovite supstance mogu biti inkorporirane u FF formulacije
suspendovanjem u pripremljenom vehikulumu (ili jednom njegovom delu) ili rastvaranjem i/ili
solubilizacijom u odgovarajuéem rastvaracu/smesi ekscipijenasa (Bhattacharjee i sar., 2014; Desai i
sar., 2011, Kianfar i sar., 2012). Vodene nanosuspenzije lekovitih supstanci slabo rastvorljivih u vodi
su takode, uspeSno inkorporirane u FF sisteme, rezultuju¢i na kozi u vidu tankih filmova bez
surfaktanata. Medutim, ovakve formulacije za sada pokazuju isklju¢ivo potencijal za brzo
oslobadanje inkorporirane lekovite supstance (Krull i sar., 2015).

1.3. Film-formirajudi sistemi za kontrolisano oslobadanje lekovite supstance u
razlicitim farmaceutskim oblicima

FF formulacije predstavljaju noviji oblik dermalnih preparata sa produzenim oslobadanjem
lekovite supstance (Frederiksen i sar., 2015; Piinnel i Lunter, 2021).

Uopsteno, sistemi za kontrolisano oslobadanje lekovite supstance imaju za cilj da kontrolisu
kinetiku oslobadnja aktivne supstance iz odredenog oblika doziranja u jedinici vremena. Sistemi za
kontrolisanu isporuku na bazi polimera koji su najceS€e zastupljeni u Cvrstim farmaceutskim
oblicima za peroralnu primeni (poput peleta i granula) su podeljeni u 2 grupe:

1. Sistemi matrice gde je API dispergovan unutar polimerne matrice (slika 1.6.a);
2. Sistemi tipa rezervoara gde je APl okruZen polimernim filmom koji kontrolise
oslobadanje (slika 1.6.b).
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a) b)

disperzija API
unutar
polimernog
matriksa

jezgro

Obloga polimernogfilma

Slika 1.6. Shematski prikaz a) sistema matrice i b) sistema rezervoara polimernih filmova kod
¢vrstih farmaceutskih oblika za (per)oralnu primenu (preuzeto i prilagodeno iz Fahier, 2016).

1. Sistemi matrice u ¢vrstim farmaceutskim oblicima

U sistemima matrice, lekovita supstanca moze biti rastvorena ili dispergovana u polimernoj
mrezi (polimernom matriksu) tako da se dobije matrica sa kontrolisanim oslobadanjem lekovite
supstance. Ovakvi sistemi obezbeduju niz prednosti kao §to su: lakoca izrade, niska cena i
mogucénost inkorporiranja visoke koli¢ine (doze) API. Mogu se dizajnirati razliCiti tipovi sistema pa
¢e samim tim i mehanizmi oslobadanja lekovite supstance ocekivano biti razli¢iti. Mnogi od
polimera su formulisani u obliku vodene koloidne disperzije da bi se prevazisli problemi koji su
povezani sa koriS¢enjem organskih polimernih rastvora, odnosno disperzija. Do oslobadanja
lekovite supstance dolazi difuzijom iz homogenog matriksa ili dufuzijom preko pora i/ili bubrenjem
i/ili erozijom heterogenog matriksa (Dashevsky i sar., 2004; Fahier, 2016).

2. Sistemi tipa rezervoara u ¢vrstim farmaceutskim oblicima

Kod sistema tipa rezervoara zastupljenim u ¢vrstim farmaceutskim oblicima, API se nalazi u
sloju oko jezgra ili je inkorporiran u hidrosolubilnoj smesi ekscipijenasa koja je u potpunosti
oblozena polimernim filmom. U zavisnosti od karakteristika polimera, mehanizmi oslobadanja
lekovite supstance, te samim tim i profili oslobadanja, bi¢e takode razli¢iti. Sistemi rezervoara
mogu da poseduju: a) ,,izvor aktivnosti koji nije konstantan®, gde je koncentracija API u rezervoaru
ispod saturacione; u tom slucaju lekovita supstanca je rastvorena, i molekule API koje se oslobadaju
preko membrane se ne zamenjuju novim, tako da ¢e se koncentracija API smanjivati tokom
vremena (posledi¢no, dobijaju se in vitro profili oslobadanja u skladu sa kinetikom prvog reda); i b)
,»1zvor konstantne aktivnosti®, gde je API prisutan u visku i oslobodene molekule lekovite supstance
se brzo zamenjuju rastvaranjem preostale koli¢ine nerastvorenog API. Na taj nacin, oslobadanje
ostaje konstantno dokle god je raspoloziva dovoljna koli¢ina API u visku (in vitro profili
oslobadanja prate kinetiku nultog reda). U ovom slucaju samo deo API je rastvoren usled njegove
niske rastvorljivosti. Nakon prethodno objasnjenog, molekule lekovite supstance difunduju kroz
polimerni film u skladu sa koncentracionim gradijentom (Lee i Li, 2010; Siepmann i Siepmann,
2012).
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1.4. Noviji zahtevi regulatornih vodica za topikalne preparate

Sa stanovista najnovijih regulatornih vodica u pogledu kvaliteta i ekvivalentnosti topikalnih
proizvoda (CHMP/QWP/708282/2018), ciljani profili kvaliteta proizvoda moraju biti dopunjeni
dodatnim podacima dobijenim putem specifi¢nih tehnika karakterizacije (Sanchez-Ballester i sar.,
2020). Dinamicka priroda FFS podrazumeva potrebu za definisanjem ciljanog profila kvaliteta
proizvoda (engl. quality target product profile, QTPP), koji se moze posti¢i samo identifikacijom
njihovih kriti¢nih atributa kvaliteta (engl. critical quality attributes, CQAs), tako da se relevantne
karakteristike koje imaju uticaja na kvalitet mogu dalje istrazivati i kontrolisati (Kis i sar., 2019;
Kovacs i sar., 2020).

wMetamorfoza“ ili transformacija formulacija film-formiraju¢ih sistema za topikalnu
primenu koja se odvija nakon aplikovanja FFS na kozi je svojstvo od posebnog znacaja, imajuéi u
vidu da se karakteristike formulacije drasticno menjaju nakon kratkotrajnog isparavanja i
razmestanja rastvaraca na povrsini koze, omogucavajuéi generisanje rezidualnog filma na kozi.

Vaznost metamorfoze topikalnih formulacija prilikom primene je nedavno ozvanicena od
strane Evropske agencije za lekove (EMA 2018) i to nacrtom gorepomenutog vodica (pun naziv
Draft guideline on quality and equivalence of topical products).

Do danas je ovo svojstvo bilo predmet interesovanja svega nekoliko grupa istrazivaca
(Danby 1 sar., 2020; Fantini i sar., 2019; Frederiksen i sar., 2016; Surber i Knie, 2018). Pored
standardnih aspekata koji se odnose na kvalitet, bezbednost i efikasnost preparata za topikalnu
primenu, ,, metamorfoza“ ili transformacija FFS zahteva posebnu procenu jer ona ima sustinski
uticaj na brojne mehanizme koji uticu na dalje ponasanje sistema na kozi (npr. precipitaciju
inkorporiranog API) i njihovu stabilnost.

Nezavisno od ociglednog uticaja na dermalnu raspolozivost, prepoznato je da znacajna
transformacija nosaca lekovite supstance tokom i1 nakon primene, moze drasticno uticati na njegovu
supstantivnost i taktilna svojstva (Danby i sar., 2020).

U zavisnosti od kinetike evaporacije ekscipijenasa, (1) inicijalna ili primarna formulacija
se najpre transformiSe u (2) sekundarnu, a zatim dalje do (3) tercijarne (rezidualne) koja ostaje na
kozi (Surber 1 Knie, 2018). Zahvaljuju¢i kontrolisanim modifikacijama, povecava se
termodinamicka aktivnost lekovite supstance, Sto ide u prilog efikasnijoj penetraciji, te i
bioraspolozivosti u odnosu na konvencionalne poluc¢vrste i tecne farmaceutske oblike (Gennari i
sar., 2019). Nazalost, regulatorne smernice ne preciziraju metode karakterizacije
metamorfoze/transformacije formulacija. Nakon isparavanja isparljivih rastvarata kod ovakvih
sistema postoje dve mogucnosti: 1. aktivna supstanca ostaje u rastvorenom stanju i formira
superzasiceni sistem ili 2. kristaliSe usled ¢ega se obi¢no smanjuje brzina i stepen penetracije
aktivnog sastojka. Stoga, odrzavanje superzasi¢enog stanja koje je stabilno u relevantnom
vremenskom periodu je od presudne vaznosti za efikasnost FFS. Prema nacrtu navedenog vodica,
procena dela performansi topikalnih proizvoda se izvodi in vitro ispitivanjem brzine oslobadanja ili
in vitro ispitivanjem permeacije. S druge strane, ukoliko je potrebno sprovesti procenu
ekvivalentnosti u pogledu efikasnosti (prisustvo ekscipijenasa koji mogu da uti¢u na performanse)
umesto klini¢kih studija, predlaze se koris¢enje metoda za procenu kinetike permeacije (npr. in
vitro ispitivanje permeacije kroz izolovanu humanu kozu). Osim fenomena transformacije i
supersaturacije, moraju se razmotriti i drugi parametri kvaliteta koje treba idealno posti¢i na
finalnom stupnju razvoja proizvoda i proizvodnje, uzimajuéi u obzir kvalitet, efikasnost, bezbednost
1 prihvatljivost leka od strane pacijenata.

Trenutno dostupni ISO i ASTM standardi (npr. ISO 2014; ASTM 2017, 2018, 2020) odnose
se na karakterizaciju tankih filmova pretezno namenski kori$¢enih u industriji boja i lakova. Blize
opisan Internacionalni standard ISO 2813:2014 odnosi se na boje i lakove, specificirajuéi postupak
za odredivanje sjaja prevlaka / premaza uz koris¢enje tri geometrije, tj. uglova refleksije od 20°, 60°
ili 85°. Sjaj je definisan kao opticko svojstvo povrsine sposobne da reflektuje svetlost, a sam princip
merenja sjaja je baziran na merenju usmereno reflektovane svetlosti. U ovom kontekstu njen
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intenzitet je meren u definisanom ugaonom polju oko ugla refleksije. Ova metoda je pogodna za
merenje sjaja ne-teksturnih premaza, ali i sjaja metalnih premaza. Primeri stepena sjaja mogu biti:
visokog sjaja, sjajan, svilenkastog sjaja, polu-sjajan, saten, mat i potpuno mat. Vrednost sjaja se
izracunava kao odnos pomnozen sa 100 od svetlosnog fluksa reflektovanog iz uzorka prema onom
reflektovanom od strane staklene povrsine sa indeksom refrakcije od 1,567, pri talasnoj duzini od
587,6 nm u spekularnom pravcu, za specifikovani ugao refleksije i1 specifikovane otvore uglova
svetlosnog izvora i receptora (fotodetektora). Izrazava se u svetlosnim jedinicama kao ceo broj
(engl. gloss unit - GU). Da bi se odredio stepen sjaja, polirano tamno staklo kao referentni materijal
sa indeksom refrakcije od 1,567, pri talasnoj duzini od 587,6 nm (centralnoj talasnoj duzini funkcije
spektralne svetlosne efikasnosti) je pridruzeno vrednosti 100 za geometrije 20°, 60° ili 85°.
Vrednosti se mere reflektometrijskim aparatom na premazanim povrSinama, u korelaciji sa
vizuelnom percepcijom sjaja, odnosno dobija se odnos sjaja premaza i sjaja polirane ravne staklene
plo¢e sa specifikovanim referentnim indeksom refrakcije. Postupak merenja sjaja je odreden
slede¢im parametrima: mernim uglovima, zonama otvora, spektralnom adaptacijom. Intenzitet
reflektovane svetlosti zavisi od povrSine materijala i ugla refleksije. U skladu s ovim, premazane
povrsine sa povecanim upadnim uglom reflektuju vise svetlosti.

U zavisnosti od stepena sjaja povrsSine koris¢eni su slede¢i merni uglovi:

— 20° geometrija za povrSine visokog sjaja;
— 60° geometrija za polu-sjajne povrsine;
— 85° geometrija za mat povrsine.

Prema navedenom standardu, za svaku vrednost sjaja mora biti oznacena i koris¢ena geometrija.

Slede¢i opisani standard je ASTM standard: D3359-17 koji specificira standardnu test
metodu za merenje adhezije tankih filmova pomocu trake i to adhezije relativno elasti¢nih filmova
za metalne supstrate. Ova metoda se izvodi putem nanosenja i uklanjanja trake osetljive na pritisak
preko useka ili proreza nacinjenih na filmu. Koristi se isklju¢ivo za ocenu adhezije filma za
supstrat, odnosno da li je adhezija adekvatna za namenjenu primenu. Ovaj standard je sli¢an po
sadrzaju sa ISO 2409, ali nije tehnicki ekvivalentan. Dalje naveden ASTM standard (2018): D523-
14 determiniSe standardnu test metodu za spekularni sjaj. Sledeci, opisani ASTM standard (2020):
D1005-95 determiniSe standardnu test metodu za merenje debljine suvog filma formiranog od
organskih premaza. Ova metoda se primenjuje za merenje debljine filmova boja, lakova i sli¢nih
proizvoda koris¢enjem mikrometra. Metodom su propisane procedure koje koriste stacionarne
mikrometre (A i B), kao i procedure koje koriste ru¢ne mikrometre (C, D). Procedure A i C se ne
preporucuju za filmove ¢ija je debljina manja od 12,5 um. Minimalna debljina prema procedurama
B i D je u funkciji one koja je potrebna da omoguci uklanjanje uzorka kao slobodnog filma. Tako se
procedura A odnosi na stacionarni mikrometar koji se nanosi na ravne povrsine; zatim procedura B
se odnosi na stacionarni mikrometar za merenje slobodnih filmova; dok se procedura C odnosi na
ru¢no-drze¢i mikrometar za merenje premaza aplikovanih na glatke i ravne povrsine i procedura D
se odnosi na rucno-drze¢i mikrometar za merenje slobodnih filmova. Medutim, kako svi gore
opisani 1 dostupni ISO i ASTM standardi koji se odnose na karakterizaciju tankih filmova
uglavnom ne odgovaraju specificnostima dermalnih filmova za farmaceutsku primenu (npr. ISO
2014; ASTM 2017, 2018, 2020), sveobuhvatna karakterizacija performansi FFS zahtevaée od
istrazivaca u ovoj oblasti razvoj i/ili optimizaciju posebnih protokola ispitivanja.

Dalje, u pogledu karakterizacije jedno od najvaznijih funkcionalnih svojstava
(trans)dermalnih terapijskih sistema je bioadhezivnost. Bioadhezija je definisana kao vezivanje
(pripajanje) sintetskih ili bioloskih makromolekula za biolosko tkivo (Peppas i Buri, 1985). U
sistemu izveStavanja o kvalitetu lekova, FDA je primila brojne izvestaje o ,,nedostatku adhezije*
transdermalnih terapijskih sistema (engl. transdermal drug delivery systems, TDDS). Adhezija
TDDS je kriticna za bezbednost, efikasnost i kvalitet proizvoda. Adhezija ili nedostatak adhezije je
kritican parametar koji se direktno odnosi na isporuku lekovite supstance i terapijsku efikasnost
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leka. Stoga, samo konstantan kontakt terapijskog sistema sa kozom tokom citavog perioda primene
omogucava postojanu isporuku i resorpciju lekovite supstance (Ammar i sar., 2009; Minghetti i sar.,
1999). Adhezija za kozu se odvija na medupovrsini usled prisustva interatomskih i intermolekulskih
privlacnih sila, obezbedujuci da se postigne prisni kontakt. Da bi se ostvario ovaj stepen kontakta
film fora biti mekan i fleksibilan. Nakon pocetne adhezije, veza TDDS/koza se moze izgraditi ja¢im
interakcijama (npr. posredstvom vodoni¢nih veza), koje ¢e zavisiti od karakteristika koze, prisustva
odredenih funkcionalnih grupa i mnogih drugih parametara (Wokovich i sar., 2006).

Na osnovu svega navedenog, za optimizaciju kvaliteta FFS kao prospektivnih nosaca
lekovitih supstanci potrebno je definisati Kriti€ne atribute kvaliteta koji na najbolji nacin
karakteriSu FFS za dermalnu primenu, a koji su potencijalno kriticni za njihove terapijske
performanse. Set kriticnih atributa kvaliteta za FFS kao inovativne nosace lekova jo§ uvek nije
definisan. S druge strane, raznolikost terapijskih indikacija za topikalne tretmane primenom FFS
kao nosaca, otvara potrebu za opseznim istrazivanjima, iduéi dalje od fizickohemijskih zahteva,
kako bi ukljucili i in vivo procenu biofizickih svojstava koze (npr. pH koze kao jedan od relevantnih
parametara kod pojedinih koznih oboljenja) (Danby i sar., 2020; de Melo i Campos., 2019; Umar i
sar., 2020).

1.5.  Film-formirajuéi  sistemi kao nosaci lekovitih  supstanci za
dermalnu/transdermalnu primenu

Nakon $to su FFS prvobitno pretezno koriS¢eni u oblasti hirurgije ili za tretman rana
(Boateng i sar., 2008; Gupta i sar., 2019; Ovington, 2007; Patel i sar., 2018), zapoceta su ispitivanja
ovih sistema za (trans)dermalnu isporuku razli¢itih lekovitih supstanci, s obzirom da u odnosu na
konvencionalne formulacije omogucavaju postojaniji kontakt sa kozom (Frederiksen i sar., 2015;
Singh Malik i sar., 2016; Tran i Tran, 2017). Dok su polimerni FFS koris¢eni za transdermalnu
isporuku steroidnih hormona i analgetika da bi se postigao sistemski terapijski efekat, ovi sistemi
takode, predstavljaju atraktivne, alternativne topikalne formulacije u dermatologiji. Konkretno, FFS
mogu biti formulisani u obliku sprejova za kozu, rastvora za kozu, emulzija za kozu i hidrofilnih
gelova (tabela 1.2.) (Frederiksen i sar., 2016; Gennari i sar., 2019; Yu i sar., 2016).

Svega nekoliko FF formulacija se trenutno nalazi na trziStu. Primer dostupnog preparata za
lokalnu primenu na kozi na bazi polimernih film-formiraju¢ih sistema predstavlja Lamisil® Once
1% (Novartis Consumer Health SA, Nyon, Svajcarska) koji sadrzi antifungalni lek terbinafin
namenjen za ciljano leCenje dermatofitoza u stratum corneum-u, poput atletskog stopala (tinea
pedis) sa jednokratnom primenom (Lamisil® Once saZetak karakteristika leka). Ispitivanja su
pokazala da navedeni FFS zasnovan na kombinaciji film-formiraju¢ih polimera (konkretno
poli(akrilamid-koizooktilakrilata) i hidroksipropilceluloze) obezbeduje produzeno oslobadanje
terbinafina. Poveéano vreme zadrzavanja leka na kozi omogucava manju ucestalost primene u
poredenju sa preporuc¢enom primenom konvencionalnih formulacija tipa krema ili gela (Kienzler i
sar., 2007; Piinnel i Lunter, 2021).

Iako je na trziStu do sada dostupan ogranicen broj lekova tipa polimernih FFS za topikalnu
primenu, pri ¢emu je njihova dermalna upotreba u terapiji razlicitih koznih oboljenja relativno nova,
aktuelnost polimernih FFS kao potencijalnih nosaca razlicitih lekovitih supstanci ogleda se i u broju
formulacija tipa film-formirajuéih rastvora, gelova ili emulzija koje se trenutno nalaze u fazi
razvoja.

Prema sadasnjem stanju tehnike, na trziStu je dostupno svega nekoliko patentiranih
tehnologija na bazi polimera za neposredno formiranje filma na kozi, tzv. in-situ, dizajniranih za
dermalnu/transdermalnu isporuku leka poput: Liqui-Patch® tehnologije (Epinamics GmbH, Berlin,
Nemacka), Medspray® tehnologije (MedPharm Ltd., Guildford, Velika Britanija), ili DuraPeel®
tehnologije. DuraPeel® tehnologija je namenjena za produzenu isporuku leka u obliku kreme/gela
do 12h (Crescita Therapeutics Inc., Mississauga, ON, Kanada
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http://www.crescitatherapeutics.com/technology/durapeel). Tako je ova tehnologija koriS¢ena za
produzenu isporuku ropivakaina u obliku gela. Dalje, Liqui-Patch® tehnologije su u fazi razvoja
formulacija sa rivastigminom, testosteronom, terbinafinom i vitaminom D3 (Piinnel i Lunter, 2021).
Medspray® tehnologije koriste tzv. ,,patch-in-a-can‘ koncept pruzaju¢i dugo zadrzavanje na kozi ili
mukoznoj membrani nakon rasprSivanja film-formiraju¢ih rastvora
(https://www.medpharm.com/en/medspray).

S druge strane, na trziStu je dostupno nekoliko patentiranih i komercijalizovanih preparata
tipa FFS u obliku nisko-doznih sprejova tzv. MDTS® (engl. Metered Dose Transdermal System)
dizajniranih od strane kompanije Acrux Inc. (Melbourne, Australija), a namenjenih za
transdermalnu isporuku hormonskih lekova preko povrsine koze. Sam koncept MDTS je prvi put
bio razvijen od strane Victorian College of Pharmacy, Australija, dok je prvi komercijalni preparat
razvijen i plasiran od strane Acrux Ltd. koriS¢enjem inovativne tehnologije za primenu lekova
preko koze, kojom se zaobilaze moguce inter- i intraindividualne varijacije u doziranju. Ovi sistemi
u osnovi sadrze kombinovane sisteme rastvaraca (isparljive 1 neisparljive) i polimere, a mogu da
isporuce ta¢no definisanu koli¢inu API po jednoj primeni. Kao isparljivi rastvara¢i najcesce se
koriste metanol, etanol, dihlorometan, izopropanol, dok se kao neisparljivi rastvaraCi koriste
propilenglikol, voda i dietil-sebacat. Kao polimeri u njihovom sastavu navodno mogu biti koriS¢eni
bilo koji prirodni ili sintetski polimeri. Ovaj tip sistema ima niz prednosti u odnosu na
konvencionalne preparate polucvrste ili te¢ne konzistencije jer se jednokratno aplikuje u obliku
sprej sistema, a zapremina po povrSini primene je tacno definisana i formulacija je ravhomerno
distribuirana na kozi preko definisane povrsine. Tako je transdermalni sprej estradiola na razlicitim
trzistima zastupljen pod slede¢im brendovima: Evamist®, Lenzetto® i Ellavie®. Pod brendom
Ellavie® transdermalni sprej estradiola je od 2009. godine distribuiran u Australiji od strane
kompanije Aspen Pharmacare Australia, a u Svajcarskoj od strane kompanije Vifor Pharma
(Glattbrugg, Svajcarska) (Parhi i Swain, 2018). Evamist® MDTS je bio prvi regulatorno odobren
merno-dozni transdermalni sistem u obliku spreja razvijen od strane kompanije Acrux Inc.
(Melbourne, Australija) koji je dalje u 2016. godini komercijalizovan u Evropi i Evroaziji pod
brendom Lenzetto® (Gedeon Richter Ltd., Velika Britanija), za transdermalnu isporuku estradiola
(jednim rasprSivanjem isporucuje se 90 pL transdermalnog spreja koji sadrzi 1,53 mg estradiola,
odnosno 1,58 mg estradiol-hemihidrata). Koris¢en je u hormonskoj supstitucionoj terapiji za le¢enje
umerenih do jakih toplotnih valunga, tj. vazomotornih simptoma ucestalih u periodu menopauze.
Ovaj brzo-suse¢i 1 nevidljivi sprej (vreme susSenja priblizno oko 2 min) se najéeSce koristi za
jednodnevnu aplikaciju (ponekad je ordiniran i dva puta dnevno, a maksimalno moze biti ordiniran
3 puta dnevno) na unutrasnjoj strani podlaktice, isporucujuci nisku dozu estradiola $to rezultira
pozeljnim terapijskim koncentracijama u krvi slicno drugim odobrenim preparatima estrogena. Za
razliku od ostalih dostupnih transdermalnih proizvoda, prednost ovog preparata je da ima nisku
ucestalost prijavljene iritracije na kozi, dok je u odnosu na oralno primenjene estrogene izbegnut
metabolizam prvog prolaska kroz jetru, zatim, omogucava produzeno delovanje estradiola tokom
najmanje 24 sata i smanjen je uticaj enzimskih induktora. Pomoéni ekscipijensi su: oktisalat i
etanol, 96%. Sadrzaj alkohola u preparatu je 72,74% (https://www.acrux.com.au/product/estradiol-
mdts/; https://www.medicines.org.uk/emc/product/11175/smpc#gref).

Slede¢i polimerni FFS na trzistu u obliku spreja, takode razvijen od strane kompanije Acrux
Inc. (Melbourne, Australija) je Axiron® topikalni rastvor (Eli Lilly and Co., Indianopolis, SAD)
namenjen za transdermalnu isporuku sistemski aktivnog testosterona (30 mg testosterona u 1,5 mL).
Ovo je bio prvi komercijalizovani polimerni film-formiraju¢i rastvor u obliku spreja odobren od
strane FDA 2010. godine, za primenu u hormonskoj supstitucionoj terapiji kod musSkog
hipogonadizma (kongenitalnog ili ste¢enog) ili niskog nivoa / odsustva testosterona. Sprej se nanosi
preko pazu$nog aplikatora putem dodira (https://www.lilly.com/products/historic-products). Nesto
kasnije, Acrux je takode razvio brzo-suSe¢i preparat za isporuku testosterona pod nazivom
Testosterone MD-Lotion® koji se aplikuje direktno pod pazuhom, i to uz pomo¢ inovativnog
beskontaktog aplikatora. 2015. godine kompanija Eli Lilly je uspeSno kompletirala fazu III
klinickog ispitivanja za ovaj preparat u razli¢itim zemljama Sirom sveta. Za razliku od topikalnog
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rastvora koji se pazusno aplikuje direktnim kontaktom sa aplikatorom, gde svakoj slede¢oj primeni
mora prethoditi dodatni korak pranja i suSenja aplikatora, uocava se jasna prednost ovako
dizajniranog beskontaktnog aplikatora, iz razloga jednostavne primene ali i vece satisfakcije
pacijenata (https://www.eurekalert.org/news-releases/763653).

Jo$ jedan polimerni FFS u obliku spreja razvijen od strane kompanije Acrux Inc.
(Melbourne, Australija) je Nestorone MDTS® koji sadrzi sintetski gestagen — nestoron kao derivat
progesterona (19-norprogesteron), koji se vezuje iskljucivo za progesteronske receptore i namenjen
je za primenu u transdermalnoj kontracepciji. Nestorone MDTS® je te¢ni, brzo-suse¢i sprej koji
sadrzi oktisalat i etanol. Oktisalat se ¢esto koristi kao sastojak u preparatima za suncanje. Nestoron
pokazuje izrazito antiovulatorno dejstvo bez androgene ili estrogene aktivnosti in vivo. Dosadasnja
ispitivanja utvrdila su da se lekovita supstanca kontinuirano oslobada u cirkulaciji tokom perioda od
72 h (Fraser i sar., 2007).

Jos$ jedan polimerni FFS u obliku spreja, takode razvijen od strane kompanije Acrux Inc.
(Melbourne, Australija) je Nicotine MDTS® sa nikotinom kao API, a koristi se kod odvikavanja od
pusenja. U ovom slucaju, zavrSena je prva faza klinickog ispitivanja (Parhi i Swain, 2018).

Slede¢i polimerni FFS u obliku spreja, takode razvijen od strane kompanije Acrux Inc.
(Melbourne, Australija) je fentanil MDTS® za primenu u terapiji hroni¢nog bola. Tehnologija je
licencirana kompaniji CSL Limited (Melbourne, Australija).

Sledeci preparat plasiran od strane Elanco Pvt. Ltd pod brendom Recuvyra® sa opioidnim
analgetikom fentanilom kao API (50 mg/mL) je bio u obliku transdermalnog rastvora, za tretman
postoperativnog bola prilikom ortopedskih i hirurSkih intervencija na mekom tkivu. Koriséen je
isklju¢ivo za veterinarsku upotrebu i to kod pasa. Nosilac marketinske dozvole je od 2011. godine
kompanija Eli Lilly and Company Limited (Hamphshire, Ujedinjeno Kraljevstvo). Primenjivan je u
pojedina¢noj dozi 2-4 sata pre intervencije, a obezbeduje analgeziju tokom najmanje 4 dana.
Aktuelni status je da je lek povucen sa trziSta EU jer nosilac dozvole nije aplicirao za njenu obnovu
(https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/recuvyra-epar-product-
information_en.pdf;
https://www.ema.europa.eu/en/medicines/veterinary/EPAR/recuvyra#authorisation-details-section).

Prema podacima FDA iz 2016. godine, nekoliko lekovitih supstanci je inkorporirano u
transdermalne filmove sa produzenim oslobadanjem kao §to su buprenorfin, klonidin, estradiol,
fentanil, granisetron, metilfenidat, nikotin, nitroglicerin, oksibutinin, rivastigmin, rotigon,
skopolamin i selegilin.

Druga oblast potencijalne primene FFS je topikalna primena lokalnih anestetika. S druge
strane, cilj je takode smanjenje ukupne koncentracije lekovite supstance u preparatu, da bi se izbegli
odredeni nezeljeni efekti i ostvario produzeni efekat na ciljnom mestu (de Paula i sar., 2010). Za
topikalnu analgeziju, Ranade i sar. su razvili film-formirajuci sprej sa ropivakainom. Formulacije su
izradene sa lekovitom supstancom i razli¢itim koncentracijama polimera Eudragit® EPO koji su
dispergovani u etanolu i izopropil alkoholu. Anesteticki efekat spreja je bio uporediv sa
komercijalnim gelom lidokaina, ali je sprej aplikovan mnogo lakSe i sa manjom ucestaloS¢u, $to
svakako poveéava komplijansu pacijenta (Ranade i sar., 2017).

Nicoli 1 sar. su razvili tzv. patch-no-patch sistem, formuliSu¢i rastvore PVA, butil
metakrilat-metil metakrilat kopolimera (Plastoid®, Evonik Operations GmbH, Nemacka), PVP,
sorbitola, glicerina, lidokain-hidrohlorida i vode koji su osuSeni na sobnoj temperaturi do
transparentnog filma na silikonskom matriksu. Takav nafin formiranja filma zahtevao je da
tretirana povrsina koze najpre bude ovlazena sa vodom pre samog nanosSenja filma. Zatim je film sa
silikonskim supstratom postavljen na povrSinu koze i silikonski posrednik je uklonjen (Padula i sar.,
2007). Time je omoguceno da transparentni film adherira za povrSinu koze. Aplikovani film t;.
,»flaster koji nije flaster” se ponaSa kao sistem kontrolisan matriksom, te obezbeduje unapredenu
permeaciju uporedivu sa vodenim rastvorom lidokaina, a bez nezeljenih efekata, kao Sto su
alergijske reakcije prema adhezivu. Ne treba zanemariti ni pozeljne kozmeticke aspekte ovakvog
tehnoloskog resSenja (Padula i sar., 2003).
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U tabeli 1.2. u nastavku dat je pregled dosadasnjih ispitivanih FFS od strane brojnih
istrazivackih grupa sa razli¢itim model lekovitim supstrancama za potencijalnu (trans)dermalnu

primenu.

Tabela 1.2. Pregled najznacajnijih FFS formulacija i inkorporiranih API, u razliitim fazama

istrazivanja.
Farmaceutski ~ Aktivni sastojak Polimer Rastvarac Reference
oblik
Betametazonvalerat Klucel™ LF; Kollidon® 12 Etanol Frederiksen
PF/17 PF/25/30; EC; CH; 1sar., 2015
PAMA™; PME; PAOC
Betametazonvalerat HPC, PAMA®, PAOC Etanol Garvie-
Cook i sar.,
2015
Betametazonvalerat HPC, PAMA®, PAOC Etanol Herrmann i
sar., 2017
B Etinilestradiol PAMA™, HPC, PU Etanol Schroeder i
ili etanol/voda sar., 2007b
Flurbiprofen
Ketoprofen PAMA" Izopropil Gennari 1
Ibuprofen alkohol/aceton sar., 2017
Ketorolak PAMAY, Eudragit E, PVP Etanol Ammar i
K30 sar., 2013
Mupirocin PAMA Etanol/aceton Sritharadol
1sar., 2017
Oksibutinin Karbopol 940, Lutrol F127  Etanol/aceton/ Bakshi i
metilal” sar., 2008
Klotrimazol PAMA™ Etanol/aceton Paradkar i
Sprej o ) . Sar, 2015.
Metilfenidat PAMA, PAMA" Etanol; izopropil Edwards i
alkohol sar., 2017
Ropivakain PAMA®, PAMA, PAA, Etanol; izopropil Ranade i
HPC, polaksamer, PVA, alkohol sar., 2017
PVP
Betametazonvalerat PVP K90 Etanol Reid i sar.,
2013
Testosteron PAMA", Eudragit E, Etanol Luisar.,
PVPS630, PVP K30 2013
Flukonazol EC, PAMA™ Alkohol/aceton Gohel i
sar., 2009
Vorikonazol Mori i sar.,
2017
Losion* Testosteron PVP Izopropil alkohol Malik i
sar., 2016
Nonivamid Voda Heck 1 sar.,
Emulzija 2016
Nonivamid PAMA* Voda Heck i sar.,
2017
Nonivamid PME, PAMA" Voda Lunter i
Daniels,
2012
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Farmaceutski | Aktivni sastojak Polimer Rastvarac Reference
oblik
-- PVA Voda Guo i sar.,
2011
Gel
Kafein Fibroin Voda/etanol Gennari 1
sar., 2006
Ketoprofen CH Voda/etil alkohol Ohi sar.,
2017
Rotigotin HPC i Karbomer 934 Voda/etanol Liisar.,
2014
Tolterodin Karbopol 980 (neutralisan Voda/etil alkohol Liu i sar.,
sa TEA), HPC, HPMC 2014

Skracenice: PAMA™ - poli(amonijum-metil metakrilat) (Eudragit® RL ili Eudragit® RS); PAMA -
poli(aminometil metakrilat) (Eudragit® E); PAA - poli(metilmetakrilna kiselina) (Eudragit® L); HPC
- hidroksipropilceluloza, poloksamer, PVA - polivinilalkohol; PME - polimetiletilakrilat (Eudragit®

NE); PVP - polivinilpirolidon; EC - etilceluloza; CH - hitozan; HPCH - hidroksipropilhitozan;
PAOC - akrilati/oktilakrilamid kopolimer (Dermacryl 79); PU - poliuretan; HPMC -
hidroksipropilmetilceluloza.

# dimetoksimetan
*Jako losion nije zvani¢an farmaceutski oblik prema listi standardnih termina EDQM-a, srece se na
trziStima pod ingerencijom FDA.

Na osnovu sprovedenih preliminarnih in vivo ispitivanja okularne toksi¢nosti primenom
modifikovanog Draizeovog testa na muzjacima albino zefeva, nanoSenjem placebo uzoraka
polimernih nanosuspenzija sa polimerom Eudragit® RS i RL, pokazano je odsustvo okularne
toksic¢nosti kao 1 iritacije na oku do 24 h nakon primene, $to ukazuje na pogodnost koris¢enja ovih
materijala kao potencijalnih nosaca ¢ak i za oftalmolosku primenu. Da bi se procenio efekat cuvanja
Eudragit® RS i RL nanodisperzija na okularnu toleranciju, svaka serija je ispitana 1 dan i 4 meseca
nakon pripreme. S obzirom da je sluzokoza oka izuzetno osetljiva, pa su i zahtevi za
izradu/proizvodnju preparata za o€i rigorozniji u odnosu na zahteve za preparate za primenu na
kozi, rezultati ovog testa upucuju na bezbednost i nizak iritacioni potencijal formulacija sa
polimerom Eudragit® RS namenjenim za primenu na kozi (Pignatello i sar., 2002). Rezultati in vivo
testa iritacije na Wistar pacovima su pokazali da polimerni film-formiraju¢i sistemi za
transdermalnu isporuku tramadola na bazi hitozana i hitozan-Eudragit® NE 30 D polimera (1:1)
nisu izazvali bilo kakvu iritaciju. Nakon pracenja datih filmova na pojavu edema ili eritema tokom
24 hi 72 h, formulacije su klasifikovane kao neiritirajuée (Ammar i sar., 2009).
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1.6. Struktura i fizickohemijska svojstva betametazondipropionata kao lekovite
supstance u film-formirajucéim sistemima za dermalnu primenu

Imajuci u vidu da FFS obezbeduju znacajnu supstantivnost leka na kozi, kao i da dosadasnja
istrazivanja favorizuju inkorporiranje lekovitih supstanci dovoljne lipofilnosti (Piinnel i Lunter,
2021), od interesa je budu¢e model lekovite supstance za polimerne nosace za dermalnu isporuku
izabrati iz grupe kortikosteroida jakog delovanja, poput slaborastvornog betametazona u obliku
njegovog lipofilnog estra betametazondipropionata (BD, slika 1.7.). BD je 17,21-dipropionatni estar
betametazona, sintetski glukokortikoid sa metabolickim, imunosupresivnim i antiinflamatornim
delovanjem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Betamethasone-dipropionate). BD je
neutralno jedinjenje, molekulske formule CisH37FO7. Njegova hemijska i fizicka svojstva su
prikazana u tabeli 1.3.

Slika 1.7. Hemijska struktura betametazondipropionata (preuzeto sa
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Betamethasone-dipropionate).

Hemijski naziv: Pregna-1,4-dien-3,20-dion, 9-fluoro-11-hidroksi-16-metil-17,21-bis (1-oksopro-
poksi)-, (11B,16B); 9-Fluoro-11p,17,21-trihidroksi-16p-metilpregna-1,4-dien-3,20-dion 17,21-
dipropionat (USP 44, 2021).

Tabela 1.3. Fizickohemijska svojstva betametazondipropionata (Carrer i1 sar., 2020; PubChem,
2021; Merck Index, 2001; USP 44, 2021).

Molekulska masa 504,6 Da

Organolepticki izgled beo do kremasto beo prasak

Tacka topljenja 170-179 °C

Particioni koeficijent (oktanol/voda) log P =3,96

Rastvorljivost Lako rastvorljiv u acetonu, i hloroformu, umereno

rastvorljiv u alkoholu (96%), nerastvorljiv u vodi.
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Koristi se u leCenju razlicitih tipova dermatitisa, a efikasan je i kod psorijaze kosmatog dela
glave, hroni¢ne plak psorijaze na Sakama i stopalima. Efikasnost betametazona kod prethodno
navedenih indikacija mogla bi se znafajno unaprediti savremenim formulacionim pristupima,
odnosno ciljanom primenom formulacija unapredene supstantivnosti na mestu primene, tj. na
samim psorijaznim plakovima. Tokom lokalne primene kortikosteroida poznate su moguce
nezeljene reakcije (https://www.alims.gov.rs/ciril/files/lekovi/pil/515-01-00838-17-001.pdf).

Imaju¢i u vidu da odgovarajuée formulacije FFS mogu obezbediti kontrolisano, tj.
produzeno oslobadanje lekovite supstance od interesa je ispitati njihov potencijal za smanjenje
ucestalosti primene lokalnih kortikosteroida jakog delovanja.

Iako je primena film-formiraju¢ih materijala, odnosno sistema koji ih sadrze, interesantan i
obecavajuéi pristup postizanja kontrolisanog oslobadanja leka uz smanjenje ucestalosti primene (de
Oliveira 1 sar., 2020; Gennari i sar., 2017), primetan je nedostatak studija sa sveobuhvatnim
pristupom karakterizaciji ovih nosaca koje, osim razmatranja uticaja formulacionih i procesnih
parametara, obuhvataju i optimizaciju postojecih ili uklju¢ivanje specificnih tehnika karakterizacije
(posebno studija u in vivo segmentu). Razvoj FFS kao nosaca novije generacije za dermalnu
isporuku kortikosteroida posebno onih jakog delovanja poput BD, moze doneti odredene terapijske
koristi, odnosno voditi ka za pacijenta komfornom, manje ucestalom, efikasnijem i bezbednijem
lecenju koznih oboljenja.
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2. CILJ RADA

Kako bi se poboljsala dermalna raspolozivost i terapijski efekat lokalno primenjenih
kortikosteroida na kozi, neophodno je resiti problem njihove ograni¢ene isporuke ukroz kozu,
usled znacajnih barijernih svojstava stratum corneum-a, naroito kod odredenih dermatoloskih
oboljenja 1 stanja. Cilj ove doktorske disertacije bio je razvoj, optimizacija i sveobuhvatna
fizickohemijska, triboloska i biofarmaceutska karakterizacija dermalnih FFS. U cilju dobijanja
optimalnih FFS na bazi polimera namenjenih za ciljanu, ali produZenu dermalnu isporuku
kortikosteroida jakog delovanja (kao pogodna model lekovita supstanca odabran je betametazon u
obliku estra - betametazondipropionata), potrebno je proceniti uticaj tipa i koncentracije izabranog
polimera i/ili njihove kombinacije u sastavu FFS, kao i1 koncentracije lekovite supstance, i/ili
prisustva/odsustva inhensera penetracije ili surfaktanta na produzenu isporuku kortikosteroida
u/kroz kozu. Deo istrazivanja je posebno bio posvecen optimizaciji razli€itih in vitro 1 in vivo
metoda kako bi se dobio uvid o uticaju varijacija u sastavu formulacije (prisustvo hidrofobnog ili
hidrofilnog polimera, ili njihove kombinacije, prisustvo/odsustvo plastifikatora i/ili hemijskih
pojacivaca penetracije) na karakteristike obrazovanih filmova koje bi se mogle odraziti na njihovu
supstantivnost na kozi, odnosno definisao set kriti¢nih atributa kvaliteta specifi¢nih za navedene
inovativne nosace lekovitih supstanci. Generalno, cilj je bio da se izvrSi procena potencijalnog
znacaja primene novijih, naprednih sistema nosaca (FFS) koji ispoljavaju produzeno zadrzavanje na
kozi, smanjuju¢i ucestalost primene dermatokortikosteroida, uz zadovoljenje kozmetskih
o¢ekivanja savremenih pacijenata. Stoga, eksperimentalni rad u okviru ove doktorske disertacije
podeljen je u Cetiri faze, sa slede¢im pojedinac¢nim ciljevima:

Cilj prve faze eksperimentalnog rada je bio razvoj i odabir optimalnih polimernih FFS u
obliku rastvora i/ili disperzija na bazi polusintetskih ili sintetskih polimera kao potencijalnih nosaca
za BD, model slabo rastvorljive lekovite supstance iz grupe kortikosteroida jakog delovanja, za
produzenu i ciljanu isporuku na kozi. U tom smislu, kako kvalitet FFS zavisi ne samo od sastava
formulacije, ve¢ 1 od uslova izrade, tokom procesa razvoja, nakon odgovaraju¢ih preliminarnih
preformulacionih ispitivanja i odabira biokompatibilnih ekscipijenasa u eksperimentalnom dizajnu
formulisanom iz serije FFS (ukupno 55 formulacija), cilj je bio da se ispita uticaj prisustva razli¢itih
polimera (tipa i koncentracija) (Eudragit® RS PO, Eudragit® NE 30 D, Klucel® GF) ili njihovih
kombinacija, uticaj prisustva razliCitih plastifikatora (poput trietil-citrata, tributil-citrata,
propilenglikola ili glicerola, sa opcionalnom upotrebom inhensera penetracije kao S§to su srednje-
lan¢ani trigliceridi Miglyol® 812 ili nejonskog surfaktanta (polisorbat 80), i odabranog sistema
rastvaraca (etanol 96% V/V, propilenglikol, izopropil alkohol, etil acetat ili njihove kombinacije), a
zatim proceni uticaj procesnih parametara (brzina i stepen rastvaranja/dispergovanja polimera,
vreme 1 brzina meSanja), prisustva/odsustva BD, i njihovih interakcija na kriti¢ne atribute kvaliteta
(vreme susenja filma, debljinu filma, povrSinu filma, fleksibilnost/mehanicku otpornost) i senzorna
svojstva FFS. Nakon detaljne analize i kvantifikacije efekata svake pojedinacne komponente i
njihovih potencijalnih interakcija, cilj je bio da se izvrSi optimizacija sastava formulacije, uslova i
nacina izrade kako bi se dobili FFS optimalnih/zeljenih karakteristika za dermalnu isporuku
(najkra¢e vreme suSenja, niska lepljivost, odgovaraju¢a debljina filma, transparentnost filma,
fleksibilnost filma, lateralno Sirenje i1 fizioloSka prihvatljivost na kozi). Odabrane optimalne
formulacije dalje su podvrgnute detaljnoj fizickohemijskoj, mehanic¢koj i senzornoj karakterizaciji,
kao 1 proceni stabilnosti, kako bi se dobio dodatni uvid u pogodnost primene razvijenih FFS kao
potencijalnih nosaca za model lekovitu supstancu betametazondipropionat. Pojedini protokoli
ispitivanja su posebno osmisljeni i optimizovani potrebama ispitivanja farmaceutskih dermalnih
FFS, odnosno obrazovanih filmova. Iako postoji nekoliko oficijalnih vodi¢a (ISO 2813, 2014;
ASTM D3359-09, 2009; ASTM D1005-95, 2013; ASTM D523, 1996) za ispitivanje tankih
filmova, oni su uglavnom dizajnirani za filmove proizvedene i koriS¢ene u drugim industrijama
izuzev farmaceutske, stoga su njihovi protokoli modifikovani kako bi odgovarali potencijalnim

24



sistemima za isporuku lekovitih supstanci. Nakon prve faze ispitivanja znacajno je racionalizovan
broj uzoraka koji su usli u studiju in vivo ispitivanja u okviru druge faze ispitivanja.

Cilj druge faze eksperimentalnog rada bio je preliminarna in vivo procena podnosljivosti (tj.
iritacionog potencijala) FFS bez model lekovite supstance, na bazi hidrofobnih polimetakrilatnih
kopolimera: Eudragit® NE 30 D (poli (etil akrilat-ko-metil metakrilat 2:1, poliakrilatna disperzija
30 % Ph. Eur.) i Eudragit® RS PO (amonijum metakrilat kopolimer tip B, Ph. Eur.) i hidrofilnog
polimera Klucel® GF (hidroksipropilceluloza) ili njihove kombinacije, radi kvantifikacije i
poredenja efekata koje ovi sistemi ostvaruju na kozi tokom 24-ocasovne studije pod okluzijom
primenom neinvazivnih biofizi¢kih tehnika. Dodatno, kako bi se dobio dublji uvid u fenomen
transformacije FFS tokom primene na kozi, kao i u potencijalne interakcije izmedu koze i
generisanih filmova izvedena je posebna 24-Casovna triboloska studija. Finalno, na istim uzorcima,
a u cilju procene ocekivane adherencije/prijemcivosti ispitivanih formulacija na kozi/za kozu,
sproveden je in vivo test supstantivnosti koji simulira kontakt koza-FFS i FFS-odeca.

Cilj treée faze eksperimentalnog rada bio je detaljna fizickohemijska karakterizacija
izabranih FFS sa model lekovitom supstancom BD, kako u pogledu fizickog stanja BD u
formulacijama i nakon aplikovanja, razmatranja (super)saturacije, odnosno precipitacije lekovite
supstance u rezidualnoj formulaciji, kao i oceni morfoloskih i topografskih karakteristika
generisanih filmova, odnosno detekciji lek-nosa¢ interakcija. U cilju procene dugorocne
fiziCkohemijske stabilnosti, relevantna ispitivanja odabranih FFS sa BD sprovedena su inicijalno,
nakon tri meseca, nakon Sest meseci i nakon godinu dana ¢uvanja na sobnoj temperaturi (25 + 2°C).

Cilj Cetvrte faze eksperimentalnog rada bio je biofarmaceutska karakterizacija uporednim in
vitro ispitivanjem brzine i1 stepena permeacije BD iz razvijenih FFS, koja ¢e biti sustinska za
potvrdivanje anticipirane produzene dermalne isporuke izabranog model kortikosteroida. /n vitro
ispitivanje permeacije BD sprovedeno je primenom Franz-ovih difuzionih ¢elija kroz toplotom
izolovani epidermis koze uha svinje sa ciljem da se razmotre dobijeni rezultati. Takode, cilj je bio
da se proceni dermalna raspolozivost i/ili ekvivalentnost preparata za primenu na koZzi koji nisu
Q1/Q2/Q3 ekvivalentni. U ispitivanje, radi poredenja, je ukljucen i referentni lek sa trzista.
Konac¢no, nakon uvida u rezultate dobijene iz svih sprovedenih metoda karakterizacije, cilj je bio
definisanje specifi¢nih atributa kvaliteta koji na najbolji nacin karakteriSu FFS za primenu na kozi,
a koji su potencijalno kriti¢ni za njihove terapijske performanse.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Materijali

API korisé¢en kao model lekovita supstanca je betametazondipropionat, koji je dobijen od
kompanije Galenika a.d. (Srbija). Hidrofilni polimer, Klucel® GF (hidroksipropilceluloza, HPC) je
nabavljen od Caesar & Loretz GmbH (Nemacka). Hidrofobni polimetakrilatni kopolimeri,
Eudragit® NE 30 D (poli (etil akrilat-ko-metil metakrilat) 2:1 (poliakrilatna disperzija 30 %
oficinalna u Ph. Eur)) i Eudragit® RS PO (poli (etil akrilat-ko-metil metakrilat-ko-
trimetilamonijumetil metakrilat hlorid) tj. kopolimer tip B prema Ph. Eur.) dobijeni su od Evonik
Rohm GmbH (Nemacka). Kao kontrolni polimer u poredbenoj formulaciji za in vivo deo studije,
polivinilalkohol je nabavljen od Sigma Aldrich (Nemacka). Plastifikatori, trietil-citrat i tributil-
citrat su nabavljeni od kompanije Merck GmbH (Nemacka). Kao potencijalni ubrzivaci/inhenseri
penetracije, trigliceridi srednje duzine lanca, trgovackog naziva Miglyol® 812, nabavljeni su od
Fagron (Grcka), a nejonski surfaktant (polisorbat 80) je nabavljen od Sigma Aldrich (Nemacka).
Takode, koriS¢eni su glicerol i propilenglikol proizvodaca Carl Roth GmbH (Nemacka). Svi ostali
koriS¢eni rastvaraci i reagensi su bili farmakopejskog (Ph. Eur, USP) ili hromatografskog (HPLC)
kvaliteta 1 koriS¢eni su bez daljeg pre¢is¢avanja.

Kao referentan lek za potrebe in vitro ispitivanja permeacije koriS¢ena je betametazon mast
Beloderm®, proizodaca Belupo, lijekovi i kozmetika d.d. (Hrvatska).

Tipovi kori§¢enih polimera i njihove osnovne karakteristike su prikazane u tabeli 3.1. u
nastavku.
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Tabela 3.1. Polimeri kori$¢eni u izradi ispitivanih film-formirajucih sistema.

Polimer Tip Svojstva Reference
Hidroksipropilceluloza Hidrofilni Rastvorljiv u vodi; Alanazi i sar.,
polimer Dostupan u nekoliko Mr (50 000 — 2007,
1 250 000); Handbook of
Omogucava fleksibilan izbor Pharmaceutical
rastvarac¢a u odnosu na Excipients, 2016;
rastvorljivost lekovite supstance; Produtturi i sar.,
Umerena mukoadhezivna svojstva; 2004;
Dobar kapacitet solubilizacije i
sveukupne procesibilnosti.
Polivinilalkohol Hidrofilni Lako rastvorljiv; Handbook of
polimer Dostupan u nekoliko Mr (20 000— Pharmaceutical
200 000); Excipients, 2016;
Odli¢na sposobnost formiranja Briddick i sar.,
filma i opticka transparentnost; 2016;
Umereno bubrenje; Jug i sar., 2009.
Umerena mukoadhezivna svojstva.
Poli (etil akrilat-ko- Hidrofobni Nerastvorljiv; Cilurzo i sar.,
metil metakrilat) 2:1 neutralni Prose¢na molarna masa je priblizno 2014;
(poliakrilatna polimetakrilatni 750 000 g/mol; Evonik
disperzija 30 %, Ph. kopolimer Niske permeabilnosti i mo¢i Industries, 2016;
Eur.) bubrenja sa pH-nezavisnim Handbook of
profilom; Pharmaceutical
Veoma slaba bioadhezivna Excipients, 2016;
svojstva; Lunter i Daniels,
1 deo se mesa sa 5 delova acetona, 2012;
etanola ili izopropil alkohola daju¢i  Patra i sar., 2017.
bistre do blago zamucene rastvore;
Tg (°C) - 10;
pH 5,5 - 8,6;
relativna gustina 1,037 — 1,047.
Poli (etil akrilat-ko- Hidrofobni Nerastvorljiv; Desai i sar.,
metil metakrilat-ko- katjonski Prose¢na molarna masa je 32 000 2011; Evonik
trimetilamonioetil polimetakilatni  g/mol; Industries, 2016;
metakrilat hlorid) kopolimer Permeabilan, sa pH-nezavisnim Handbook of
1:2:0,1 profilom i niskim kapacitetom Pharmaceutical

bubrenja;

Veoma slaba bioadhezivna
svojstva, visoka mukoadhezivna
svojstva;

1 deo se rastvara u 5 delova
acetona, etanola ili izopropil
alkohola daju¢i bistre ili zamucene
rastvore;

Tg (°C) - 65;

Pogodan za matriksne sisteme
sposobne za razlicito oslobadanje i
hidrofilnih i hidrofobnih lekovitih
supstanci.

Excipients, 2016;
Lunter i Daniels,
2012.
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Prva faza eksperimentalnog rada

3.2. Metode

3.2.1. Izrada polimernih film-formirajucih sistema

Film-formiraju¢e formulacije sa pazljivo odabranim klju¢nim polimerima su pripremljene
na sobnoj temperaturi bez zagrevanja, uz kontinuirano meSanje na magnetnoj mesalici (IKA
magnetna meSalica RCT basic, IKA®, Nemacka) prema slede¢em postupku: izabrani polimer ili
smesa polimera je rastvorena ili dispergovana u izabranom rastvaracu ili smesi rastvaraca, kao $to je
specifikovano (tabela 3.2.) i rastvor je meSan do kompletne disperzije polimera (tipi¢no 2,5 - 3 h,
osim HPC ¢ije je potpuno dispergovanje zahtevalo neprekidno mesSanje u trajanju od 24 h). Mesanje
je vrseno u zatvorenim staklenim bocicama i, po potrebi, nastavljeno tokom no¢i. Sledeceg dana,
dodat je izabrani plastifikator i meSanje je nastavljeno pri brzini od 900 obrt/min do kompletne
homogenizacije. Prisutni ekscipijensi u sastavu svih ispitivanih uzoraka unutar preformulacione
studije ispitivanja, kao i njihov koncentracijski raspon je predstavljen u tabeli 3.2. Ispitivane
formulacije su ¢uvane u tamnim, dobro zatvorenim staklenim bocicama, na sobnoj temperaturi.

Tabela 3.2. Procentni sastav ekscipijenasa u okviru film-formirajucih sistema ispitivanih u
preformulacionoj fazi studije.

Funkcija Ekscipijensi [%, m/m]
Polimer ili Eudragit® RS PO 8,5-19.,0
kombinacija Eudragit® NE 30 D 5,0-10,0
polimera Klucel® GF 2,5-5,0
Eudragit® RS/Klucel® GF 4/1
Plastifikator/Inhenser TEC'! 20%
penetracije TBC ? 20%
Propilenglikol 20*
Glicerol 20*
MCT ? 20%*
Polisorbat 80 0,3-3
Rastvarad ili smeSa Propilenglikol/EtOH 4/Voda 3 1-5/73,4-92,4/1,3-12,7
rastvaraca EtOH/Voda 73,4-86,0/3,3-8.,2
Izopropil alkohol/Voda 73,0-87,5/3,3-12,7
EtOH/Voda/Etil acetat 74,0/10,6/1

* %, m/m suvog polimera. ! TEC= trietil-citrat; > TBC= tributil-citrat; 3 MCT= srednje-
lancani trigliceridi; * EtOH = etanol, 96% V/V, > Voda = pre¢iS¢ena voda.
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3.2.2. Skrining fizi¢ko-mehanickih i senzornih svojstava

Tokom prve faze studije, formulacije su podvrgnute seriji specificno optimizovanih metoda
karakterizacije, kako bi se dobio uvid u sledeca svojstva: vreme susenja, debljinu, fleksibilnost i
senzorna svojstva obrazovanih filmova, kao i povrsinu difuzije formulacije, odnosno obrazovanih
filmova.

3.2.2.1. Ispitivanje vremena suSenja filmova na sobnoj temperaturi

Prethodno definisana koli¢ina svakog uzorka (500 pL) je uniformno distribuirana u Petri
sudovima (povrSine 18 cm?) pomocéu automatske pipete (slika 3.2.1). Merenja su sprovedena
pomocu Stoperice u triplikatu, sa pazljivom kontrolom ambijentalnih uslova (temperatura 23 + 2°C,
relativna vlaznost 40 + 10 %). Rezultat je izraZzen kao srednja vrednost tri sukcesivna merenja =+
standardna devijacija (SD).

Slika 3.2.1. Tlustracija ispitivanja brzine susenja FFS na sobnoj temperaturi.

3.2.2.2. Ispitivanje vremena suSenja filmova na 32 °C

Kako bi se tokom ispitivanja simulirali realni uslovi primene, odnosno susenja uzoraka na
prosecnoj temperaturi koze, vreme potrebno za potpuno suSenje filmova ispitano je i primenom
uredaja Orbital Shaker Incubator ES 20 (Biosan, Letonija). Sat vremena pre pocetka eksperimenta
temperatura uredaja je podeSena na 32,0 £ 0,1 °C. Nakon §to je prethodno definisana koli¢ina
svakog uzorka (500 pL) uniformno distribuirana u Petri sudovima (18 c¢cm?) pomocu automatske
pipete, sudovi su postavljeni u inkubator.

Vreme suSenja filma je mereno Stopericom. Dobijeno vreme suSenja filmova na 32 °C je
potom ocenjeno kao kratko (ukoliko je dobijena vrednost < 5 min), srednje (dobijena vrednost
izmedu 5 i 7 min) ili dugo (> 7 min) (u skladu sa preporukama Schroeder i sar., 2007a). Rezultat je
izrazen kao srednja vrednost tri ponovljena merenja + SD.

3.2.2.3. Senzorna svojstva filmova dobijenih nakon suSenja na sobnoj temperaturi
vs. 32 °C

Ovaj deo profilisanja FFS je uklju¢ivao organolepticki izgled i1 lepljivost generisanih
filmova. Nakon suSenja uzoraka u odgovaraju¢im Petri posudama, organolepticka svojstva filma su
pracena vizuelno pomocu lupe. Vizuelna svojstva obrazovanih filmova nakon suSenja na sobnoj
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temperaturi 1 na 32 °C, deskriptivno su procenjena kao transparentni - gotovo nevidljivi film, kao
film koji nije potpuno transparentan ili je pak belicaste boje, i kao film koji je netransparentan ili
zamucen. Lepljivost obrazovanog filma je ocenjena aplikovanjem komada pamucne vate pod
niskim pritiskom na suvi film kao $to je opisano od strane Schroeder i sar. (2007a), sa razlikom da
je komad pamucne vate izmeren na analitickoj vagi ABJ 1204 M (Kern & Sohn GmbH, Nemacka)
pre i posle aplikacije.

Shodno tome, lepljivost je ocenjena kao niska (nisu uofena pamucna vlakna na povrsini
filma), srednja (vidljiv je tanak sloj vlaknastih niti, a nakon merenja utvrdeno je da je ne manje od
0,01 g vate zadrzano na ispitivanom uzorku) i visoka (vidljiv je deblji sloj vlaknastih niti, a nakon
merenja utvrdeno je da je ne manje od 0,02 g vate zadrzano nakon primene na ispitivanom uzorku)
(slika 3.2.2). Svaki individualni uzorak je testiran viSe puta, kako bi rezultati bili izrazeni kao
prosec¢na vrednost najmanje tri merenja £+ SD.

Slika 3.2.2. Tlustracija ispitivanja lepljivosti filma nakon suSenja.

3.2.2.4. Ispitivanje debljine filma

Debljina obrazovanih filmova ispitana je koris¢enjem digitalnog mikrometra usaglasenog sa
standardom DIN 863, koji podrzava opseg merenja debljine 0 - 25 mm/0,001 mm (Kern, Nemacka)
prema precizno definisanom postupku. Na staklenu mikroskopsku plo¢icu koja je sluzila kao
supstrat aplikovano je 10 pL od svakog uzorka pomocéu automatske pipete. Pre nanoSenja
ispitivanog uzorka, debljina svake staklene plocice je izmerena u 3 razlicite tacke, kako bi se uocila
odstupanja koja bi mogla da kompromituju tacnost ispitivanja. Nakon potpunog susenja uzorka,
izmerena je debljina obrazovanog filma na staklenoj plocici i korigovana sa debljinom staklene
plocice na koju nije nanet uzorak. Svaki uzorak je testiran u triplikatu, a srednje vrednosti su
izrazene u mm (£ SD).

3.2.2.5. Ispitivanje povrSine filma

Test je izvrSen nanoSenjem 10 pL svakog uzorka pomocu automatske pipete, upravno na
povrSinu mikroskopske staklene plocCice. Nakon susenja filma, povrSina difuzije formulacije je
odredena koriS¢enjem milimetarskog grafickog papira, tj. postavljanjem papira ispod staklene
plocice i preracunavanjem povrsine filma pomocu uvelicavajuceg stakla. Dobijene vrednosti su
izrazene u mm? + SD, kao srednja vrednost tri uzastopna merenja. Prikaz procene difuzione
povrsine nastalih filmova je dat na slici 3.2.3.
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Slika 3.2.3. Prikaz ispitivanja povrsine formiranog filma nakon lateralne difuzije FFS na
mikroskopskoj plocici.

3.2.2.6. Ispitivanje fleksibilnosti/mehanicke otpornosti filmova

Fleksibilnost, kao glavni parametar mehanicke otpornosti filma je procenjen tzv. tehnikom
uvijanja filma (engl. folding endurance technique) na odgovarajuc¢oj podlozi. Vrednost uvijanja
filma je definisana kao broj puta za koji se film moze uviti/presaviti na istom mestu (uz primenu
odgovarajuc¢e podloge/supstrata) bez lomljenja filma ili druge vidljive promene. Ovaj test ukazuje
na krtost dermalnih filmova i/ili njihovu sklonost ka pucanju. Dakle, §to je dobijena niza vrednost
uvijanja filma, veca je njegova lomljivost i krtost, Sto omogucéava i procenu integriteta filma (Aqil i
sar., 2004).

Ispitivanje je optimizovano laboratorijskim uslovima i izvrSeno na slede¢i nacin: 500 puL od
svakog uzorka je aplikovano koris¢enjem mikropipete i uniformno distribuirano u duzini od 4 cm
na adekvatno izabranoj gumenoj podlozi u obliku trake, dimenzija 27 x 4,4 cm. Nakon suSenja
filma gumena traka je ponavljano uvijana i odvijana duz cele duzine filma (slika 3.2.4.). Nakon
svakog ciklusa uvijanja, film je pregledan na prisustvo pukotina ili drugih specificnih promena
koris¢enjem uveli¢avajuéeg stakla (lupe).

Dobijena vrednost je definisana kao ,,vrednost uvijanja filma®, a izrazena je brojem uvijanja
koji je vodio do prve vidljive promene filma na gumenom supstratu, odnose¢i se na sklonost filma
ka pucanju. Test je izvrSen u triplikatu i zabeleZene su prosec¢ne vrednosti + SD.
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Slika 3.2.4. Ispitivanje fleksibilnosti filma tehnikom sukcesivnog uvijanja na gumenoj podlozi.

3.2.2.7. Skrining mikrostrukture filmova

Preliminarni uvid u mikrostrukturu obrazovanih filmova dobijen je primenom
polarizacionog mikroskopa Carl Zeiss ApoTome Imager Z1 mikroskop (Zeiss, Nemacka)
integrisanim sa AxioCam ICcl digitalnom kamerom i AxioVision 4.6 softverskim paketom. Mala
koli¢ina ispitivanih uzoraka uzeta je sa razli¢itth mesta u okviru svakog uzorka i postavljena na
mikroskopsku plo¢icu. Nakon potpunog suSenja, obrazovani filmovi su posmatrani pod
polarizacionim mikroskopom sa i bez uklju¢ivanja A ploc¢ice kako bi se detektovalo eventualno
prisustvo anizotropnih struktura. Mikrografije od interesa snimljene su pri uvelic¢anju 20x.

3.2.3. Odredivanje pH vrednosti film-formirajucih sistema

pH vrednost sistema nosaca moze znacajno uticati kako na stanje model lekovite supstance
tako i na puferski kapacitet koze, potencijalno izazivaju¢i promene u naknadnoj raspodeli u/na kozi
(Surber 1 Knie, 2018).

Merenje pH vrednosti FFS je izvrSeno direktno, prethodno kalibrisanim uredajem pH
checker® HI98103 (Hanna Instruments Inc., Micigen, SAD), na 25 + 2 °C, jednostavnim
uranjanjem elektrode uredaja u ispitivane uzorke. Ispitivanje je izvedeno u triplikatu, rezultirajuéi
srednjim vrednostima od tri pojedina¢na merenja (+ SD).

lako su pojedini rezultati dobijeni prethodno opisanim tehnikama prve faze
eksperimentalnog rada podvrgnuti odgovarajucoj statistickoj analizi, detaljan opis primenjenih
statistickih metoda dat je u odeljku 3.2.14.
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Druga faza eksperimentalnog rada

3.2.4. Preliminarna procena in vivo iritacionog potencijala i supstantivnosti film-
formirajuéih sistema na bazi polimetakrilatnih kopolimera i/ili hidroksipropil
celuloze

Istrazivacka studija preliminarne procene bezbednosnog profila, odnosno iritacionog
potencijala, razvijenih placebo film-formiraju¢ih sistema sprovedena je in vivo, primenom
neinvazivnih biofizickih merenja na kozi u tzv. studiji pod okluzijom i ocenom efekata ovih
uzoraka na kozi nakon 24-o¢asovne okluzije. Praceni su sledeci parametri koze: 1) eritema indeks
(EI) primenom uredaja Mexameter® MX18, 2) transepidermalni gubitak vode (TEGV) primenom
uredaja Tewameter® TM210, 3) stepen hidratisanosti stratum corneum-a (SCH) primenom uredaja
Corneometer® CM825, 4) pH koze (Cutometer® MPA 580) i 5) frikcija primenom sonde uredaja
Frictiometer® FR700 opremljene sa ravnim, glatkim Teflonskim (PTFE) diskom (slika 3.2.5.) (svi
proizvodaca Courage+Khazaka, Keln, Nemacka).

Celokupna studija je sprovedena u skladu sa Helsinskom deklaracijom, primenom protokola
odobrenog od strane Etickog komiteta za biomedicinska istrazivanja Univerziteta u Beogradu -
Farmaceutskog fakulteta u Beogradu (odluka broj 2073/2, izdata 28.11.2019. godine). Ispitivanje je
ukljucivalo 16 dobrovoljaca (zenskog pola), a sprovedeno je u 3 faze:

U prvoj fazi studije ucestvovalo je osam zdravih dobrovoljaca (zena prosecne starosti 33 + 8
godina) bez istorije ili klinickih znakova bilo kojih dermatoloskih bolesti, fizickih oSte¢enja koze ili
alergijskih reakcija. Merenja navedenih parametara sprovedena su pre i 1 h nakon 24-Casovne
okluzije koze tretirane ispitivanim uzorcima.

S
<

-~
-

Slika 3.2.5. Uredaj Cutometer® MPA 580 (levo) opremljen izmedu ostalog i sondom
Frictiometer® FR700 za razli¢ita triboloska ispitivanja (desno).

Svi ispitanici su prvo bili detaljno upoznati sa ciljevima i protokolom studije, a zatim su
potpisivanjem odgovarajuceg informisanog pristanka bili ukljuceni u ispitivanje. Mesto aplikacije
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uzoraka je bila koza unutrasnje (volarne) strane podlaktica, a metode sprovedenih ispitivanja su bile
neinvazivne! tehnike bioinzenjeringa koze.

Studija je izvedena u skladu sa validnim vodi¢ima i smernicama. Najmanje dva dana pre
pocetka studije, kao i tokom njenog trajanja, ispitanici su bili u obavezi da na definisana test mesta
ne nanose kozmeti¢ke proizvode (za negu i ¢iS¢enje). 24 h pre pocetka studije kao i tokom njenog
trajanja, nije bilo dozvoljeno pranje tretiranih podru¢ja. Takode, ispitanici nisu smeli da
konzumiraju nikotin i pi¢a sa kofeinom najmanje 3 sata pre pocetka ispitivanja. U cilju eliminisanja
uticaja sredinskih faktora, pre pocetka eksperimenta, ispitanici su proveli najmanje 30 min u
prostoriji u kojoj je vrSeno merenje, kako bi se aklimatizovali na kontrolisane laboratorijske uslove
(temperatura 22 £ 1 °C, relativna vlaznost 40 + 5 %). Temperatura i relativna vlaznost prostorije su
praceni tokom merenja.

Nakon merenja bazalnih vrednosti, svaki od ispitivanih uzoraka je aplikovan u koli¢ini od
5,5 uL/cm? (pomo¢u automatske pipete) na unapred definisane povrsine (9 cm?, 3 cm x 3 cm,
pomocu kartonskog Sablona), na unutrasnje strane obe podlaktice dobrovoljaca. Nakon kompletnog
suSenja nanetih uzoraka, formirajuéi in situ polimerni film na kozi, na prethodno odredene tretirane
povrsine je opciono postavljena okluzija. PovrSina na koju nije nanet uzorak, a okludirana je na isti
nacin, sluzila je kao netretirana kontrola pod okluzijom (NKO), dok je povrsina bez aplikacije
uzorka 1 okluzije sluzila kao netretirana kontrola bez okluzije (NK). Na svakoj podlaktici ostavljeno
je po jedno test-mesto za NKO i NK. Okluzija je izvrSena prekrivanjem definisane povrsine koze
pomocu poliolefinskog filma (9 cm?, Parafilm® M, Brand GmbH, Nemacka) koji je zatim fiksiran
hipoalergijskim adhezivnim flasterom Vivafix® (Tosama, Slovenija). Nakon 24 h, okluzija je
skinuta, a nakon 1 h od skidanja okluzije ponovo je izvrSeno merenje navedenih parametara.

Merenja navedenih parametara sprovedena su u skladu sa relevantnim vodi¢ima i
smernicama (du Plessis i1 sar., 2013; Fullerton i sar., 1996). U ovoj fazi studije ocenjen je
bezbedonosni profil 5 izabranih placebo film-formirajuéih sistema (oznacenih kao F1, F2, F4, F5,
F6) zajedno sa jednim poredbenim film-formiraju¢im sistemom (poredbena formulacija, oznacena
sa PF) na bazi PVA (10% vodena disperzija sa dodatkom 0,5 % propilenglikola), i poredenjem sa
dvema kontrolama (NKO i NK) (slika 3.2.6.a). Dobijeni rezultati su grupisani u dve grupe kao
bazalne, ,,primarne* vrednosti (pre nanoSenja FFS, svojstvene inherentnim karakteristikama koze
ispitanika) i rezultirajuce ,,sekundarne* vrednosti (25 h nakon primene film-formiraju¢ih polimernih
sistema pod okluzijom).

U drugoj fazi studije, nakon najmanje mesec dana od izvodenja prvog dela studije (¢ime je
osigurana kompletna deskvamacija povrsinskih slojeva koze ispitanika), u evaluaciji petog
biofizickog parametra - frikcije koze ucestvovalo je osam zdravih dobrovoljaca (zena 33 + 8
godina) bez istorije ili klini¢kih znakova bilo kojih dermatoloskih bolesti, fizickih oStecenja koze ili
alergijskih reakcija. Najmanje dva dana pre pocetka studije, kao i tokom njenog trajanja, ispitanici
su bili u obavezi da ne nanose kozmeti¢ke proizvode za negu koze na definisanim test mestima, ali
je bilo dozvoljeno normalno ¢iS¢enje koze pre pocetka studije. U cilju eliminisanja potencijalnih
greski izazvanih faktorima okruzenja, pre pocetka eksperimenta, ispitanici su proveli 30 min u
prostoriji u kojoj je vrSeno merenje, kako bi se aklimatizovali na kontrolisane laboratorijske uslove
(temperatura 22 + 1 °C, relativna vlaznost 40 + 5 %).

Frikcija je merena, na volarnim stranama podlaktica, uz primenu kartonskog Sablona sa
kruznim otvorima prec¢nika 5 cm, ali bez okluzije test-mesta. Merenje frikcije koje pripada domenu
tribologije (neimenovani broj koji izmedu ostalog ukazuje na lako¢u razmazivanja, supstantivnost
formulacije i1 interakcije koje se odigravaju na povrSini koze i obrazovanog filma) vrSeno je
prislanjanjem sonde ¢iji se vrh okretao konstantnom rotacionom brzinom od 90 obrt/min (raspon
mogucih brzina uredaja je 0-250 obrt/min) u trajanju od 100 s, pri prethodno definisanim
vremenskim tackama nize navedenim. Frikcioni parametar izraZen u arbitrarnim jedinicama (A.U.)

! Termin je preuzet iz vodi¢a i smernica koji se odnose na ovu vrstu ispitivanja. Merenja navedenih parametra se vrse
blagim pritiskom sonde odgovarajuc¢ih uredaja na kozu.
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meri otpor koze (odnosno, u ovom slucaju otpor rezidualnog filma FFS) koji se S$iri prema
frikcionoj sondi koja kontinuirano uvrée kozu (tj. obrazovani film na povrsini koze) i predstavlja
elasti¢nost i njeno deformaciono ponasanje (Savary i sar., 2019). Pre aktuelnih merenja na kozi,
izvrSena su kontinuirana merenja u vazduhu tokom najmanje 15 minuta kako bi se zagrejala sonda
uredaja i da bi se dobili reproduktivni rezultati. Naknadno, izvrSena su kontinuirana merenja u
trajanju od 100 s na netretiranoj povrSini koze. Potom je u centar kruznih otvora Sablona (svaki
12,56 c¢m?) naneto 5,5 uL/cm? svakog od ispitivanog uzorka pomoc¢u automatske pipete na
unutras$nje strane obe podlaktice dobrovoljaca. Aplikovano je 5 uzoraka odabranih ,,placebo” film-
formirajucih sistema (tj. FFS uzoraka bez inkorporirane model lekovite supstance), zajedno sa
jednim uzorkom poredbenog film-formirajuéeg sistema i poredeno sa netretiranom kontrolom bez
okluzije. Merenja su sprovedena u slede¢im vremenskim tackama: nakon 5 min, nakon 30 min,
nakon 1 h, nakon 6 h i nakon 24 h od nanoSenja uzorka. MPA softver uredaja je simultano
obradivao i konvertovao dobijene podatke u arbitrarne jedinice (A.U.).

U trecoj fazi studije, izveden je test supstantivnosti na kozi prema modifikaciji protokola
predlozenog od strane Schmidberger i sar., 2019. U studiji je uc¢estvovalo sedam dobrovoljaca (Zena
33 + 8 godina) bez istorije koznih bolesti. Kao i u prethodnim fazama in vivo studije, svi ispitanici
su prvo detaljno upoznati sa protokolom studije, a zatim su potpisivanjem odgovarajuceg
informisanog pristanka bili ukljuceni u ispitivanje. Ipak, u ovom slucaju, mesto aplikacije uzoraka
bila je koza u predelu leda i miSica (slika 3.2.6.b).

a) b)
Desna podlaktica
i X
"
F1 B2 F6

Leva podlaktica L b

Slika 3.2.6. Stvaran raspored uzoraka i kontrolnih mesta (netretirana kontrola pod okluzijom
(NKO) 1 bez okluzije (NK) u okviru: a) in vivo studije pod okluzijom i b) in vivo studije
supstantivnosti.

Najmanje dva dana pre pocetka studije, kao i tokom njenog trajanja, ispitanici su bili u
obavezi da ne nanose kozmeticke proizvode (za negu i CiS¢enje) na definisanim test mestima.
Takode, nisu smeli da konzumiraju nikotin i pi¢a sa kofeinom najmanje 3 sata pre pocetka
ispitivanja. U cilju eliminisanja uticaja sredinskih faktora, pre pocetka eksperimenta, ispitanici su
proveli najmanje 30 min u prostoriji u kojoj je vrSeno merenje, kako bi se aklimatizovali na
podesene uslove (22 £ 1 °C, 40 = 5 % RH). Temperatura i relativna vlaznost prostorije su
kontinuirano praceni tokom merenja. Sve formulacije FFS u ovom delu studije su sadrzale 0,9 %
avobenzona (INCI: Butyl Methoxydibenzoylmethane) kao model supstancu. Navedeni UV filter
(kozmeticka sirovina koja se u proizvodima za zastitu od sunca koristi u koncentraciji do 5 %)
ostaje na povrsini koze, odnosno koli¢ina koja penetrira smatra se zanemarljivom (Chatelain i sar.,
2003). Povrsina od 9 ¢cm? je oznaena na ledima i gornjem delu leve i desne ruke dobrovoljaca,
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nakon Cega je uzorak nanet u koli¢ini od 5,5 uL/cm? pomocu automatske pipete. Nakon potpunog
suSenja filmova na kozi, komad bele tkanine (dimenzija 6 X 6 cm) je krojackim Spenadlama
pricvrséen za unutrasnju stranu odeée ispitanika, tako da je obrazovani film uzorka na kozi u
potpunosti prekriven. Ispitanici su potom imali 3 sata na raspolaganju za uobicajene aktivnosti. Po
isteku zadatog vremena, formulacija je uklonjena sa koze pomoc¢u dva komada vate, od kojih je
svaki natopljen sa po 2 mL izopropil alkohola. Zatim su oba komada vate preneta u kivetu i dodato
je 10 mL izopropil alkohola za ekstrakciju avobenzona. Upotrebljeni komad tkanine dimenzija 6 x
6 cm na koji je potencijalno prenet avobenzon je ekstrahovan u drugoj kiveti sa 14 mL izopropil
alkohola. Obe kivete su izlozene meSanju, najpre na laboratorijskom Sejkeru (I min), a zatim u
ultrazvu¢nom kupatilu (kumulativno 50 min), odrzavajuci temperaturu ispod 20 °C da bi se izbegla
termalna degradacija avobenzona. Koli¢ina avobenzona u oba eluata je odredena
spektrofotometrijski na uredaju UV/Vis Spectrophotometer Evolution 300 (Thermo Scientific,
SAD), na talasnoj duzini od 360 nm. Tokom postupka ekstrakcije i naknadne analize alikvoti su bili
zaSti¢eni od direktnog uticaja svetlosti oblaganjem vijala aluminijumskim folijama. ,,Recovery*
vrednost avobenzona je bila u opsegu od 72-123 % aplikovane kolicine.

lako su pojedini rezultati dobijeni prethodno opisanim tehnikama druge faze
eksperimentalnog rada podvrgnuti odgovarajucoj statistiCkoj analizi, detaljan opis primenjenih
statistickih metoda dat je u odeljku 3.2.14.
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Treca faza eksperimentalnog rada

3.2.5. Izrada polimernih film-formirajucdih sistema sa betametazondipropionatom

U okviru treée faze eksperimentalnog rada izvrSena je optimizacija postupka izrade razlicitih
FFS sa lekovitom supstancom. Nakon prve dve faze rada, utvrdeno je da nacin izrade, preciznije
nacin inkorporiranja aktivne supstance ima neposredan uticaj na dalje karakteristike sistema 1 time
predstavlja jedan od kriti¢nih procesnih parametara.

Koris¢ena koncentracija betametazondipropionata u izabranim formulacijama je bila u
terapijskom opsegu od 0,05-0,064%, §to odgovara sadrzaju od 0,04-0,05% betametazona.

Proces pripreme se odvijao u 2 odvojene faze:

L Betametazondipropionat prethodno izmeren na analitickoj vagi (BP-301 S, Sartorius,
Nemacka) je rastvoren u delu izabranog rastvaraca (etanol 96% V/V ili izopropil
alkohol) u zatvorenom sudu, a zatim je u zavisnosti od izabranog tipa polimera
(Eudragit® RS PO, Klucel® GF ili njihova kombinacija) dodat odgovarajuéi plastifikator,
1 opciono povrsinski aktivna materija (polisorbat 80) uz neprekidno mesSanje staklenim
Stapi¢em do potpunog rastvaranja lekovite supstance.

II. Izabrani polimer je rastvoren ili dispergovan u ostatku izabranog/izabranih rastvaraca i
manjoj koli¢ini pre¢iSéene vode, uz neprekidno mesanje na magnetnoj mesalici (IKA
magnetna meSalica RCT basic, IKA®, Nemacka). MeSanje je trajalo 2,5 - 3 h nakon ¢ega
je dodata rastvorena lekovita supstanca (faza I). MeSanje je zatim nastavljeno na
magnetnoj mesalici do potpune homogenizacije uzoraka, u trajanju od 24 h.

3.2.6. Opticka mikroskopija

Uzorci suvih filmova dobijeni nakon susenja na sobnoj temperaturi (25 +2 °C) ina 32 £ 0,1
°C (temperirani u uredaju Orbital Shaker inkubator), posmatrani su na opticCkom mikroskopu (Motic
digital DMB3-22ASC mikroskop; Motic GmbH, Nemacka) kako bi se stekao dodatni uvid u fizicko
stanje BD, tj. eventualno naknadno obrazovanje kristala lekovite supstance tokom i nakon
transformacije FFS, do potpunog susenja filma. Uzorci su posmatrani pod uveli¢anjem objektiva
10x120x.

Ispitivanje obrazovanja kristala nakon susenja filma na sobnoj temperaturi i na temperaturi
koze izvrseno je nanoSenjem 20 pL uzorka na mikroskopsku plocicu i tokom susenja filma prac¢eno
je obrazovanje kristala pod mikroskopom. Da bi se olakSala vizuelizacija kristala, u narednom
koraku naneta je i ve¢a koli¢ina uzorka (500 pL uzorka) (slika 3.2.7.).

Eventualna pojava kristalizacije lekovite supstance je procenjena 24 h nakon izrade uzoraka,
pri ¢emu je detektovano prisustvo ili odsustvo kristala betametazondipropionata i njihova
distribucija.
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Slika 3.2.7. Detekcija kristala BD tokom i nakon transformacije FFS u dermalni film.

3.2.7. ReoloSka karakterizacija

Za inovativne nosace lekova poput FFS, analiza reoloskih svojstava pruza uvid u ponaSanje
ispitivanih uzoraka prilikom izrade/proizvodnje, pakovanja, primene, ali takode i aplikacije na kozi.
Reoloske performanse ispitivanih FFS sa lekovitom supstancom betametazondipropionatom i
odgovarajuc¢ih ,,placebo” uzoraka analizirane su koriS¢enjem rotacionog reometra tipa MCR 302
(Anton Paar GmbH, Austrija) sa mogu¢im opsegom primene torzije od 0,5 nNm do 230 mNm,
podrzanog sa RheoCompass softverom (takode Anton Paar GmbH, Austrija).

Za merenje viskoelastiénih 1 teCnosti niskog viskoziteta koriS¢en je merni alat tipa
koncentri¢nog cilindra (CC27). Merenja su sprovedena na temperaturi od 20 + 0,1°C, u rasponu
primenjene torzije od 0,0001 mNm do 0,03 mNm, pri kontrolisanoj brzini smicanja od 0 do 100 s™! i
obrnuto. Viskozitet izmeren na definisanim brzinama smicanja koris¢en je za dalju karakterizaciju
uzoraka, kao i ocenu njihove stabilnosti (odeljak 3.2.11.). Dodatno, sprovedena je analiza krivih
teCenja primenom steady-state (kontinualnih) reoloskih merenja.

3.2.8. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-IR
spektroskopija)

FT-IR spektroskopija je metoda od posebnog znacaja u ranom formulacionom razvoju FFS,
upravo zbog detekcija interakcija koje se potencijalno odigravaju izmedu lekovite supstance i
polimera, ali i moguce pojave rekristalizacije lekovite supstance u nastalom rezidualnom filmu na
kozi. Koristi se da bi se ispitali i uporedili spektri individualnih komponenata sa spektrima uzoraka
(smesa prethodno ispitanih supstanci). Pojava, gubitak, redukcija ili pomeranje prominentnih
signala koji pripadaju pojedinim molekulskim grupama u spektru ukazuje na interakcije izmedu
lekovite supstance i jednog ili viSe prisutnih ekscipijenasa (Tran i Tran, 2020).

FT-IR spektri optimalnih FFS sa i bez inkorporiranog BD (analizirani u oba fizicka stanja,
tecnom i suvom stanju), ¢istog BD i ostalih ekscipijenasa koris¢enih za izradu FFS, snimljeni su
koris¢enjem Nicolet iS10 FT-IR spektrofotometra (Thermo Fischer Scientific, Ujedinjeno
Kraljevstvo), u opsegu talasnih duzina od 4000 do 600 cm’!, sa rezolucijom od 4 cm™!. Pre analize,
10 pL ispitivanih FFS naneto je na KRS-5 plocicu, dok je u slucaju Ciste lekovite supstance -
betametazondipropionata, za pripremu uzoraka koriS¢éena metoda sa kalijum-bromidom (tehnika
KBr pastile). Uparivanje pikova je uradeno za detektovanje mogucih interakcija komponenata.
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3.2.9. Diferencijalna skenirajuda kalorimetrija (DSC)

Kako bi se dobio detaljniji uvid u fizicko stanje BD u ispitivanim FFS, kao 1 u eventualno
prisutne interakcije BD sa ostalim komponentama FFS izvrSena je procena termalnog ponasanja
¢istog BD, optimalnih FFS sa betametazondipropionatom i odgovaraju¢ih filmova primenom DSC
metode, uz koris¢enje uredaja DSC 1 (Mettler Toledo GmbH, Svajcarska).

U zavisnosti od prirode uzoraka, ispitivani uzorci (priblizno 2-10 mg) su precizno izmereni
u standardnim aluminijumskim lon¢i¢ima, koji su dalje, odmah nakon merenja, hermeticki
zatvoreni. Uzorci su potom zagrevani u opsegu od 25 °C do 220 °C, brzinom od 10 °C/min, pri
konstantnom protoku azota (50 mL/min), sa praznim ali zatvorenim aluminijumskim lon¢i¢em kao
referentnim. Dodatno, kako bi se sprecio uticaj isparavanja rastvaraca na ta¢nost dobijenih rezultata,
DSC termogrami odabranih optimalnih formulacija FFS snimljeni su i nakon suSenja uzoraka (10
pL) u aluminijumskim lon¢i¢ima, tokom 24 h na sobnoj temperaturi. Nakon susenja, precizno je
odmerena masa uzoraka u aluminijumskim lon¢i¢ima, koji su potom hermeticki zatvoreni i
podvrgnuti prethodno opisanoj eksperimentalnoj proceduri. Odgovarajuci termoanaliticki parametri
(pocetna (onset) temperatura, temperatura topljenja, maksimum na krivi topljenja (Tpik) 1 entalpija)
odredeni su koris¢éenjem Mettler Toledo STARe softvera.

3.2.10. Mikroskopija atomskih sila (engl. AFM)

Da bi se dobio uvid u topografiju filmova kao i za potvrdu nalaza o ocekivanom
razlikovanju kvaliteta povrsSine nastalih filmova (morfologija, hrapavost) izvedena je mikroskopija
atomskih sila na uredaju NTEGRA Prima mikroskopa atomskih sila (NT-MDT, Rusija). Primenjen
je metod naizmenicnog kontakta (engl. ,,7apping mode*). Uzorci su naneti na mica plocice i
ostavljeni da se potpuno osuse preko no¢i na 30 °C, da bi se imitirala temperatura koze. Nakon
toga, izradene su AFM slike nano i mikro razmera topografije filmova, odreden je signal greske i
primenjena softverska obrada za dobijanje finalnih rezultata, koris¢enjem softvera Image Analysis
2.2.0 (NT-MDT) i Gwyddion 2.60 (Free and Open Source software, Department of Nanometrology,
Czech Metrology Institute, Ceska). Mikroskopijom atomskih sila analizirane su topografije
formiranih filmova i dobijen je uporedni uvid u specifi¢nu mikrostrukturu razli¢itih uzoraka.

3.2.11. Preliminarna procena stabilnosti uzoraka

Kako bi se ispitala dugorocna stabilnost odabranih film-formiraju¢ih uzoraka kao
potencijalnih nosaca za model lekovitu supstancu betametazondipropionat, izradeni uzorci su
cuvani dobro zatvoreni u tamnim staklenim bocdicama sa polipropilenskim ¢epom, na sobnoj
temperaturi (25 + 2 °C) i zaSti¢eno od svetlosti, tokom godinu dana. Nakon 3 meseca, 6 meseci i 12
meseci, ponovljena su ispitivanja sledec¢ih parametara: organolepticki izgled i pH vrednost, dok je
prividni viskozitet uzoraka pracen u okviru reoloske studije: nakon 7 dana, nakon 90 dana i nakon
180 dana od pripreme uzoraka.

lako su pojedini rezultati dobijeni prethodno opisanim tehnikama tre¢e faze

eksperimentalnog rada podvrgnuti odgovarajucoj statistiCkoj analizi, detaljan opis primenjenih
statistickih metoda dat je u odeljku 3.2.14.
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Cetvrta faza eksperimentalnog rada

3.2.12. In vitro ispitivanje permeacije model lekovite supstance
betametazondipropionata

In vitro ispitivanje permeacije izabrane model lekovite supstance betametazondipropionata
iz FFS sprovedeno je na modifikovanim, vertikalnim Franz-ovim difuzionim celijama. Kao
membrana smeStena izmedu akceptorskog i donorskog dela koris¢en je toplotom izolovani
epidermis koze uha svinje (slika 3.2.8.a), kao bioloski supstrat koji se smatra histoloski najsli¢nijim
ljudskoj kozi, dok je kao akceptorski medijum (odabran nakon preliminarnog ispitivanja
rastvorljivosti BD) koriS¢en fosfatni pufer pH 7,4 pomeSan sa 96 % V/V etanolom (u odnosu 50:50
vol. %). Izbor akceptorskog medijuma je bio u skladu sa preporukama regulatornih smernica koje
se odnose na dermalnu resorpciju, gde se kao pogodan akceptorski medijum za lipofilna jedinjenja
predlaze koriS¢enje smeSe rastvaraca kao Sto su etanol i voda (OECD, 2019). Prema vodi¢ima
(OECD 2003; OECD 2004), mogu se koristiti razli¢ite tehnike pripreme koze, ukljucujuéi
split/dermatomed kozu (debljine 200-400/500 pum) kao adekvatni model, ali i (toplotno ili
enzimski) izolovani epidermis (sa stratum corneum-om). Na pocetku ispitivanja, 300 pL svakog od
ispitivanih FFS je naneto automatskom pipetom i ravnomerno distribuirano po primenjenoj
membrani. Kao referentni lek kori$¢en je betametazon mast 0,5 mg/g (Beloderm®, Belupo, lijekovi
1 kozmetika d.d, Hrvatska).

Koncentracija betametazondipropionata koja je permeirala kroz membranu u toku
ispitivanja je analizirana in house razvijenom UHPLC-MS/MS metodom. Ispitivanje permeacije
praceno je u vremenskom periodu tokom 26 h, uz odrzavanje konstantne temperature akceptorskog
medijuma od 32,0 = 0,1 °C i brzine meSanja od 500 obrt/min (slika 3.2.8.b). U prethodno
definisanim vremenskim intervalima (nakon 2 h, 4 h, 6 h, 20 h, 22 h, 24 h i 26 h), uzorkovani su
eluati zapremine 600 pL koris¢enjem igle i Sprica. Nakon uzorkovanja, u sistem je dodata ista
zapremina, prethodno zagrejanog i degasiranog medijuma da bi se do kraja ispitivanja odrzavali
sink uslovi.
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3.2.8. Ilustracija a) posebno pripremljenog, toplotom izolovanog epidermisa koze uha svinje; i b)
postavke Franz-ovih difuzionih ¢elija u vodenom kupatilu temperiranom na 32 °C.

Kako bi se u potpunosti okarakterisao proces permeacije betametazondipropionata kroz
membranu (tj. izolovani epidermis koze uha svinje) u vremenskom periodu tokom 26 h, za izabrane
formulacije su pored dobijenih permeacionih profila, izracunate sledece vrednosti: ukupna koli¢ina
lekovite supstance koja je permeirala kroz membranu na kraju eksperimenta (Q2eh),
stacionarni/ravnotezni fluks (Jss) i koeficijent permeacije (Kp).

Izracunavanje permeacionih profila betametazondipropionata: Rezultati dobijeni primenom
odgovarajuce analiticke metode predstavljaju koncentraciju betametazondipropionata (ng/mL), te
dalje moraju biti korigovani tanom zapreminom medijuma koji se nalazi u akceptorskom delu
Franz-ove ¢Celije 1 zapreminom medijuma koja je pazljivo uzorkovana u definisanim vremenskim
tatkama tokom eksperimenta, a zatim podeljeni povrSinom raspolozivom za difuziju. Tek nakon
navedene korekcije, rezultati se konacno mogu izraziti u obliku kumulativne koli¢ine
betametazondipropionata koja je permeirala po jedinici povrsine Q (ng/cm?) (Ili¢, 2019):

0, =aVc (1)

P
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Co*Ve+ Cax Vu (2)

P

_ Ce*Vet Cax Vut Cox Vu 3)
c=
P

Pri ¢emu je Q,, Q,, Q,, itd. koli¢ina betametazondipropionata koja je permeirala po jedinici
povrSine membrane u vremenu t,, t,, t_, itd.;
Cp C, C. itd. — koncentracija betametazondipropionata (ng/mL) u eluatima uzorkovanim u
odgovaraju¢im vremenskim tackama (t,, t,, t_, itd.);
V¢ — zapremina akceptorskog dela Franz-ove difuzione ¢elije (12 mL);
Vu — zapremina akceptorskog medijuma koja je uzorkovana u vremenu t,, t,, t,, itd. (600 uL);
P — povrsina Franz-ove difuzione éelije dostupna za difuziju (2,01 cm?).

a’ c?

Stacionarni fluks (Jss) betametazondipropionata kroz kozu odreden je iz nagiba linearnog
dela grafika koji pokazuje zavisnost kumulativne koli¢ine betametazondipropionata koja je
permeirala kroz jedinicu povrSine membrane od vremena uzorkovanja za svaku ispitivanu
formulaciju, odnosno svaku koris¢enu difuzionu ¢eliju (Ili¢, 2019). Kp je izrazen u (mg/cm?h) i
uobicajeno se izracunava na sledeci nacin (Selzer i sar., 2013):

— Iss
Kp = @

pri ¢emu je Jss stacionarni fluks betametazondipropionata kroz kozu (izrazen u jedinicama
ng/cm?h), a Co je inicijalna koncentracija betametazondipropionata u formulaciji (ng/mg).

3.2.13. UHPLC-MS/MS

Odredivanje koncentracije betametazondipropionata u eluatiima dobijenim tokom in vitro
ispitivanja permeacije, ispitivanja saturacione rastvorljivosti u receptorskom medijumu (fosfatni
pufer pH 7,4/etanol 96% V/V u zapreminskom odnosu 70:30 i 50:50), kao i tokom pracenja
hemijske stabilnosti betametazondipropionata u razvijenim FFS, sprovedeno je koris¢enjem
UHPLC sistema sa MS detektorom — UHPLC Accela 1000 (Thermo Fisher Scientific, San Jose,
Kalifornija, SAD) koji Cine sistem za automatsko uzorkovanje, termostat kolone i kvaternerna
pumpa. Hromatografsko razdvajanje je izvedeno na ZORBAX Eclipse Plus C8 koloni (150 mm x
4,6 mm, 5 um; Agilent Technologies, SAD) na 40 °C. Kao mobilna faza koriS¢ena je smeSa
acetonitrila 1 0,1 % vodenog rastvora mravlje kiseline (80:20, V/V), pri brzini protoka od 500
puL/min. Ukupno vreme trajanja analize bilo je 6,5 min. Masena analiza je sprovedena na TSQ
Quantum Access MAX trostrukom kvadropolskom masenom analizatoru opremljenom sa
elektrosprej izvorom jonizacije (ESI) rade¢i sa azotom visoke Cisto¢e kao nebulizatorom (Thermo
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Fisher Scientific, SAD). Parametri ESI izvora optimizovani su injektovanjem (20 pL/min)
standardnog rastvora betametazondipropionata u odgovaraju¢em rastvaracu kori§¢enom za svaku od
studija, pri protoku mobilne faze od 500 pL/min.

Hromatogrami betametazondipropionata snimani su pra¢enjem odabrane jonske tranzicije
(engl., selected-reaction monitoring — SRM) u pozitivnom modu. Optimizovani parametri ESI
izvora 1 masenog spektrometra su bili slede¢i: napon spreja 5000 V; temperatura grejaca jonske
probe 350 °C; direktan (linearni) protok azota kroz jonsku probu 30 jedinica; pomo¢ni (kruzni)
protok azota kroz jonsku probu 10 jedinica; temperatura kapilare 250 °C; kapilarni offset 35
jedinica; offset cevnog sociva 136 jedinica; offset skupljaca 36 jedinica; Sirina pika koja se odnosi
na rezoluciju 0,7 na prvom kvadropolu; Sirina jonskog snopa (m/z) 0,02; vreme skeniranja 200 ms.
Xcalibur softver v 2.1.0.1139 (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, SAD) koriséen je za
prikupljanje i obradu podataka.

Masena spektrometrija je koriS¢ena za detekciju specificnih jona radi identifikacije analita.
Skeniranjem celog MS spektra utvrdeno je da je u ESI izvoru dominantni jon [M + H]" za
betametazondipropionat (m/z 527,3). Postavkom SRM tranzicionog kanala za pracenje BD,
cepanjem na manje fragmente, utvrdeno je da je dominantni jon [M + H]" za
betametazondipropionat na m/z 453,2. Za pracenje betametazondipropionata odabrane su optimalne
jonske tranzicije m/z — (pri kolizionoj energiji 20 V).

3.2.14. Statisticka analiza

Statisticka analiza rezultata fizicko-mehanicke i hemijske karakterizacije i studija stabilnosti
svih ispitivanih uzoraka, prikazanih kao srednja vrednost parametra = SD, izvrSena je primenom
Student t-testa (za dve grupe podataka) ili jednofaktorske analize varijanse (ANOVA) (za vise od
dve grupe podataka) uz post hoc analizu primenom Tukey’s HSD testa. Takode, rezultati
biofarmaceutske karakterizacije, in vivo studije preliminarne procene iritacionog potencijala i
ponasanja na kozi su analizirani, kada je to bilo moguce, primenom Student t-testa (za dve grupe
podataka), odnosno, primenom jednofaktorske ANOVA uz post hoc Tukey’s HSD test (za viSe od
dve grupe podataka).

Kada preduslovi za parametarsku statisticku analizu nisu bili ispunjeni, tj. kada varijanse
nisu bile homogene i podaci nisu pratili normalnu distribuciju (nisu mogli ni da se transformisu u
normalno distribuirane podatke), koris¢en je neparametarski Kruskal-Wallis test, u kombinaciji sa
Wilcoxon Signed-Rank ili Mann-Whitney U testom za medusobna poredenja izmedu grupa.
Procena normalnosti dobijenih podataka je izvedena koriS¢enjem Shapiro-Wilk testa.

Statisticka analiza dobijenih podataka je izvrSena koris¢enjem komercijalnog kompjuterskog
programa PASW Statistics verzija 18.0 (SPSS Inc., Cikago, SAD). Statisticka znacajnost u svim
testovima je postavljena na p < 0,05.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Rezultati i diskusija prve faze eksperimentalnog rada

4.1.1. Razvoj formulacija film-formirajudéih sistema u okviru preformulacione
studije

Preformulacionom eksperimentalnom studijom je obuhvaéeno ukupno 55 razli¢itih
formulacija (preliminarno oznacene sa A1-AS5S5, sastav najznacajnijih uzoraka prikazan u tabelama
4.1.1.1.-4.1.1.4.), od kojih je na osnovu definisanih kriterijuma dalje opisanih u nastavku, odabrano
ukupno 20 formulacija (prikazanih u tabelama 4.1.1 1 4.1.2), a koje su u svom sastavu ukljucivale
slede¢e film-formirajuée polimere: jedan hidrofilni (HPC) ili jedan hidrofobni polimer (Eudragit®
NE 30 D (u daljem tekstu NE) ili Eudragit® RS PO (u daljem tekstu RS)) ili kombinaciju
hidrofilnog (HPC) i hidrofobnog polimera (RS). Hidrofobni polimeri su izabrani da ukljucuju jedan
neutralni (NE) ili jedan katjonski (RS) polimer iz grupe akrilata i metil metakrilatnih kopolimera.

lako su svi uzorci FFS ispitani na relevantna senzorna, fiziCkohemijska i mehanicka
svojstva, slede¢i klju¢ni parametri su prihvaéeni kao prvi presek za dalju procenu:

v vreme susenja na sobnoj temperaturi < 60 min,
v’ vreme susenja na temperaturi koze < 15 min,
v’ debljina filma < 0,1 mm,

v' fleksibilnost filma < 5 puta (uvijanja) i

v" pH u opsegu od 5,5 do 8,5.

Ovo je omogucilo racionalno smanjenje broja prospektivnih formulacija na ukupno 20. U
drugom delu preseka, kljucni parametar za finalnu procenu i krajnji odabir formulacija je bio:
fleksibilnost filma < 15 puta (uvijanja). To je posluzilo za dalju selekciju obecavajucih formulacija
(konacno nazvanih F1-F6, tabela 4.1.1.) i za naknadnu in vivo studiju procene ponaSanja na kozi.
Kao §to je prikazano u tabeli 4.1.3. izabrane optimalne formulacije su u svom sastavu sadrzale
slede¢e polimere: RS u koncentraciji od 8,5%, 10%, i 17,5%, NE u koncentraciji od 6,0%, i HPC u
koncentraciji od 3,5%, §to je bilo u skladu sa prethodnim istrazivanjima u ovoj oblasti (Frederiksen
i sar., 2015; Schroeder i sar., 2007a; Umar 1 sar., 2020). Takode, formulacija F6 ukljucena je sa
ciljem procene kombinovanja hidrofobnog (4% RS) i hidrofilnog polimera (1% HPC). Cinjenica da
polimer RS dominira u izabranim uzorcima povezana je sa njegovom katjonskom prirodom i
o¢ekivanom pozeljnom supstantivnoséu na kozi.

Kao optimalni plastifikatori za disperzije RS (u koncentraciji 20% u odnosu na masu suvog
polimera, kao §to je predlozeno od strane Garvie-Cook i sar., 2015), razlikovali su se propilenglikol
i TEC. Preformulaciona studija je ukazala da upotreba glicerola ili MCT kao plastifikatora u ovom
slu¢aju nije obezbedila filmove dovoljne fleksibilnosti.

Koris¢enje izopropil alkohola kao rastvaraca za polimere RS u koncentraciji 10% ili NE u
koncentraciji 5% nije dalo zadovoljavajuce rezultate u pogledu lepljivosti filmova, nezavisno od
uslova suSenja. Kada je isti rastvara¢ kombinovan sa NE (konkretno 6% ili 8,5%), obezbedio je
filmove niske lepljivosti kako na 32 °C tako i na sobnoj temperaturi, ali je zauzvrat smanjio njihovu
fleksibilnost. Sto se ti¢e formulacija na bazi HPC, uzorke koji su sadrzali 4-5% m/m ovog polimera,
karakterisalo je primetno povecanje viskoziteta nakon ¢uvanja 3,5 meseci, te stoga nisu bili pogodni
za dalju analizu i iskljueni su iz studije.
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Tabela 4.1.1.1. Sastav odabranih formulacija (%) razvijenih tokom preformulacione studije: odabrani uzorci grupe A1-A15.

Preliminarne oznake formulacija/

- A2 A3 A4 AS A7 A8 A9 Al10 Al12 Al13 Al5
Sastojci
Eudragit® RS 15,0 15,0 - 18,0 - 12,5 150 17,5 - - 19,0
Eudragit® NE 30 D - - 7,5 - 10,0 - - - 8,5 6,5 -
Klucel® GF - - - - - - - - - - -
TEC - 3,0 - - - 2,5 - - - - -
TBC 3,0 - - 3,6 - - - - - - 3,8
MCT - - - - - - 3,0 3,5 - - -
Etanol (96%) 77,0 77,0 81,3 74,0 80,0 80,8 77,00 75,0 78,8 83,8 -
Izopropil alkohol - - - - - - - - - - 73,1
PreciS¢ena voda 5,0 5,0 11,2 4.4 10,0 4,1 5,0 4,1 12,7 9,7 4,1

Tabela 4.1.1.2. Sastav odabranih formulacija (%) razvijenih tokom preformulacione studije: odabrani uzorci grupe A16-A30.

Preliminarne oznake formulacija/

Sastojci Al6  A17 A19 A20 A21 A22 A23  A26 A27 A29 A30
Eudragit® RS - 10,0 10,0 - 12,5 10,0 10,0 - - 12,0 12,0
Eudragit® NE 30 D 5,5 - - 8,5 - - - - - - .
Klucel® GF - - - - - - - 2,5 3,5 i -
TEC - 2,0 2,0 - 2,5 - - - - - -
TBC - - - - - - - - - - -
MCT - - - - - - 2,0 0,5 0,7 2.4 -
Glicerol - - - - - 2,0 - - - - 2.4
Etanol (96%) 86,3 84,7 - - 759 84,7 79,7 97,0 958 81,6 81,6
Izopropil alkohol - - 84,7 78,8 - - - - - - -
Propilenglikol - - - - 5,0 - 5,0 - - - -
PreciS¢ena voda 8,2 3,3 3,3 12,7 4,1 3.3 3.3 - - 396 3,96




Tabela 4.1.1.3. Sastav odabranih formulacija (%) razvijenih tokom preformulacione studije: uzorci A31-A41.

Preliminarne oznake formulacija/
Sastojci

A3l  A32

A33 A34

A35 A36 A37 A38 A39  A40

A41

Eudragit® RS
Eudragit® NE 30 D
Klucel® GF

TEC

TBC

MCT

Glicerol

Etanol (96%)
Izopropil alkohol
Propilenglikol
Polisorbat 80
Etil acetat
PreciS¢ena voda

12,0 12,0

- 76,6
81,6 -
- 5,0

3,96 4,0

17,5 10,0

3,5 2,0

73,4 84,7

5,6 3,3

10,0 10,0 17,5 12,0 - 12,5
} } } } 6,0 }
} 2,0 } } } }
2,0 - - 2.4 - -
N } 3.5 N } }
- 79,7 70,7 74,0 - 82,0
84,7 - - - 85,0 -
- 5,0 5,0 - - 2,5
- - 0,5
} } } 1,0 } N
3,3 3,3 3,3 10,6 9,0 2,5

10,0

Tabela 4.1.1.4. Sastav odabranih formulacija (%) razvijenih tokom preformulacione studije: odabrani uzorci grupe A42-A55.

Preliminarne oznake formulacija/

Sastojci A42 A43 A45 A46 A48 A49 AS0 AS51 AS3 A54  AS5S
Eudragit® RS - - 17,5 9,0 - 8,5 17,5 4,0 8,5 8,5 4,0
Eudragit® NE 30 D 5,0 8,5 - - - - - - - - -
Klucel® GF - - - - 3,5 - - 1,0 - - 1,0
TEC - - - - - - - - - - -
TBC - - - - - - - - - - -
MCT - - - 1,8 - - - - - - -
Glicerol - - 3,5 - - - - - - - -
Etanol (96%) - 78,8 734 862 925 748 734 88,7 874 86,7 924
Izopropil alkohol 87,5 - - - - - - - - - -
Propilenglikol - - - - 1,0 1,0 3,5 5,0 1,0 1,0 1,0
Etil acetat - - - - - - - - - - -
Polisorbat 80 - - - - 3,0 3,0 - - 0,3 1,0 0,3
Precis¢ena voda 7,5 12,7 5,6 3,0 - 12,7 5,6 1,3 2,8 2,8 1,3




Tabela 4.1.1. Sastav FF formulacija (F1-F10) odabranih za dalja fizickohemijska i mehanic¢ka
ispitivanja.

Sastav (%, m/m)

Ekscipijensi

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10
Eudragit® RS PO 8,5 10,0 17,5 - - 4,0 - - 12,5 12,0
Eudragit® NE 30 D - - - - 6,0 - - - - -
Klucel® GF - - - 3,5 - 1,0 2,5 2,5 - -
PVA - - - - - - - - - -
TEC - 2,0 - - - - - - 2,5 -
MCT - - - 0,7 - - 0,7 - - 2,4
Propilenglikol 1,0 - 3,5 - - 0,5 0,7 5,0
EtOH 86,7 84,7 734 958 - 92,9 96,8 96,8 75,9 81,6
Izopropil alkohol - - - - 85,0 - - - - -
Polisorbat 80 1,0 - - - - 0,3 - - - -
Voda do 100 100 100 - 100 100 - - 100 100

PV A= polivinilalkohol; TEC= trietil-citrat; MCT= srednje-lancani trigliceridi; EtOH= etanol 96%,
Voda = preciséena voda.

Tabela 4.1.2. Sastav FF formulacija (F11-F20) odabranih za dalja fizickohemijska i mehanicka
ispitivanja.

Sastav (%, m/m)

Ekscipijensi

F11 F12 F13 Fl14 F15 F16 F17 F18 F19 F20
Eudragit® RS PO 12,5 12,5 - - 8,5 15,0 4,0 8,5 17,5 -
Eudragit®* NE30D - - 8,5 - - - - - - 5,5
Klucel® GF - - - 3,5 - - 1,0 - - -
PVA - - - - - - - - - -
TEC 2,5 - - - - - - - - -
MCT - - - - - 3,0 - - 3,5 -
Propilenglikol - 2,5 - 1,0 1,0 - 5,0 1,0 -
EtOH 80,8 82,0 78,8 925 74,8 77,0 88,7 87,4 750 86,3
Izopropil alkohol - - - - - - - - - -
Polisorbat 80 - 0,5 - 3,0 3,0 - - 0,3 - -
Voda do 100 100 100 - 100 100 100 100 100 100
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Tabela 4.1.3. Sastav optimalnih ,,placebo” film-formirajuéih formulacija, odabranih za dalja in
vitro 1 in vivo istrazivanja.

Sastav (%, m/m)

Ekscipljensi F1 F2 F3 F4 F5 F6  PF*
Eudragit® RS PO 8,5 10,0 17,5 - - 4,0 -
Eudragit® NE 30 D - - - - 6,0 - -
Klucel® GF - - - 3,5 - 1,0 -
PVA - - - - - - 10,0
TEC - 2,0 - - - - -
MCT - - - 0,7 - - -
Propilenglikol 1,0 - 3,5 - - 0,5 0,5
EtOH 86,7 84,7 73,4 95,8 - 92,9 -
Izopropil alkohol - - - - 85,0 - -
Polisorbat 80 1,0 - - - - 0,3 -
Voda do 100 100 100 - 100 100 100

*PF = poredbena formulacija na bazi PVA kao referentnog film-formiraju¢eg polimera,
ukljucena u in vivo fazu eksperimentalnog rada

4.1.2. Fizickohemijska, senzorna i mehanicka karakterizacija optimalnih film-
Sformirajucih sistema

Poredbeni prikaz dobijenih vremena suSenja (tabela 4.1.4.) ukazuje na prednost koriséenja
inkubatorske komore koja znacajno skracuje test, obezbedujuci rezultate koji se relevantnije odnose
na realno vreme suSenja uzoraka filmova na temperaturi koze. Medu ispitivanim FFS, formulacija
F2 (izradena sa 10 % m/m katjonskog polimera RS) je okarakterisana sa znacajno kraé¢im
vremenom susenja u poredenju sa formulacijama koje sadrze nizu koncentraciju istog polimera
(uzorak F1 sa 8,5 % RS), neutralnog polimera NE ili pak hidrofilnog polimera HPC. Interesantno je
da ispitivana kombinacija polimera u uzorku F6 rezultira istim vremenom suSenja kao i u slucaju
F2, sugeriSu¢i da dodatak hidrofilnog polimera u niskoj koncentraciji od 1 % (u ovom slu¢aju HPC)
omogucava znacajno smanjenje udela hidrofobnog polimera (konkretno, smanjenje sa 10 % na 4 %
polimera RS). Sledstveno, na osnovu izmerenih vremena suSenja na temperaturi koze izabrane
formulacije mogu biti klasifikovane u tri grupe:

1. Grupa sa vremenom susenja < 5 min (kojoj pripadaju uzorci F2 i F6),
2. Grupa sa vremenom susenja unutar opsega 5-7 min (uzorci F1, F3 1 F5), 1
3. Grupa sa vremenom susenja > 7 min (samo uzorak F4).

Interesantno je ista¢i da povecanje koncentracije polimera RS od 10 % (u uzorku F2) na
17,5 % (uzorak F3) ne uti¢e linearno na vreme susenja filma na 32 °C. Sa druge strane, dodatak
polisorbata 80 u koncentraciji od 1 % (uzorak F1) ocigledno igra znacajnu ulogu u produzenju
vremena suSenja filma na 32 °C, i to na 6 min 40 s. Stoga bi koli¢ina ovog nejonskog surfaktanta
mogla biti smanjena, uzimajuc¢i u obzir pogodno vreme suSenja uzorka F6 koji sadrzi 0,3 %
polisorbata 80. Moze se reci da je koncentracija polisorbata 80 od 0,3 % sasvim dovoljna za veéinu

48



uloga koju jedna povrSinski aktivna materija moze imati u sastavu FFS (npr. solubilizacija ili
poboljsanje penetracije inkorporirane lekovite supstance).

Povecanje koncentracije HPC od 2,5 % do 3,5 % (u uzorku F4) dovodi do znacajnog
povecanja vremena suSenja filma na 32 °C. Imajuéi u vidu produzeno vreme dispergovanja HPC
tokom izrade FFS uzoraka, duze vreme suSenja filma je drugo nepozeljno svojstvo koje se moze
pripisati ovom hidrofilnom polimeru. Ovi nalazi izvesno su povezani sa molekulskom masom i
polarnom povrSinom datog polimera (Produtturi i sar., 2004), a pokazate se da utiCu i na
topografiju nastalog filma .

Tabela 4.1.4. Deskriptivni i numericki parametri dobijeni tokom evaluacije odabranih in situ film-
formirajucih formulacija (srednja vrednost + SD, n=3).

Organolepticki izgled i " 1ome Vreme y
Formulacii lepliivost filma nakon suSenja filma suSenja filma PovrS$ina filma
O enia (32 0y (32.020.1°C)  (25.042.0°C)  (mm?)
suSenja (32 °)
(min) (min)

Bezbojan, bistar, sjajan,

F1 strukturiran, homogen, 6,6 £ 0,4? 24,0 +£0,6° 223,0+21,24
niske lepljivosti
Bezbojan, blago

zamucen, strukturiran,
homogen, niske
lepljivosti

Kristalno-transparentan,

bezbojan, fino
strukturiran, homogen,
niske lepljivosti
Bele boje, zamucen,
uniformno strukturiran,
homogen, niske
lepljivosti
Bistar do blago zamucen,
bezbojan, fino
strukturiran, homogen,
niske lepljivosti

Belicast, blago zamucen,

F6 homogen, niske 4,6 +0,4° 32,0 £2,0f 83,0+ 1,58

lepljivosti

F2 4,6+0,1° 32,0 +£2,5° 121,0 £ 2,04

F3 5,3+0,2° 22,0 +£2,0° 79,0 £ 1,58
F4

13,5+ 0,94 40,0 + 0,6¢ 24,0 + 1,24

F5 6,3 +0,6* 48,0 + 1,5¢ 72,0 £5,2¢8

2p < 0,05 u poredenju sa formulacijama F2, F4 1 F6

®p < 0,05 u poredenju sa formulacijama F1, F4 i F5

¢p < 0,05 u poredenju sa formulacijom F4

4p < 0,05 u poredenju sa svim ispitivanim formulacijama
¢p < 0,05 u poredenju sa formulacijama F2, F4, F51 F6
fp < 0,05 u poredenju sa formulacijama F1, F3, F4 i F5

¢ p < 0,05 u poredenju sa formulacijama F1, F2 i F4

Posebno je vazno napomenuti da je najduze vreme suSenja filma na sobnoj temperaturi (48,0
+ 1,5 min) (tabela 4.1.4.) pokazala formulacija F5 sa polimerom NE. S obzirom da je u pitanju
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formulacija sa najveéim sadrzajem preciS¢ene vode, ovaj fenomen se moZe objasniti
transformacijom ovakvih sistema, odnosno evaporacijom prisutne frakcije vode. Naime, kod
vodenih disperzija polimera, u kompleksnom procesu formiranja filma, evaporacija vode se odvija
razli¢itim brzinama u nekoliko (obi¢no 3) faza (Vanderhoff i sar., 2007; Yang i Craig, 2020; slika
1.5.). U procesu susenja filma koji se odvija in situ, primetna je postepena transformacija sistema
F5 od mle¢no-koloidne disperzije do transparentnog ili blago zamuéenog kontinuiranog filma.
Takode, u poredenju sa ostalim ispitivanim FF formulacijama samo prisustvo vode kao polarnog
rastvarata u povecanom sadrzaju (9 %), ocekivano produzava vreme suSenja filma na sobnoj
temperaturi. Potrebno je naglasiti da ostale ispitivane FF formulacije sadrze izmedu 0 i 5,6%
precis¢ene vode u svom sastavu. Ovi nalazi su potvrdili potrebu za detaljnijom procenom fenomena
transformacije/metamorfoze uzoraka, $to je 1 jedan od zahteva ve¢ spomenutog EMA Nacrta vodica
za kvalitet 1  ekvivalentnost topikalnih  proizvoda. U  nedostatku  regulatorno
preporucene/preporucenih metode/metoda za ispitivanje transformacije uzoraka, odgovarajuci
protokol je razvijen i sproveden u okviru druge faze eksperimentalnog rada.

Slika 4.1. Ilustracija finalne transformacije FFS u procesu suSenja.

Film-formiraju¢e formulacije su medu nekoliko sistema za dermalnu isporuku koje
zahtevaju istovremeno razmatranje senzornih i mehanickih svojstava. U pogledu kozmetickih
(estetskih) svojstava, formulacija F3 se pokazala formulacijom izbora, obrazujuéi kristalno-
transparentne, homogene filmove sa niskom lepljivos¢u nakon susenja na 32 °C, kao i nakon
suSenja na sobnoj temperaturi. Zapravo, samo uzorak koji sadrzi HPC kao glavni i jedini polimer u
obrazovanju filma je ocenjen kao intenzivno zamudéen. Stoga, ova karakteristika moze biti
negativno ocenjena od strane pacijenta i uticati na komplijansu.

Razmatraju¢i primarno i lateralno Sirenje FFS na mikroskopskoj plocici kao odabranom
supstratu u ovoj fazi ispitivanja, povecanje sadrzaja polimera RS ocekivano vodi ka smanjenju
obrazovane povrsine filma (tabela 4.1.4.). Medutim, najmanja povrsina je ipak izmerena za uzorak
na bazi HPC, sa najmanjim potencijalom Sirenja na mikroskopskoj plocici, ali i ¢injenicom da je
uzorak okarakterisan sa duzim vremenom susenja pod ambijentalnim uslovima (¢ak 40,0 + 0,6
min). Zaklju¢uje se da je difuziona povrSina filma kao parametar u direktnoj vezi sa samim
viskozitetom FFS, §to je kasnije i bilo potvrdeno u okviru reoloSke studije. Takode, izmerena
povrSina difuzije film-formiraju¢ih formulacija moze biti smernica tokom odabira optimalne
ambalaze (npr. bocica sa kapaljkom, mehanickim rasprSivacem ili ventilom drugacijeg dizajna).
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Rezultati karakterizacije FFS u pogledu vrednosti rolovanja (uvijanja) filma i debljine filma
su prikazani u tabeli 4.1.5. Formirani filmovi su okarakterisani sa sveukupno prihvatljivom
debljinom, u opsegu od 0,007 do 0,096 mm, poboljsavajuéi na taj nacin njihovu prihvatljivost od
strane pacijenta, koji date filmove na kozi ili ne osecaju ili ih ne dozivljavaju kao opterecenje. Kao
Sto je ocekivano, povecanje sadrzaja RS polimera dovodi do postepenog povecanja debljine
generisanih filmova. Najdeblji film je formiran sa najve¢om upotrebljenom koncentracijom
polimera RS od 17,5 % (0,096 mm), dok je formulacija F1 (8,5 % m/m polimera RS ) obrazovala
veoma tanki film sa najmanjom debljinom (0,007 mm) (tabela 4.1.5. i slika 4.1.1.). Formulacija sa
RS polimerom u koncentraciji od 15% je imala debljinu filma 0,084 mm (slika 4.1.1). Ocekivano,
formulacija zasnovana na polimeru HPC u koncentraciji od 3,5 % je obezbedila film vece debljine
(0,046 mm) u poredenju sa formulacijom sa 2,5 % HPC (0,032 mm).

o ) Propilenglikol+ Polisorbat 800,3%
De‘-’llma Obﬁzovanog [ Propilenglikol+ Polisorbat 80 1,05
* I Propilenglikol+ Polisorbat 80 3,0%
filma (pm) —
] Bl mcT
B rPropilenglikol+ Polisorbat 800,5%
100 4 ] Propilenglikol
4
80 +
60 <
40 4
20 4 B
T
oL

Eudragit RS 8.5 EudragitRS 10 Eudragit RS12 EudragitRS 12.5 Eudragit RS 15 Eudragit RS 17.5
Koncentracija polimera Eudragit RS PO

Slika 4.1.1. Promena debljine filma u funkciji koncentracije Eudragit® RS PO kao film-
formirajuceg polimera i primenjenog plastifikatora; srednja vrednost + SD, n=3.

Zakljucuje se da je u sluc¢aju polimera HPC i1 RS debljina in-sifu formiranih filmova u FFS u
direktnoj zavisnosti i korelaciji sa izabranim tipom polimera i njegovom koncentracijom, ukazujuci
time da sa povecanjem koncentracije navedenih polimera dolazi do znacajnog povecanja debljine
filma. Nasuprot tome, u slucaju polimera NE kao samostalnog u sastavu FFS, samo povecéanje
koncentracije polimera od 5,0 % do 8,5 % dovodi do blagog smanjenja debljine filma (slika 4.1.2.).
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Debljina filma (pm)

12] ;
10-.
8
6
%
2
o.

Eudragit” NE 5% Eudragit® NE 5,5% Eudragit® NE 6% Eudragit® NE 8,5%

Koncentracija film-formirajuceg polimera Eudragit NE 30 D (%)

Slika 4.1.2. Smanjenje debljine filma sa povecanjem koncentracije Eudragit® NE 30 D polimera u
opsegu 5,0 - 8,5%; srednja vrednost = SD, n=3.

Medutim, debljina filma sama po sebi ne moze da sluzi kao mera sveobuhvatnih mehanickih
svojstava filma, s obzirom da je uzorak F1 sa najmanjom debljinom rezidualnog filma zapravo
okarakterisan kao uzorak sa najpozeljnijom fleksibilnos¢u. Zapazanja koja se odnose na uzorke F1-
F3, bazirane na istom film-formiraju¢em polimeru (8,5 — 17,5 % m/m hidrofobnog Eudragit® RS
PO), ilustruju znacaj optimizacije FFS, gde se pozeljna svojstva filma mogu postiéi ¢ak 1 pri nizim
koncentracijama FF polimera. Dodatno, kombinacija ovog polimera sa 1 % m/m hidrofilnog
polimera HPC se pokazala optimalnom opcijom, koju uz to karakteriSe i visoka otpornost na
mehanicke stimuluse. Ovakvi zakljucci bi mogli dovesti do brzeg razvoja efikasnih terapijskih

..........

sirovinskih troskova.

Tabela 4.1.5. Vrednosti rolovanja (uvijanja) filma, debljine filma i pH vrednosti odgovarajucih
film-formirajucih rastvora/disperzija (srednja vrednost = SD, n=3).

Vrednost Debljina filma

Formulacija oo . pH vrednost
uvijanja filma (mm)
F1 112,0 +£2,92 0,007 +0,002f 6,9+0,1¢8
F2 54,0 + 3,20 0,021 +0,001¢ 6,1 0,14
F3 95,0 £ 1,5¢ 0,096 + 0,002¢ 6,7+0,1°
F4 78,0 £ 1,5¢ 0,046 = 0,001¢ 8,3+0,14
F5 56,0 = 3,5° 0,011 +0,002¢ 7,5+0,14
F6 105,0 +9,0° 0,033 + 0,003f 6,6 +0,1°

2p < 0,05 u poredenju sa formulacijama F2, F3, F4 i F5

b p < 0,05 u poredenju sa formulacijama F1, F3, F4 i F6
¢p < 0,05 u poredenju sa formulacijama F1, F2, F4 i F5
4p < 0,05 u poredenju sa svim ispitivanim formulacijama
¢p < 0,05 u poredenju sa formulacijama F2, F4 1 F5

fp < 0,05 u poredenju sa formulacijama F2, F3, F4 i1 F6

¢ p < 0,05 u poredenju sa formulacijama F2, F4, F5 i F6
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4.1.3. Procena mikrostrukture formiranog filma primenom polarizacione
mikroskopije

Kako bi se detektovalo prisustvo eventualno nerastvornih/nedispergovanih agregata
polimera predlaze se primena dodatnih metoda za karakterizaciju, kao §to su svetlosna ili pozeljno
polarizaciona mikroskopija.

. .
0) d)

Slika 4.1.3. Uticaj izabranog tipa polimera i njegove koncentracije na mikrostrukturu filma: (a)
formulacija sa 17,5 % polimera Eudragit® RS PO; b) formulacija sa 3,5 % polimera Klucel® GF; c)
formulacija sa 8,5 % polimera Eudragit® NE 30 D; d) formulacija sa 8,5 % polimera Eudragit® NE

30 D i izopropil alkoholom.

Na slici 4.1.3. predstavljen je mikroskopski izgled filmova obrazovanih na predmetnom
staklu, a nakon potpunog susenja na sobnoj temperaturi. Za neke od polimernih film-formirajuéih
nosaca dobijene mikrografije ukazuju na odsustvo nedispergovanih agregata polimera. Interesantno,
mikrografije formulacije sa najve¢om koncentracijom RS polimera (¢ak 17,5 % u formulaciji F3)
ne ukazuju na vidljive agregate (slika 4.1.3.a), dok formulacija sa polimerom Klucel® GF (HPC,
uzorak F4) pokazuje vidljive agregate sa veli¢inom u mikrometarskom opsegu (slika 4.1.3.b).
Njihovo prisustvo se objaSnjava otezanim dispergovanjem polimera Klucel® GF na sobnoj
temperaturi, i potrebom za njegovim produzenim meSanjem. Takode, utvrdeno je da izopropil
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alkohol kao glavni rastvara¢ u formulaciji sa polimerom Eudragit® NE 30 D (8,5 %) poboljsava
njegovu rastvorljivost i obrazovanje homogene mikrostrukture filma (slika 4.1.3.d) u odnosu na
mikrostrukturu filma kada izopropil alkohol nije prisutan u formulaciiji (slika 4.1.3.c).

Uocene razlike u mikrostrukturi formiranih filmova izmedu ispitivanih formulacija FFS
ukazuju na znacaj ove metode u preliminarnom izboru odredenog tipa polimera i njegove
koncentracije kod polimernih sistema nosaca, ali i znacaj prisustva odredenog tipa rastvaraca ili
njihove medusobne kombinacije.

4.1.4. pH vrednosti razvijenih film-formirajucih sistema

Formulacione studije u novijim pristupima orijentisanim prema mikrobiomu koze (Byrd i
sar., 2018) posvecuju vise paznje pH vrednosti koze, ali isto tako i pH vrednosti samih uzoraka
namenjenih za primenu na kozi (Kuo 1 sar., 2020). Ovo je posebno od znacaja kod prospektivnih
film-formirajuc¢ih sistema koji su dizajnirani za ciljanu i poboljSanu isporuku lekovite supstance i
produZzeno zadrzavanje na kozi.

Zahvaljuju¢i prilicno heterogenim sastojcima, pH vrednost ispitivanih FFS se kretala u
Sirem opsegu, od 6,1 - 8,3 pH jedinica (tabela 4.1.5). Dok su formulacije F1, F2, F3 i F5 imale
gotovo neutralne pH vrednosti opSte prihvatljive i za zdravu i za bolesnu kozu, uzorak F4 je
pokazao vecu pH vrednost od 8,3 + 0,1. Iako bazni pH topikalnih uzoraka nije a priori pozeljan,
prema specifikaciji datog film-formiraju¢eg polimera, HPC, proizvoda¢ navodi da se u gornjoj
polovini pH skale oc¢ekuje bolja stabilnost formulacija tokom ¢uvanja.

Sa aspekta racionalnijeg koriS¢enja polimernih sastojaka, te prospektivne racionalnije
terapije, konstatovano je da uzorak F3 sa najveCom koncentracijom polimera RS (17,5 % m/m)
moze biti izostavljen iz daljih eksperimenata, dok je u daljim ispitivanjima uklju¢ena dodatna
kontrolna (poredbena) formulacija (oznacena kao PF) na bazi PVA (10 % vodena disperzija sa
propilenglikolom). PVA je izabran u svojstvu referentnog hidrofilnog polimera, koji se do skora
smatrao ,,zlatnim standardom” medu film-formiraju¢im polimerima (Ghoshal i sar., 2012).
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4.2 Rezultati i diskusija druge faze eksperimentalnog rada

4.2.1. In vivo procena iritacionog potencijala razvijenih film-formirajuéih sistema

Tokom razvoja novih preparata za topikalnu primenu, ve¢ u ranoj fazi neophodna je procena
njihovog iritacionog potencijala na kozi, kao jednog od najce$¢ih nezeljenih efekata takvih
formulacija (Panteli¢, 2013). Ovaj segment ispitivanja je posebno znacajan kod formulacija sa
visokim sadrzajem organskih rastvaraca, kao S$to je vec¢ina film-formirajucih sistema.

U prvoj fazi studije ocenjen je in vivo iritacioni potencijal prethodno odabranih ,,placebo”
film-formiraju¢ih formulacija (F1, F2, F4, F5, F6 i PF) merenjem EI nakon 24 h okluzije. Dodatno,
kako bi se stekao dublji uvid u potencijalne efekte na kozi, kao dodatni biofizicki parametri od
interesa praceni su TEGV, SCH i pH koze. Sva cetiri biofizicka parametra mogu ukazati na
(ne)kompatibilnost ispitivanih formulacija sa kozom. Takode, promene vrednosti navedenih
parametara mogu pruziti i detaljniji uvid u mehanizme interakcija ispitivanih uzoraka (ili pojedinih
sastojaka) sa kozom.

Jedan sat nakon uklanjanja okluzije, vizuelnim pregledom koze tretirane ispitivanim
formulacijama FFS, nisu bile vidljive bilo kakve neZeljene manifestacije na kozi. Takode, ni
ispitanici nisu osecali potrebu da prijave neprijatne senzacije povezane sa primenom ispitivanih
FFS (npr. toplota, peckanje ili svrab na mestu primene).

Kao S$to je i bilo ocekivano, a tokom studije instrumentalno potvrdeno, nisu uocene
statisticki znacajne promene u vrednostima EI u odnosu na bazalne vrednosti test-mesta, niti obe
netretirane kontrole (slika 4.2.1.a). Takode, nisu detektovane ni statisticki znacajne razlike u
vrednostima promena ovog parametra izmedu ispitivanih formulacija, Sto ukazuje na dobru
podnosljivost na kozi svih ispitivanih FFS.

Suprotno parametru EI, tip polimera koji je koriS¢en u izradi ispitivanih formulacija pokazao
je znacajan uticaj na vrednosti TEGV tokom studije. TEGV je biofizicki parametar koji ukazuje na
integritet kozne barijere. Uzorci F1 i F5, pripremljeni kori§¢enjem Eudragit® RS PO i Eudragit® NE
30 D polimera respektivno, dovode do znacajnog smanjenja ovog parametra u odnosu na bazalne
vrednosti (t-test, p < 0,05) (slika 4.2.1.b). Tacnije, smanjenje TEGV je iznosilo izmedu 40-50%,
sugeriSuci da formirani filmovi delimi¢no blokiraju isparavanje vode na povrsini ispoljavajuci time
polu-okluzivni efekat na kozi (Casiraghi i sar., 2002; Zhai i sar., 2007).

Medutim, treba napomenuti da svi testirani uzorci dovode do smanjenja SCH u poredenju sa
bazalnim vrednostima, pri ¢emu statisticki znaCajno smanjenje vlaznosti stratum corneum-a
pokazuju F1, F5, i posebno uzorak F6 (t-test ili Wilcoxon test, u zavisnosti od prirode podataka p <
0,05) (slika 4.2.1.c).

55



150 - 154
i < 1 * * *
120 £ 124
_ 904 o § o
w N
g 604 o © % 4 ©° o 5 6
1 ©
gso- o 8 . a 8 =N g o
& o] © %— 8 € o g T @‘ % 0- L} % E- g o ©
w : 1T 8 . :
£ 304 o 8 o ° g o © 5-3— o ¥ o °o 9§ 8 g »
: 5 o] ° 8
877 g ] ® 8
90 5 -9
2 1] L L |
120 g7 #
150 T T T T T T T T -15 T T T T T T T T
PF F1 F2 F4 F5 F6 NK NKO PF F1 F2 F4 F5 F6 NK NKO
40 3 -
* * * * * *
T 30 4
24
T
8 20 4 @) o
© 2
c S 14
© 104 o o £
g o 8 0 s 1 ©
—_ o —
=18 g g & ogggo-@goggggé
=4 £ ]l O
5 104 g % @ -8- = 6 o 2 g 8 4 & ©
2 o) o @ 11 o
2 20 2
[T I
30 - # 2] L 1 1 |
#
-40 T T T T T T T T -3 T T T T T T T T
PF  F1 F2 F4 F5 F6 NK NKO PF  F1 F2 F4 F5 F6 NK NK

Slika 4.2.1. Efekat ispitivanih polimernih film-formirajuéih sistema (F1, F2, F4, F5, F6), kao i
referentog uzorka sa PVA (PF) na promenu vrednosti (a) eritema indeksa (EI), (b)
transepidermalnog gubitka vode (TEGV), (¢) stepena hidratisanosti stratum corneum-a (SCH) i (d)
pH koze. Parametri su izrazeni kao apsolutne promene vrednosti dobijenih 1 h nakon uklanjanja
okluzije u odnosu na bazalne (inicijalno izmerene) vrednosti za svaku od ispitivanih polimernih
formulacija, netretiranu kontrolu pod okluzijom (NKO) i netretiranu kontrolu bez okluzije (NK).
* p < 0,05 u odnosu na bazalne vrednosti; # statisticki znacajna razlika izmedu NKO i svih
ispitivanih formulacija FFS.

Na prvi pogled, ovo otkri¢e nije bilo u potpunosti u skladu sa rezultatima merenja TEGV,
posto se ocekivalo izvesno povecanje SCH. Medutim, treba imati na umu da polu-okluzivni filmovi
ipak omogucavaju veci transport vode u poredenju sa okluzivnim filmovima (Zhai i sar., 2007).
Stoga, smanjenje vlaznosti koze moze biti pripisano relativno visokom sadrzaju isparljivih
rastvaraca (etanol, izopropil alkohol) prisutnih u razvijenim FFS uzorcima. Takode, ¢ini se da
dodatak plastifikatora, poput TEC i MCT u odgovaraju¢im formulacijama (F2 i F4), rezultirajuci
filmovima vece debljine (poredenjem sa F1 i F5), uspeva da umanji efekat dehidratacije kori§¢enih
rastvaraca (nisu primecene statisticki znacajne promene u SCH vrednostima, Wilcoxon test p >
0,05).

Dodatno, porede¢i dobijene rezultate TEGV 1 SCH kod ispitivanih formulacija sa obe
netretirane kontrole (NK i NKO) nisu primecene statisticki znacajne razlike (ANOVA ili Kruskal-
Wallis test, p > 0,05) osim kod F6 (slike 4.2.1b i 4.2.1c). Medutim, treba napomenuti da su
vrednosti izmerenih biofizickih parametara bile neznatno smanjene na oba netretirana mesta, dok je
okluzija sama po sebi ispoljila marginalni efekat na kozi tokom studije. Ipak ovo nije iznenadujuce,

56



posto na merenja TEGV i SCH mogu uticati i najmanje ambijentalne ili individualne (npr.
emocionalne ili hormonalne) promene (Schroeder i sar., 2007a). S druge strane, interesantno je da
referentni uzorak (PF) sa PVA kao film-formiraju¢im polimerom dovodi do znacajnog povecanja
TEGV u poredenju sa netretiranim kontrolama (ANOVA, p < 0,05). Posto primenu uzorka PF nisu
pratile znacajne promene u nivoima SCH, primeceno poveéanje TEGV bi moglo biti pripisano
higroskopnim svojstvima PVA kao film-formirajuc¢eg polimera, pre nego sustinskim promenama u
integritetu kozne barijere.

Na kraju, analiziraju¢i pH vrednosti koze (slika 4.2.1.d) primetno je da su samo uzorci F2 i
F6 doveli do statisticki znac¢ajne promene ovog parametra u odnosu na njihove bazalne vrednosti (t-
test, p < 0,05) kao 1 u odnosu na obe netretirane kontrole (ANOVA, p < 0,05). Medutim, ipak treba
naglasiti da su ove dve formulacije indukovale, iako statisticki znacajan, blagi pad pH vrednosti
koze nakon 24-Casovne okluzije (od 5,3 + 0,3 do 4,9 + 0,4 za oba uzorka). Stoga je potpuno
razumljivo da uo¢ene male razlike u pH vrednostima (unutar 0,5 pH jedinica) ne¢e znacajno uticati
na in vivo ponaSanje potencijalnog proizvoda, tj. leka. Zanimljivo je da uzorak F4, uprkos nesto
viSoj pH vrednosti same formulacije, nije ispoljio statisticki znacajan efekat na promenu pH
vrednosti koze.

Sveukupno, svi zakljuécei prve faze in vivo studije potvrduju da ispitivani FFS, uprkos
visokom sadrzaju organskih rastvaraca i supstantivnosti primenjenih film-formiraju¢ih polimera,
nemaju znacajan potencijal za iritaciju koze. To je omogucilo osmisljavanje i sprovodenje
preostalih faza in vivo studije.

4.2.2. In vivo procena supstantivnosti razvijenih film-formirajucih sistema

Dinamicna transformacija FFS koja se odigrava u veoma kratkom vremenskom periodu
nakon primene na kozi (tj. nakon rapidne evaporacije organskih rastvaraca na temperaturi koze),
zajedno sa potencijalom da smanjuju ucestalost primene leka, zahteva potrebu za dodatnom in vivo
procenom ovakvih sistema.

Kako bi se dobio dalji uvid u znacajne interakcije koje se odvijaju izmedu koZze i generisanih
filmova, reflektovanih kao odraz interakcija koje se odigravaju izmedu generisanih filmova i sonde
koris¢enog uredaja, u drugoj fazi studije izvrSena su merenja petog biofizickog parametra koze —
frikcije, koja pripadaju triboloskoj sferi. Generalno, otpor prema torziji koji najpre pokazuje FFS (u
tecnom stanju), a zatim obrazovani film, ukazuje redom na: lako¢u razmazivanja, metamorfozu
FFS, supstantivnost formulacije, glatkocu filma, mehanicka svojstva i integritet obrazovanog filma.
Ove karakteristike su od presudnog znacaja za potencijalni terapijski efekat inkorporiranih lekovitih
supstanci, odreduju¢i vreme zadrzavanja leka, kinetiku oslobadanja i1 efikasnost perkutane
penetracije (Monica i sar., 2020).

Na slici 4.2.2. prikazani su rezultati frikcije izmereni 5 min nakon aplikacije ispitivanih FFS
na volarnoj strani obe podlaktice dobrovoljaca, u poredenju sa netretiranom kontrolom (frikcija
Ciste koze). Za razliku od uzoraka F5 i PF, uoceno je da su formulacije F1, F2, F4 i F6 ispoljile
znacajan lubrikantni efekat na kozi, koji se ogledao u niskim vrednostima frikcionog parametra u
poredenju sa netretiranom kontrolom. Medutim, detaljniji uvid u vreme koje je potrebno da
frikciona kriva dostigne plato, njegova pozicija i duzina (slike 4.2.2 1 4.2.3), bili su u korelaciji sa
izabranim tipom polimera i njegovom koncentracijom, odnosno sa rezultatima fizickohemijske i
mehanicke karakterizacije koji su izloZeni u prethodnom odeljku rada.
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Slika 4.2.2. Uporedni prikaz dobijenih triboloskih kriva (promena koeficijenta frikcije u funkciji
vremena) ispitanih 5 min od inicijalnog nanosenja formulacija FFS, odnosno merenjem ¢iste koze
(netretirana kontrola, NK).

U slucaju formulacije F1 pripremljene sa hidrofobnim polimerom RS (8,5 %), plato je
dostignut ve¢ nakon priblizno 5 s sa trajanjem do priblizno 20 s merenja. Nakon 40 s primeceno je
blago postepeno povecanje frikcionog koeficijenta. Ovaj povrSinski fenomen se moze objasniti
evaporacijom znacajne frakcije prisutnih rastvaraca tokom merenja, kao i1 izvesnim stepenom
lepljivosti rezidualnog filma (Gore i sar., 2020). Interesantno je da ukljucivanje dodatnog polimera
kao $to je HPC (uzorak F6) produzava vreme potrebno za dostizanje platoa (priblizno 20 s) i
njegovo trajanje (do priblizno 40 s), istovremeno uzrokujuéi nize vrednosti koeficijenta frikcije.
Ovo bi se moglo pripisati vecoj debljini filma nastalog od formulacije F6 u poredenju sa
formulacijom F1, kao i poboljSanim lubrikantnim efektom.

Isto tako, treba imati u vidu da formirani glatki filmovi pruzaju manji otpor prilikom
uvrtanja koze od strane sonde, dajuci nize vrednosti frikcije. Medutim, ova pretpostavka zahteva
dodatnu potvrdu, pre svega detaljnim analiziranjem povrSinske topografije filmova uz pomo¢
odgovarajucih tehnika, kao Sto je AFM (tre¢a faza eksperimentalnog rada). U slucaju uzorka F2
(pripremljenog sa 10 % polimera RS i 2 % TEC kao plastifikatora) i F4 (pripremljenog sa 3,5 %
HPC 1 0,7 % MCT), izrazeni lubrikantni efekat omogucava zadrzavanje relativno stabilnih i niskih
koeficijenata frikcije tokom posmatranog vremenskog perioda, daju¢i krive sa neznatnim
promenama tokom kontinuiranog merenja od 100 s. Interesantno je napomenuti da iako ove dve
formulacije ispoljavaju razliita vremena susenja na 32 °C (F2 = 4,6 £ 0,1 min i F4 = 13,5 + 0,9
min), nije primecena znacajna razlika u pogledu dobijenih vrednosti koeficijenata frikcije. Sa druge
strane, ispitivanje uzorka F5 koji sadrzi: 6 % polimera NE u obliku vodene disperzije (ukupno 9%
vode u finalnom uzorku) i 85% izopropanola, i kontrolne formulacije (PF) koja sadrzi: 10 % PVA,
0,5 % propilenglikola i 89,5 % vode, prac¢eno je znacajno visSim vrednostima frikcionog parametra u
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poredenju sa netretiranom kontrolom (slike 4.2.2. i 4.2.3.). Ovo se moZe objasniti procesom
evaporacije vode iz navedenih formulacija, kako je ve¢ diskutovano u prvoj fazi eksperimentalnog
rada za uzorak F5 sa neSto viS§im sadrzajem vode u poredenju sa ostalim ispitivanim uzorcima. Na
primeru ovog uzorka vidi se da iza samog procesa formiranja filma stoji kompleksan proces
dinamicke transformacije sa evaporacijom vode koja se odigrava u svim fazama formiranja filma,
ali perzistira i kasnije iz ve¢ obrazovanog filma (porast frikcionog parametra i nakon 6 h, kao i
nakon 24 h). Nasuprot tome, kod poredbenog uzorka PF evaporacija vode se deSava iskljucivo u
fazi obrazovanja filma, odnosno najve¢i rast frikcionog parametra registrovan je nakon 5 min.
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Slika 4.2.3. Pracenje frikcionog parametra u vremenskim tackama nakon 5 min, nakon 30
min, nakon 1 h, nakon 6 h i nakon 24 h od primene poredbene (PF) i ispitivanih formulacija
FFS (F1, F2, F4, F5 1 F6) uz netretiranu kontrolu (NK); srednja vrednost + SD.

Cinjenica da prisustvo vode poveéava frikcioni otpor izmedu sonde i koZe je potvrdena i
empirijski jer se na poCetku merenja oseca jako klizanje (Setanje) sonde po kozi usled prisustva
vode. 1z tog razloga je i vrednost frikcije bila narocito povecana u inicijalnoj fazi formiranja filma
kada je brzina evaporacije vode najveca (slike 4.2.2.14.2.3).

Obic¢no je vrednost frikcije ve¢a na samom pocetku merenja, a zatim postepeno opada do
vrednosti platoa (Gore i sar., 2018). S obzirom da nije otkrivena korelacija u vezi sa vremenima
suSenja filmova na 32 °C i drugim fizi€¢ko-mehanickim svojstvima ispitanih filmova, izrazito
neravne krive (posebno za poredbeni uzorak PF) mogu biti pripisane povecanoj adhezionoj sili
izmedu kontaktnog materijala (teflonske sonde uredaja Frictiometer® FR700) i nastalih filmova
nakon dinami¢nog procesa metamorfoze.

Ukoliko FFS u te¢nom stanju nazovemo primarnom formulacijom, analiza dobijenih
triboloskih profila omogucéava nam da pretpostavimo znacaj momenta dostizanja platoa kao pocetka
tzv. sekundarne formulacije u okviru kompleksne transformacije FFS, dok je tercijarno stanje
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najbolje opisano kompletnim suSenjem filma. U nedostatku zvani¢no preporucenih metoda
ispitivanja transformacije topikalnih uzoraka, ispitivanje frikcije nakon aplikovanja FFS i njihove
rapidne dinamicke transformacije od te¢nog stanja do suvog filma, moze uspesno ukazati na klju¢ne
sli¢nosti i razlike ispitivanih uzoraka.

Promene srednjih vrednosti frikcije na test-mestima tretiranim sa ispitivanim film-
formiraju¢im sistemima i netretiranom kontrolom nakon 24 h su prikazane na slici 4.2.3. Tokom 1
h, srednja vrednost frikcije postepeno opada kod svih ispitivanih formulacija (srednji frikcioni
koeficijent je bio znacajno nizi u odnosu na netretiranu kontrolu, osim za formulaciju F5), usled
evaporacije rastvaraca i obrazovanja homogenih, fino-strukturiranih filmova na povrsini koze (slika
424.).

Slika 4.2.4. 1zgled filmova obrazovanih na podlakticama ispitanika 1 h nakon aplikovanja: a)
uzoraka F1, F2 i F4; b) uzoraka F6 i PF; c¢) uzorka F5.

Dodatno, treba napomenuti da je najizraZenije smanjenje koeficijenta frikcije otkriveno za
poredbeni uzorak, na bazi PVA kao polimera. Ovo otkri¢e je bilo ocekivano, uzimajuéi u obzir
studiju opisanu od strane Pailler-Mattei i sar. (2009). Naime, autori su uocili znacajno poveéanje
frikcionog koeficijenta koze 5 min nakon primene destilovane vode usled prisustva kapilarne
adhezione sile izmedu sonde i koze, sa vraéanjem u pocetno stanje nakon oko 30 min. Na osnovu
navedenog, moze se zakljuciti da, poSto je poredbeni uzorak sadrzao najvecu koli¢inu vode
(89,5%), njeno prisustvo povecava frikcioni otpor izmedu sonde i koze, Sto se manifestuje
kratkotrajnim osecajem ,klizanja” na kozi, ne pruzajuéi sustinsku lubrikaciju. Shodno tome,
koeficijent frikcije za PF je znacajno opao nakon 1 h, usled kompletne evaporacije vode iz
odgovarajuceg filma na povrsini koze.

Nakon 6 h, srednja vrednost frikcije se postepeno povecala kod svih ispitivanih formulacija,
jasno izrazavajuéi promene u strukturi filmova i njihovoj supstantivnosti. Drugim re¢ima, kod
uzoraka F1, F4 i PF ¢ini se da sa vremenom vrednost frikcionog parametra polako dostize vrednosti
netretirane kontrole. Sli¢no je uoceno tokom organolepti¢kog posmatranja izgleda povrsine filmova
na kozi, gde je kod formulacija F4 i PF, baziranih isklju¢ivo na hidrofilnim film-formiraju¢im
polimerima, doSlo do postepenog odvajanja formiranih filmova sa povrSine koze 1 vidljivog
ljuspanja, te stoga, ovakvi filmovi nisu mogli da se dugo zadrze na povrsini koze, kao Sto je i
pokazano u sprovedenom ispitivanju nakon 24 h (slike 4.2.4.a,4.2.4b14.2.5.b.).

Za razliku od pomenutih, filmovi nastali od formulacija F1 1 F2 su imali kompletno o¢uvanu
strukturu i sjajan izgled na kozi (slika 4.2.6.a), kao 1 primetnu postojanost nakon 6 h (slike 4.2.7.a,
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4.2.7.b14.2.8.a), ali i nakon 24 h od nanosenja (slika 4.2.6.c), dok je film nastao od formulacije F5
bio jedva primetan ve¢ nakon 1 h od aplikacije na volarnoj strani podlaktice ispitanika (slike 4.2.4.c
14.2.6.b).

Slika 4.2.5. a) Vizuelni prikaz postojanosti filma na bazi hidrofobnog polimera RS (F2); b)
odvajanje 1 ljuspanje filma poredbene formulacije (PF) na bazi hidrofilnog polimera PVA; c)
prikaz filma poredbene formulacije i filma na bazi kombinacije hidrofobnog polimera RS i
hidrofilnog polimera HPC (uzorak F6) 6 h nakon aplikovanja na podlaktici ispitanika.

Ova otkri¢a su bila u skladu sa onima publikovanim od strane Monica i sar. (2020) koji su
pokazali da polimetakrilatni uzorci zahtevaju vecu silu da bi se odvojili od koze u poredenju sa
uzorcima na bazi HPC. Stoga, razumno je ocekivati duze zadrzavanje polimetakrilatnih filmova na
povrSinama koze koje su izlozene vecoj frikciji (npr. intertriginozne regije). Medutim, treba
naglasiti da nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu formulacije F2 (postojan i trajan film) i
F4 (film koji nije postojan, odvaja se sa povrSine koze) u pogledu srednje vrednosti frikcije
odredene 24 h nakon primene uzoraka (156,5 = 107,1 1 133,9 + 87,8, respektivno).

a)

Slika 4.2.6. Izgled i celovitost filmova a) formiranih 1 h nakon primene formulacija F1 i F2; b)
skoro neprimetan film 1 h nakon primene uzorka F5; c) prikaz postojanosti filma koji potice od
uzorka F2 nakon 24 h.
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Slika 4.2.7. Izgled filmova formiranih nakon 6 h od inicijalnog aplikovanja na podlaktici ispitanika,
koji poti¢u od uzoraka: a) F1; b) F2; i ¢) F4.

Slika 4.2.8. Komparativni prikaz izgleda i postojanosti filmova nakon 6 h od nanoSenja na kozu 2
razlicita ispitanika (redosled uzoraka od gore prema dole): a) F1 i F2; b) F5 i F6.

Formulacija F5 na bazi hidrofobnog neutralnog polimera NE (dostupnog u obliku vodene
disperzije) je pokazala potpuno drugacije i neocekivano tribolosko ponaSanje u odnosu na ostale
ispitivane uzorke, odrzavajuci relativno visoku vrednost frikcije tokom eksperimenta (slike 4.2.2 i
4.2.3). Pored prethodno navedenog, ovakvo ponaSanje bi dodatno moglo da bude pripisano
relativno nizim bioadhezivnim svojstvima NE polimera usled odsustva plastifikatora u nastalom
filmu (prema proizvodackoj specifikaciji za polimer NE nije potrebno dodatno prisustvo
plastifikatora) (Ammar i sar., 2009; Evonik Industries, 2007), kao i delimi¢no Ccinjenici da
generisani film znacajno poveéava SCH kao biofizicki parametar koze koji je direktno odgovoran
za promene u fizickim i mehani¢kim svojstvima stratum corneum-a (Mojumdar i sar., 2017). To je
naknadno i registrovano osetljivom sondom uredaja Frictiometer® FR700. Sa druge strane, kao $to
je prethodno i objasnjeno, nastali film podleze kompleksnom procesu transformacije. Ovo je
uoceno i organolepticki prilikom ispitivanja brzine susenja filma (opisano u odeljku 4.1.2). Takode,
od svih ispitivanih uzoraka formirani film je bio najmanje uocljiv na kozi (gotovo nevidljiv) (slike
4.2.8.b. gornja polovina; 4.2.9; i 4.2.10.). Ova otkri¢a su ukazala na potrebu za uklju¢ivanjem
dodatnih tehnika karakterizacije, posebno AFM kojom bi se dublje sagledala postojanost filmova
kod ovakvih sistema.
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Slika 4.2.9. Izgled filma nastalog nakon primene uzorka F5, 24 h od aplikovanja na unutrasnjoj
strani podlaktice ispitanice.

Slika 4.2.10. Izgled filma 6 h od aplikovanja uzorka F5.

Produzeno oslobadanje lekovitih supstanci moze biti korisno u razli¢itim indikacijama i
terapijskim protokolima, ukljuujuéi gljivicne infekcije, pediculosis capitis, psorijazu, acne
vulgaris, rosacea, atopijski dermatitis, iritantni kontaktni dermatitis i druga kozna oboljenja i stanja.
Stoga, metodologija koris¢ena u narednom segmentu in vivo studije imala je za cilj da
supstantivnost ispitivanih FFS potvrdi u realnim uslovima primene, omogucavaju¢i FFS kao
potencijalnim nosaCima lekovitih supstanci da obezbede produzenu, ali kontrolisanu perkutanu
penetraciju, pruzajuéi na taj nacin vise prednosti savremenim protokolima lecenja.

Razumevanje fenomena supstantivnosti i dizajniranje supstantivnih formulacija nije od
interesa samo za farmaceutsku, ve¢ i kozmeticku industriju (primer kozmetickih formulacija za
zastitu koze od sunca). Sa ve¢om supstantivnoscu, ucestalost primene leka moze biti znacajno
smanjena, povecavaju¢i komplijansu (Li i sar., 2014). Za ovu svrhu u ovom delu in vivo studije,
odabrana su tri uzorka: F1 na bazi hidrofobnog katjonskog polimera RS, F5 na bazi hidrofobnog
neutralnog polimera NE i uzorak F6 sa kombinacijom hidrofobnog polimera RS i hidrofilnog
polimera HPC.

Na slici 4.2.11. je prikazan procenat model aktivne supstance (avobenzona) koji je iz filma
(sa koze) ipak prenet na tkaninu (imitacija odece), kao i procenat avobenzona koji je zadrzan u
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filmu, odnosno na povrsini koze ispitanika. Moze se re¢i da su sva tri ispitivana uzorka pokazala
viSe nego zadovoljavajucu supstantivnost, s obzirom da su uspesno zadrzali avobenzon na povrsini
koze (preko 85%), odnosno dozvolili prenos manje frakcije avobenzona na odecu.

Uprkos cinjenici da se bolja supstantivnost a priori pripisuje katjonskim materijalima,
uzorak F5 se pokazao nesto boljim od uzorka F1 u ovoj studiji. Pa ipak, najveéa supstantivnost je
pripisana uzorku F6 (99,07 = 16,99 % avobenzona zadrzano na povrsini koze), potvrdujuéi
optimalan odnos hidrofobnog RS i hidrofilnog HPC polimera (4:1) koji je ve¢ uocen ranije, tokom
skrininga fizicko-mehanickih svojstava. Kod 4 ispitanika procent zadrzavanja na tkanini se kretao
izmedu 2-3%, S§to je u skladu 1 sa zapazanjima iznetim tokom 24-Casovne studije frikcije. Prema
tome, zavr$ni deo in vivo studije je dokazao visoku supstantivnost testiranih FFS, pri ¢emu je na
odecu ispitanika preneto svega izmedu 4,13 % 1 6,50 % model aktivne supstance.

" Avobenzon prenet na odecu ispitanika
[l Avobenzon koji je ostao na povrsini koze
120

L | R,

80

60 -

Avobenzon (%)

40

20

F1 F5 F6
Uzorak

Slika 4.2.11. Procent avobenzona kao model aktivne supstance zanemarljive sposobnosti perkutane

penetracije, koji je tokom studije supstantivnosti prenet sa primenjenog dermalnog filma na tkaninu

koja je imitirala odecu ispitanika (glatki barovi), odnosno koji je zadrzan na povrsini koze ispitanika
(Srafirani barovi).

Ipak, vazno je istaci da se relativno visoka standardna devijacija pokazala kao neizbezna
karakteristika ovakvih studija, a posledica je varijacije u fizickoj aktivnosti dobrovoljaca od
trenutka nanoSenja uzoraka do njihovog uklanjanja sa koze (Schmidberger i sar., 2019).
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4.3. Rezultati i diskusija trece faze eksperimentalnog rada

4.3.1. Fizickohemijska, reoloska i mikroskopska karakterizacija odabranih film-
Jormirajuéih  sistema bez i sa betametazondipropionatom, pracena
preliminarnom studijom stabilnosti

Nakon temeljne procene samih FFS, izvrSeno je inkorporiranje izabrane model lekovite
supstance, betametazondipropionata. lako su sva fizickohemijska, mehanicka i senzorna ispitivanja
opisana u prvoj fazi eksperimentalnog rada sprovedena i za tzv. aktivne uzorke (oznacene sa F1A,
F2A, F3A, F4A, F5A, odnosno F6A), rezultati pojedinih metoda karakterizacije sugerisali su
isklju¢ivanje odredenih formulacija iz daljeg istrazivanja, odnosno ukazali na uzorke F1A, F5A i
F6A kao prospektivne za potencijalne dalje faze tehnoloskog razvoja.

Organolepticki izgled 1 karakteristicna svojstva filmova sa betametazondipropionatom
nakon zavrsne transformacije odabranih film-formiraju¢ih formulacija u procesu susenja je prikazan
u nastavku (slike 4.3.1.1 14.3.1.2; tabela 4.3.1.).

a) b) )

Slika 4.3.1.1. Organolepticki izgled razli¢itih filmova nakon zavr$ne transformacije FFS sa
betametazondipropionatom: a) F1A; b) F5A; c) F6A.

Slika 4.3.1.2. Izgled filmova na tamnoj i svetloj podlozi nakon suSenja na 32 °C: a) i b) za
formulaciju F5A; c) i d) za formulaciju FOA.
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Tabela 4.3.1. Evaluacija odabranih in-sifu film-formirajuéih formulacija sa inkorporiranom model lekovitom supstancom, betametazondipropionatom
(srednja vrednost + SD, n=3).

Organolepticki Vl:em.e Vtem.e - .
izgled i lepljivost susenja susenja Povrsina Vrednost Debljina
Formulacija* filma nakon suSenja filma filma filma uvijanja filma pH vrednost
(25+2°C) (32 +0,1°C) (25+2°C) (mm?) filma (mm)
(min) (min)
Bezbojan,
F1A transparentan, sjajan, ¢ ¢ o2 940+06° 210,0+142° 111,020 0,007 % 7,10 0,07
strukturiran, homogen, 0,001°¢
niske lepljivosti
Bezbojan, blago
zamucen, fino struktu-
riran u vidu sitnih . . d 0,015+ d
F5A brazda nalik na kozu, 6,3+0,1 47,0 +0,6 77,0+ 1,0 54,0+2,0 0,002¢ 7,70 = 0,06
homogen, niske
lepljivosti
Belicast, blago
F6A zamucen, strukturitan g o ;b 310400 g40+3,0°  107,0:1,0 202 E  700+023
poput sa¢a, homogen, 0,006°

mat, niske lepljivosti

2 » < 0,05 u poredenju sa F6A; ® p < 0,05 u poredenju sa F1A; ¢ p < 0,05 u poredenju sa svim ispitivanim formulacijama; ¢ p < 0,05 u poredenju sa F1A
i FOA.

* NumeriCke oznake formulacija odgovaraju sastavu datom u tabeli 4.1.3. Dodatna oznaka A sugeriSe da formulacija sadrzi aktivhu supstancu
betametazondipropionat u terapijskoj koncentraciji od 0,064 %, Sto odgovara 0,05 % betametazona.
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Slika 4.3.1.3. Izgled filmova nakon testa uvijanja: a) film sjajne i glatke povrSine obrazovan nakon
primene uzorka F1A, i b) film povrSine koja nalikuje strukturi sa¢a, nastao nakon primene i susenja
uzorka FOA.

Poredenjem rezultata dobijenih tokom fizickohemijske karakterizacije uzoraka bez model
lekovite supstance (tabele 4.1.4. 1 4.1.5.) sa onim prikazanim u tabeli 4.3.1. moze se zakljuciti da
inkorporiranje betametazondipropionata nije uslovilo znacajnu promenu u vrednostima prac¢enih
parametara. Prisustvo betametazondipropionata se nije odrazilo na promenu organolepti¢kih
karakteristika kako te¢nih uzoraka, tako i filmova obrazovanih nakon evaporacija prisutnih
rastvaraCa. Nije registrovana ni znacajna promena vremena potrebnog za potpuno susenje filmova.
Odredene promene u povrSinama difuzije uzoraka su se mogle primetiti, ali bez jasne korelacije.
Naime, prisustvo betametazondipropionata dovelo je do smanjenja povrsSine filma sa 223,0 + 21,2
mm? za uzorak F1, na 210,0 = 14,2 mm? za uzorak F1A. U slucaju uzorka F5, odnosno F35A,
promena je iSla u smeru izvesnog povecanja povrsine, sa 72,0 £ 5,2 mm? na 77,0 £ 1,0 mm?,
respektivno.

Sto se ti¢e vrednosti uvijanja i debljine filmova, takode su registrovane izvesne promene,
bilo u kontekstu smanjenja ili povecanja vrednosti, ali bez statisti¢ke znacajnosti.

Rezultati pH vrednosti izmereni inicijalno nakon izrade uzoraka ukazuju da nije bilo
znacajnih promena pH vrednosti u odnosu na iste uzorke bez prisustva BD, s tim da je kod uzoraka
sa prisustvom BD izmeren neznatno ve¢i pH (od 0,1 do 0,2 pH jedinice) u poredenju sa njihovim
placebo uzorcima (6,9 + 0,1, 7,5 £ 0,1, 6,6 £ 0,1 za F1, F5 i F6). Ovo je bilo i o¢ekivano jer je BD
neutralno jedinjenje. Kao $to se moze videti u tabeli 4.3.1. najveca pH vrednost je dobijena za
formulaciju FSA. Ovakva pH vrednost koja je u baznom opsegu pH vrednosti ukazuje i na
potencijal pozeljnije anticipirane perkutane resorpcije (Parhi i Goli, 2020). Dobijene vrednosti
takode, ukazuju da FFS sa BD neée dovesti do iritacije koze ili bilo kojih drugih nezeljenih reakcija
kod pacijenta, Sto je prethodno i potvrdeno in vivo studijom na odgovaraju¢im uzorcima bez
prisustva model lekovite suspstance. Rezultati pH vrednosti prac¢eni tokom studije preliminarne
stabilnosti uzoraka bi¢e prokomentarisani u poslednjem delu ovog odeljka koji se odnosi na
ispitivanje stabilnosti.

Reoloska ispitivanja su znacajna za FFS jer, izmedu ostalog, omoguéavaju potpuniju analizu
bioadhezivnih svojstava polimernih filmova, obezbeduju¢i informacije o ponaSanju polimernih
lanaca, posebno u pogledu rigidnosti i deformabilnosti tokom tranzicije iz tenog u ¢vrsto stanje
(Eouani i sar., 2001). Prema tome, da bi se u potpunosti okarakterisali polimerni FF sistemi sa i bez
prisustva model lekovite supstance, betametazondipropionata, i da bi se pratila njihova stabilnost u
nesto duzem vremenskom periodu, dodatno su sprovedena i odredena reoloska merenja. IzvrSena je
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procena viskoziteta odabranih ,,placebo” uzoraka FF formulacija (F1, F2, F4, F5 i F6, ¢iji je sastav
prikazan u tabeli 4.1.3.), i u odnosu na analogne formulacije sa 0,064 % betametazondipropionata.

Vrednost viskoziteta za F1A, F2A 1 F5A formulacije se o¢ekivano nije znacajno menjala u
¢itavom rasponu brzina smicanja, $to ukazuje na Njutnovski tip teCenja. Sa druge strane, kod F6A
formulacije, sa porastom brzine smicanja, dolazi do smanjenja viskoziteta, §to odgovara
pseudoplasticnom tipu teCenja. (slika 4.3.1.4.d.). Ovaj nalaz nije iznenadujuci, s obzirom da je u
sastavu ove formulacije prisutan hidrofilni polimer HPC u koncentraciji od 1%, kao jedno od,
izmedu ostalog, vrlo cesto koriS¢enih sredstava za poveéanje viskoziteta u topikalnim
formulacijama.

Poznato je da disperzije polimera iz Klucel® linije Cesto karakteriSe pseudoplasti¢ni tip
proticanja, tj. da pod uslovima visokih brzina smicanja pokazuju samo prolazno smanjenje
viskoziteta, dok se po prestanku sile, vrednost vra¢a na inicijalnu. Sto je niza molekulska teZina
HPC i niza brzina smicanja, to ¢e biti ispoljeno i manje smanjenje viskoziteta pod uticajem sile
smicanja (https://www.ashland.com/file_source/Ashland/Product/Documents/Pharmaceutical/
PC 11229 Klucel HPC.pdf). Prema pojedinim specifikacijama HPC, viskozitet 10% vodene
disperzije meren na 25 °C se krece u rasponu od 250-800 cP. Takode, poznato je da je vrednost
viskoziteta kod HPC obrnuto srazmerna povecanju temperature
(https://www.sigmaaldrich.com/NL/en/product/aldrich/435007). Stoga, kada je u pitanju FFS koji u
sastavu sadrzi HPC, na nizim temperaturama odredivanja viskoziteta (ovde je merenje izvodeno na
20 °C) i vrednosti izmerenog viskoziteta bi¢e ocekivano vece u odnosu na deklarisane vrednosti na
25 °C. Takode, uocene su odredene razlike u vrednostima viskoziteta izmedu optimizovanih FF
formulacija sa i bez betametazondipropionata (tabela 4.3.2.). Vrednosti viskoziteta su se kretale u
Sirokom rasponu vrednosti od 1,7 — 1450,2 mPa-s, ukazujuéi time da sastav formulacije (specifi¢no
tip film-formirajuéeg polimera i njegova koncentracija) direktno utiCu na dobijene vrednosti.
Samostalno prisustvo gore pomenutog polimera HPC (F4, odnosno F4A), ¢ak i pri nizoj odabranoj
koncentraciji (3,5%) rezultiralo je viSestruko veéim vrednostima viskoziteta (1230,8 1 1450,2
mPa-s) u odnosu na sve ostale ispitivane film-formirajuée formulacije. Dobijeni rezultati time
ukazuju da samostalno prisustvo polimera HPC u film-formiraju¢im formulacijama nije adekvatno
u preparatima koji ¢e biti pakovani u ambalazu sa mehanickim rasprSiva¢em ili sa ventilom, pod
pritiskom, tj. u sprejovima za kozu.

Tabela 4.3.2. Viskozitet optimalnih film-formirajuéih formulacija sa i bez betametazondipropionata
nakon izrade, nakon 3 meseca i nakon 6 meseci ¢uvanja na sobnoj temperaturi (25 £ 2 °C) (srednja
vrednost = SD, n = 3).

Viskozitet (mPa-s)

Uzorci Inicijalni Nakon 3 meseca Nakon 6 meseci
F1A 1,67 £ 0,03 1,77 £ 0,20 1,74 £ 0,16
F2A 4,81 +0,23 4,95+ 0,04 5,02+0,14
F4A* 1230,80 + 567,00 1234,10 + 588,60 1206,83+ 573,13
F5A 26,10 + 0,62 25,16 £ 0,63 24,54 + 0,62
F6A 47,17 + 3,06 49,07 + 3,49 47,32+ 3,16
F1 4,75+0,03 4,66 +0,26 4,70 + 0,03
F2 5,56 £0,25 5,76 £ 0,16 5,75+0,12
F4* 1450,19 + 702,10 1503,35 + 764,93 1755,83 + 802,52
F5S 18,88 £ 0,51 18,12 £ 0,25 18,05+ 0,29
F6 36,80 = 2,28 36,59 + 1,85 36,80 = 1,88

*tokom reoloske studije nakon 3 meseca cuvanja, primecena je sklonost ka pojavi agregata
polimera.
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Takode, ve¢ u toku rane preformulacione studije, primeéeno je da formulacije sa 4-5% m/m
HPC kao osnovnog FF polimera nakon 3,5 meseci ¢uvanja na sobnoj temperaturi otezano isticu iz
bocice (odnosno da je dostignut maksimalni geliraju¢i potencijal HPC), zbog cega su doti¢ne
formulacije bile iskljucene iz dalje studije. Zbog visih vrednosti viskoziteta u odnosu na ostale
ispitivane formulacije, formulacija sa 3,5% HPC je takode iskljucena iz daljih ispitivanja
(formulacija F4A).
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Slika 4.3.1.4. Prikaz inicijalnih reoloskih profila (zavisnost viskoziteta od brzine smicanja) film-
formirajucih formulacija sa inkorporiranim betametazondipropionatom: a) F1A; b) F2A; ¢) F5A; i
d) F6A.

S druge strane, inicijalne vrednosti viskoziteta kod ostalih ispitivanih FFS su se kretale u
rasponu od 1,7 — 47,2 mPa-s (tabela 4.3.2. i slika 4.3.1.4.), §to ukazuje na moguénost razvoja FFS
tipa sprejova. Uprkos velikom udelu lako isparljivih rastvaraca, nakon 3 meseca cuvanja vrednosti
viskoziteta su bile gotovo nepromenjene, odnosno sa neznatno blagim porastom. Jedini izuzetak
predstavlja uzorak F5, odnosno F5A (tabela 4.3.2; slika 4.3.1.6 pod e i g) kod kog je uoceno
izvesno smanjenje vrednosti. Takode, ni nakon 6 meseci nije bilo zna¢ajnih promena u vrednostima
viskoziteta u poredenju sa inicijalnim vrednostima (tabela 4.3.2.; slika 4.3.1.4.; i slika 4.3.1.6. pod
b, d, fih).
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Dobijene vrednosti se mogu dovesti u korelaciju sa vrednostima difuzione povrsine filmova
odredenih tokom inicijalnih fizicko-mehanickih ispitivanja (tabele 4.1.4 i 4.3.1), pri ¢emu je
najmanju povrSinu filma (najmanje lateralno Sirenje na kozi) ispoljila formulacija sa 3,5 % HPC
(odnosno formulacija sa najve¢im viskozitetom), dok su najvecu difuzionu povrSinu ispoljile
formulacije F1 i F1A sa 8,5 % RS (formulacije koje odlikuje najmanji viskozitet).

Zanimljivo je da su dobijene vrednosti viskoziteta u potpunosti u skladu sa in vivo testom
supstantivnosti, pri ¢emu je stepen zadrzavanja na kozi bio sledeceg redosleda: F6 > F5 > F1
(vrednosti viskoziteta F6 = 36,8 mPa-s; F5 = 18,9 mPa-s; F1 = 4,8 mPa-s).

Stoga, moze se re¢i da su dobijeni rezultati ukazali na povezanost reoloskih svojstava topikalnih FF
formulacija i ocekivane bioadhezivnosti, te na ukupno vreme zadrzavanja formulacija na kozi.
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Slika 4.3.1.5. Uporedni prikaz zavisnosti viskoziteta od promene brzine smicanja za formulaciju F1
(bez prisustva betametazondipropionata): a) inicijalno, 7 dana od izrade; i b) nakon 3 meseca
cuvanja na sobnoj temperaturi.
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Slika 4.3.1.6. (nastavak na sledecoj strani)
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Slika 4.3.1.6. Preliminaran uvid u stabilnost FFS uzoraka posmatrano kroz prizmu promene
viskoziteta nakon 3 vs. 6 meseci ¢uvanja na sobnoj temperaturi. Reoloski profili uzoraka: a) F1A
nakon 3 meseca; b) F1A nakon 6 meseci; ¢) F2A nakon 3 meseca; d) F2A nakon 6 meseci; €) F5A
nakon 3 meseca; f) FSA nakon 6 meseci; g) F6A nakon 3 meseca; i h) FOA nakon 6 meseci.
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Slika 4.3.1.7. Krive proticanja izraZzene kao zavisnost napona smicanja od brzine smicanja za
uzorke sa betametazondipropionatom (F1A, F2A, F5A, F6A), 7 dana nakon izrade.

Na slici 4.3.1.7. primetno je da kod uzorka F6A sa porastom brzine smicanja raste i otpor
proticanju ovakvog sistema koji pokazuje i najveéu vrednost viskoziteta u odnosu na ostale
prikazane film-formirajuée sisteme (F1A, F2A, F5A). Ovo se takode moze objasniti prisustvom
HPC kao hidrofilnog polimera koji pri definisanoj koncentraciji od 1 % bubrenjem zapocinje
formiranje gelske mreze, te je 1 ocekivano da ovako obrazovana struktura u odnosu na ostale FFS,
pri ve¢im brzinama smicanja pruzi veci otpor proticanju.
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Ispitivanjem formiranih in sifu filmova metodom opti¢ke mikroskopije, nakon 24 h od
suSenja filma dobijena je potvrda formulacionih faktora koji idu u prilog saturaciji
betametazondipropionata bez vidljive precipitacije (slika 4.3.1.8. pod a, b i ¢). Vazno je istaci da ni
kod jednog ispitivanog uzorka (F1A-F6A) nije doslo do znacajne precipitacije lekovite supstance u
osusenom filmu. Ipak, kod uzoraka F1A i F2A mogli su se uociti sporadicni pojedinacni kristali
betametazondipropionata (ukupno 2-3 kristala).

a) b)

Slika. 4.3.1.8. Prikaz filmova (a, b i ¢) bez pojave kristala; (d) sa pojedina¢nim kristalima model
lekovite supstance; €) sa izrazenom kristalizacijom lekovite supstance kao posledica neadekvatnog
postupka izrade (preformulaciona faza, uzorak F2A kao primer).

Na slici 4.3.1.8. pod e) prikazano je kako razlicita metoda izrade moze dovesti do
kristalizacije lekovite supstance, ¢ime je potvrdeno da je postupak izrade FFS (a kasnije proces
proizvodnje), ukljuujuéi pre svega nacin inkorporiranja aktivne supstance, znacajan Kkriti¢ni
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procesni parametar. Stabilnost istih formulacija pracenjem pH vrednosti i organoleptickog izgleda
prikazana je u nastavku.

Osim viskoziteta, na stabilnost datih formulacija ukazalo je i pracenje pH vrednosti i

organoleptickog izgleda ispitivanih uzoraka (tabele 4.3.3.14.3.4.).

Tabela 4.3.3. pH vrednosti odabranih FF formulacija sa betametazondipropionatom u funkciji
procene stabilnosti (srednja vrednost = SD, n=3).

pH vrednost Nakon izrade  Nakon 3 meseca Nakon 6 meseci Nakon godinu
uzorka dana
F1A 7,10 + 0,07 6,80 + 0,23 6,60 + 0,10 6,40 £ 0,10
F2A 6,30 + 0,06 6,20 + 0,06 6,20+ 0,10 6,20 + 0,07
F3A 6,90 + 0,06 6,70 + 0,06 6,70 £ 0,07 6,80 £ 0,14
FSA 7,70 + 0,06 7,50 £ 0,06 7,30 + 0,06 6,90 £ 0,10
F6A 7,00 £ 0,23 6,80 + 0,06 6,70 £ 0,10 6,60 £ 0,06

Tabela 4.3.4. Pracenje organoleptickih karakteristika odabranih FF formulacija sa
betametazondipropionatom tokom 12 meseci cuvanja na sobnoj temperaturi.

Formulacija Organolepticki izgled uzoraka nakon ¢uvanja 3, 6, 12 meseci na
sobnoj temperaturi, zastiCeno od svetlosti
F1A Rastvor je bistar, bezbojan, homogen, bez vidljivih promena
F2A Rastvor je bistar, bezbojan, homogen, bez vidljivih promena
F3A Rastvor je bistar, bezbojan, homogen bez vidljivih promena
F5A Rastvor je bistar, bezbojan, homogen, bez vidljivih promena
F6A Rastvor je blago opalescentan, homogen, bez vidljivih promena

Stabilnost pH vrednosti kod svih uzoraka je potvrdena u duzem vremenskom periodu nakon
cuvanja uzoraka na sobnoj temperaturi od godinu dana. Kao §to se uocava, promena pH vrednosti
tokom ¢uvanja svih prikazanih uzoraka je bila u blagom padu i kretala se unutar 0,2 pH jedinice
nakon 3 meseca i unutar 0,5 pH jedinica nakon 6 meseci ¢uvanja. Nakon godinu dana ¢uvanja kod
uzoraka nije doslo do znacajnih promena pH vrednosti, pri ¢emu su uzorci F2A, F3A i F6A u
odnosu na inicijalno izmerene pH vrednosti nakon godinu dana cuvanja pokazali samo neznatnu
promenu pH vrednosti koja se kretala u rasponu unutar 0,1 do 0,4 pH jedinica. Uzorci F1A 1 F5A su
nakon godinu dana Cuvanja pokazali promenu pH koja se kretala unutar 0,8 pH jedinica, §to je
takode bilo prihvatljivo (tabela 4.3.3).

U pogledu organoleptickih karakteristika ni nakon godinu dana cuvanja nije doSlo do
vidljivih promena uzoraka u odnosu na inicijalno pripremljene S§to ukazuje na preliminarnu
stabilnost uzoraka (tabela 4.3.4).

Takode, dodatna potvrda preliminarne stabilnosti dobijena je kroz sprovedenu termalnu
analizu. Naime, na osnovu DSC termograma odabranih uzoraka (F1A, F5A 1 F6A) nakon dva
meseca ¢uvanja na sobnoj temperaturi nije registrovan pik koji bi odgovarao temperaturi topljenja
betametazondipropionata, sto je potvrdilo odsustvo kristalizacije date lekovite supstance i stabilnost
BD u odabranim sistemima (odeljak 4.3.3.).

74



4.3.2. FT-IR spektroskopija - wuvid u eventualne interakcije izmedu
betametazondipropionata i ostalih sastojaka film-formirajucih sistema

Razumevanje interakcija koje se na molekularnom nivou deSavaju izmedu lekovite
supstance 1 film-formiraju¢eg polimera je presudna da bi se objasnio mehanizam oslobadanja
lekovite supstance i njena stabilnost u obrazovanom filmu. Generalno, ako se na odgovaraju¢i nacin
iskoriste, ove interakcije mogu da odrze lekovitu supstancu u amorfnom obliku tokom procesa
rastvaranja (tj. izrade/proizvodnje film-formirajuéeg sistema), evaporacije isparljive frakcije
formulacije (obrazovanja filma na kozi), kao i tokom ¢uvanja prospektivnog proizvoda (Al-Obaidi i
sar., 2013; Al-Obaidi i Buckton, 2009, Tran i Tran, 2020). Slabe fizicke veze (formirane
nekovalentnim interakcijama) poput vodoni¢nih veza, jonskih veza, van der Walsovih, dipol-dipol
interakcija 1 kiselo-baznih interakcija su uobiCajene interakcije koje se deSavaju izmedu
komponenata u ovakvim sistemima (Krsti¢ i sar., 2020).

Kada je slabo rastvorljiva lekovita supstanca dispergovana sa polimerom, izmedu njih dolazi
do uspostavljanja veza koje se mogu iskoristiti za modulaciju kinetike kristalizacije lekovite
supstance, te 1 njenog oslobadanja iz datog nosaca. Posebno se vodoni¢no vezivanje pokazalo kao
vazan faktor u poboljSanju aspekta stabilnosti lekovite supstance. Prema tome, kako interakcija
izmedu lekovite supstance i polimera utiCe na rastvorljivost, brzinu rastvaranja i/ili fizicko stanje
lekovite supstance u FFS, odnosno u obrazovanom filmu, od izuzetne je vaznosti u ispitivanje
ukljuciti odgovaraju¢e metode karakterizacije.

FT-IR spektroskopija se pokazala kao metoda od posebne vaznosti da bi se utvrdila
kompatibilnost lekovite supstance sa ostalim ekscipijensima u sastavu FFS, ali prevashodno sa
izabranim film-formiraju¢im polimerom/polimerima. Razumevanje interakcija koje se deSavaju u
FFS na molekularnom nivou je znacajno za objaSnjenje procesa transformacije do filma,
mehanizma oslobadanja lekovite supstance, ali i njene stabilnosti unutar ovakvih nosaca (Tran i
Tran, 2020).

Tokom razvoja formulacije, vazno je pracenje potencijalnih molekulskih interakcija, ali i sa
aspekta potvrde termodinamicke aktivnosti lekovite supstance unutar dinamic¢nih sistema kao §to su
FFS, kao i radi pracenja same fizicke stabilnosti nastalih polimernih matrica iz kojih ¢e se vrsiti
isporuka lekovite supstance. Na slici 4.3.2.1. prikazani su FT-IR spektri klju¢nih sastojaka
ispitivanih formulacija.
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Slika 4.3.2.1. (nastavak na sledecoj strani)
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Slika 4.3.2.1. FT-IR spektri klju¢nih sastojaka ispitivanih film-formirajuc¢ih sistema: a)
betametazondipropionat, b) polimer Eudragit® RS PO, ¢) polimer Eudragit® NE 30 D, d) polimer
Klucel® GF, ¢) polisorbat 80 i f) propilenglikol.

Kod svih ispitivanih formulacija promene su pracene na 4 nivoa i to kod: i) FFS sa
prisutnom lekovitom supstancom; ii) analognih FFS bez prisustva lekovite supstance; odnosno iii)
FFS u te€nom stanju; i iv) nakon formiranja filmova.

Snimljeni spektri su prikazani na slikama 4.3.2.2.-4.3.2.7. i grupisani tako da pruze
komparativni prikaz spektara koji odrazavaju promene tokom procesa dinamicke transformacije
kod 3 odabrana sistema: oznaceni kao F1A, FSA 1 F6A vs. F1, F5 1 F6, od te¢nosti do suvog filma.
Kao sto je prethodno sugerisano od strane Garcia-Couce 1 sar. (2021), za lekovitu supstancu BD,
pradenje je usmereno na rac¢vaste signale koji odgovaraju vibracijama C=0 istezanja, Sto predstavlja
doprinos karbonilne grupe lanca i ketonske grupe prvog prstena u karakteristi€noj strukturi
kortizola na 1727 i 1659 cm’!, respektivno. Dodatno, datoj grupaciji signala doprinose i asimetri¢ne
vibracije ~C-O veza. Nesto slabiji signali pozicionirani od 976 do 607 cm™ koji pripadaju C-C
vibracijama i P-O istezanju nisu uzeti u obzir, jer su u znacajnoj meri maskirani signalima koji
poticu od drugih sastojaka, odnosno ekscipijenasa prisutnih u ispitivanim uzorcima.
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Slika 4.3.2.2. Komparativni prikaz snimljenih FT-IR spektara a) uzorka F1 u tecnom stanju, b)
nakon suSenja filma bez prisustva lekovite supstance (F1), ¢) uzorka F1A u te¢nom stanju, d) nakon
suSenja filma sa inkorporiranom lekovitom supstancom (F1A).

Kao $to se vidi na prikazanim spektrima svih aktivnih uzoraka (F1A, F5A i F6A) zadrzani
su gore pomenuti signali od interesa za betametazondipropionat kao model lekovitu supstancu.
Ipak, signal betametazondipropionata inicijalno smeSten na 1727 cm’! je integrisan sa signalima
nekoliko sastojaka (uglavnom, Eudragit® RS PO na 1723 ¢m™!, Eudragit® NE 30 D na 1731 cm! i
polisorbata 80 na 1734 ¢cm™! u intenzivniji i Siri pik koji se kre¢e u opsegu od 1725 to 1728 cm™!, u
zavisnosti od samog aktivnog uzorka. Ovo je razumljivo iz razloga Sto aktivna supstanca BD
poseduje brojne polozaje sposobne za vodoni¢no vezivanje. Na taj nacin, odredene interakcije
izmedu BD i OH grupa prisutnih u strukturi kori§¢enih film-formiraju¢ih polimera su neizbezne, $to
samim tim dovodi do pomeranja signala ka ve¢im talasnim brojevima (Hifumi i sar., 2016). Ova
otkri¢a su od posebne vaznosti za karakterizaciju uzoraka in-situ, ukazujuci time da kod odabranog
uzorka u procesu transformacije od tecnog stanja do suvog filma ne dolazi do precipitacije lekovite

supstance, ve¢ se odigrava isklju¢ivo homogena, fizicka imobilizacija lekovite supstance unutar
obrazovanog filma (Edwards i sar., 2017).
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Slika 4.3.2.3. Uporedni prikaz snimljenih FT-IR spektara tokom tranzicionog prelaza iz tecnog
stanja do suvog filma uzorka F1A i analognog ,,placebo” uzorka.
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Slika 4.3.2.4. (nastavak na sledecoj strani)
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Transmitansa (% T)

Slika 4.3.2.4. Komparativni prikaz snimljenih FT-IR spektara a) uzorka F5 u tecnom stanju, b)
nakon suSenja filma bez prisustva lekovite supstance (F5), ¢) uzorka F5SA u te¢nom stanju, d) nakon

Slika 4.3.2.5. Uporedni prikaz snimljenih FT-IR spektara tokom tranzicionog prelaza iz tecnog
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stanja do suvog filma uzorka F5A i analognog ,,placebo” uzorka.
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Slika 4.3.2.6. Komparativni prikaz snimljenih FT-IR spektara a) uzorka F6 u tecnom stanju, b)
nakon suSenja filma bez prisustva lekovite supstance (F6), ¢) uzorka F6A u te¢nom stanju, d) nakon
suSenja filma sa inkorporiranom lekovitom supstancom (F6A).
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Slika 4.3.2.7. Uporedni prikaz snimljenih FT-IR spektara tokom tranzicionog prelaza iz tecnog
stanja do suvog filma uzorka F6A i analognog ,,placebo” uzorka.

Moze se zakljuciti, a kao §to je navedeno i od strane pojedinih autora (Zayed i sar., 2020),
da u ispitivanim uzorcima FFS dolazi dominantno do fizi¢kih interakcija izmedu lekovite supstance

i prisutnih ekscipijenasa, odrzavajuéi time stabilnost uzoraka sa betametazondipropionatom, koja se
reflektuje u svim snimljenim signalima.

4.3.3. DSC analiza

Diferencijalnom skeniraju¢om kalorimetrijom ispitivane su strukturne promene materijala
(model lekovite supstance i primenjenih ekscipijenasa) koje su pracene toplotnim promenama, tj.
preuzimanjem toplote tokom topljenja ili emisijom toplote koja se deSava tokom eventualne
kristalizacije. Termalne metode su vazne za analizu i pradenje potencijalnih interakcija koje se
desavaju unutar FF sistema sa inkorporiranom lekovitom supstancom, ali isto tako i za praéenje
fizicke stabilnosti ovih sistema. Analogno protokolu primenjenom tokom FT-IR analize, promene
su prac¢ene na 4 nivoa kod: i) FFS sa inkorporiranim BD; ii) analognih FFS bez prisustva BD; iii)
uzoraka u te¢nom stanju; i iv) nakon kompletnog formiranja filma.
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Slika 4.3.3.1. DSC termogrami klju¢nih sastojaka ispitivanih FFS: a) model lekovita supstanca
betametazondipropionat, b) polimer Eudragit® RS PO, ¢) polimer Eudragit® NE 30 D, d) polimer
Klucel® GF, ¢) polisorbat 80 i f) propilenglikol.

Cista model lekovita supstanca BD daje ostar i jasan pik na 178 °C (slika 4.3.3.1),
okarakterisan promenom energije od -162,35 mJ (slika 4.3.3.1.a). Razumno je ocekivati da i
primenjeni film-formiraju¢i polimeri takode daju znacajan doprinos registrovanim termalnim
promenama. Naime, polimer Eudragit® RS PO karakteriSu tri odvojena pika, iako su samo prvi
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(energije -32,82 mJ na 63,24 °C) i tre¢i (-119,42 mJ na 187,67 °C) prominentni (slika 4.3.3.1.b).
Sto se polimera Eudragit® NE 30 D tige (slika 4.3.3.1.c), iako se u radovima obi¢no predstavlja kao
jedan, slozeni endotermni prelaz, integracijom pika moguca je dalja diferencijacija na tri pika, §to je
od znacaja jer je ipak u pitanju vodena disperzija hidrofobnog polimera. Stoga, razumno je
pretpostaviti da prvi, Siri pik poti¢e od same prisutne vode (-1199,83 mJ, 101,63 °C), dok drugi i
tre¢i oslikavaju sam polimer u razliitim stanjima (parametri drugog pika su -193,65 mJ i 109,99
°C, a tre¢eg -637,47 mJ 1 114,02 °C). Konac¢no, hidrofilni polimer HPC pokazuje dva endotermna
prelaza (slika 4.3.3.1.d), prvi od -228,45 mJ na 59,59 °C, a drugi od -10,20 mJ na 201,20 °C. Sli¢no
primenjenim lako isparljivim rastvara¢ima, ni od polisorbata 80 ni propilenglikola ne treba
oc¢ekivati znacajan doprinos termalnom ponasanju ispitivanih FFS (slika 4.3.3.1.¢e 1 f).

U nastavku (slike 4.3.3.2.-4.3.3.4.) su prikazani termogrami osuSenih filmova uzoraka sa i
bez inkorporiranog BD. Kod uzoraka F1 i F1A uocljiva su 2 karakteristicna pika koja poti¢u od
samog polimera Eudragit® RS PO koji se nalazi u sastavu formulacija, naro¢ito u slu¢aju filma koji
potice od aktivnog uzorka F1A.

Generalno, izostanak jasnog pika na oko 178 °C koji bi poticao od BD ukazuje da je
lekovita supstanca rastvorena, odnosno homogeno dispergovana unutar generisanog polimernog
matriksa, odnosno da je prisutna u svom molekularnom obliku. Ovo se moZe povezati i sa suptilnim
promenama u entalpijama topljenja, kao §to je i objasnjeno od strane Edwards i sar. (2017).
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Slika 4.3.3.2. DSC termogrami filmova koji poti¢u od: a) uzorka F1 i b) uzorka F1A.
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Slika 4.3.3.3. DSC termogrami filmova koji poti¢u od: a) uzorka F5 i b) uzorka F5A.
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Interesantno je da kod oba filma posredovana isklju¢ivo hidrofobnim polimerima dolazi do
postepenog smanjenja energije toplotnih prelaza od 25 ka 225 °C. Nasuprot tome, dodatak BD u
FFS baziran na kombinaciji hidrofobnog RS i hidrofilnog polimera HPC dovodi do znacajne
promene termograma (slika 4.3.3.4.), verovatno usled kompleksne distribucije BD u hidrofilnim i
hidrofobnim domenima obrazovanog filma.

84



F6 F6A
02-
06+

05+ /) — 01+

Endot. (m\V)
o
Y
[

Endot. (mV)
5

02

T T T T ] 03 T T T T )
0 5% 100 150 200 250 0 % 100 150 200 2%
Temperatura ('C) Temperatura ("C)

Slika 4.3.3.4. DSC termogrami filmova koji poti¢u od: a) uzorka F6 i b) uzorka F6A.
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Slika 4.3.3.5. Uporedni prikaz DSC analize Cistog betametazondipropionata i ispitivanih film-
formirajucih sistema.

Naravno, bilo je ocekivano da su svi filmovi pocinjali da se tope na nizim temperaturama u
poredenju sa tackama topljenja njihovih ¢istih sastojaka, Sto se delimi¢no moze pripisati i razlikama
u specifiénim povrSinama filmova dostupnim tokom ovog ispitivanja (Hanna i sar., 2019), ali i
prisustvu ostalih sastojaka formulacije npr. plastifikatora koji ocekivano snizava temperaturu
staklastog prelaza (Tg) i omogucéava formiranje filma.
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Uporednom analizom svih termograma, uocava se drugaciji trend termalnog ponaSanja kod
uzorka F5A, koji se manifestuje Sirokim pikom sa zavrSetkom priblizno na mestu endotermnog
topljenja BD (slika 4.3.3.5), i moze se tumaciti kao rezultat intenzivne termodinamicke aktivnosti
unutar ovog sistema. Ovakvo zapazanje je, radi kompletnijeg razumevanja, zahtevalo dodatno
ispitivanje povrsinske morfologije nastalih filmova i to AFM tehnikom.

4.3.4. Odredivanje topografije filmova primenom mikroskopije atomskih sila

AFM je veoma efikasna 1 nedestruktivna tehnika koja omogucava vizuelizaciju
trodimenzionalne morfologije povrSine materijala na mikroskopskom nivou. Princip je baziran na
merenju sila interakcije izmedu povrSinskih atoma uzorka i atoma vrha sonde koja sadrzi laser
(Fahier, 2016). AFM tehnika generiSe slike nano razmera koje ukazuju na homogenost filma i
njegovu hrapavost. Homogenost filma predstavlja klju¢nu karakteristiku koja se dovodi u vezu sa
ostvarenim kontaktom izmedu koze i FF sistema za isporuku lekovite supstance (Garvie-Cook i
sar., 2015). Pored morfoloske karakterizacije, ova tehnika omoguéava 1 karakterizaciju
konformacije pojedinacnih molekula (odnosno lanaca) polimera koji se koriste za kontrolisano
oslobadanje lekovitih supstanci iz razli¢itih sistema nosaca poput, primera radi, nanocestica, tecnih
kristala ili liposoma (Govedarica i sar., 2010). Izraz ,hrapavost povrsine* oznacava da povrsina
ostvaruje kompleksni oblik izgraden od serije pikova i korita (tzv. dolina ili inkluzija) razli¢itih
visina, dubina i intervala. Pod hrapavosc¢u se podrazumeva stanje povrsine koje se manifestuje kada
se neravne povrsine pojavljuju u kontinuiranom nizu u relativno kratkim ciklusima i u kra¢im
vremenskim intervalima nego dubina. PovrSinska hrapavost se definiSe i kao kra¢a ucestalost
realnih povr§ina u odnosu na registrovane inkluzije (udubljenja). Hrapavost povrSine pored
teksturnih (razlika u izgledu da li je nesto glatko i sjajno, grubo ili mat) utice i na taktilne razlike
(https://www.nanosurf.com/en/support/afm-modes-overview/topography-and-surface-roughness-
measurements), a one su od posebnog znacaja za lekove koji se primenjuju na kozi. Izgled i tekstura
obezbeduju dodatne vrednosti proizvoda u smislu zadovoljstva korisnika tj. pacijenta.

Mikroskopijom atomskih sila prikazane su 2D i 3D slike topografije filmova u nano i mikro
opsegu. Odabrane su formulacije F1A, F5SA 1 F6A, koje su se ve¢ izdvojile primenom prethodnih
metoda karakterizacije. Dvodimenzionalna mikrografija filma prikazana na slici 4.3.4.1. (formiran
od uzorka F1A) potvrduje homogenost filma i ujednacenu distribuciju lekovite supstance unutar
polimerne matrice sa uocljivom interpenetracijom polimernih lanaca koja se odigrava usled
prisustva plastifikatora. Nasuprot tome, prikaz 2D mikrografije filma na slici 4.3.4.4. (formiran od
formulacije F5A) ukazuje na potpuno drugaciju distribuciju BD, najverovatnije smeStenog unutar
regiona koji se ¢ine kao da uranjaju u samu strukturu dovodeéi do obrazovanja inkluzija ,nalik
dolini“ i okruzenih polimernim slojem, iz kojeg se lekovita supstanca oslobada. Sli¢na otkri¢a su
izloZzena i od strane drugih autora koji su istrazivali FFS na bazi Eudragit® linije polimera (Garvie-
Cook i sar., 2015). Ovakva strukturna organizacija bi mogla da dovede do kontrolisane isporuke
lekovitih supstanci, a kao rezultat obrazovanja dvostrukih rezervoara leka: unutar filma kao i unutar
stratum corneum-a, $to omogucéava produzenu i poboljSanu dermalnu isporuku (Piinnel i Lunter,
2021). Takode, na mikrografiji filma koji potice od F5A uocava se izvesna deformacija i
koalescencija polimernih sfera koja je preduslov za formiranje filma iz vodene disperzije polimera
Eudragit® NE 30 D.

Za razliku od prethodnih mikrografija, dodatno prisustvo hidrofilnog polimera u FFS daje
talasastu povrsinu filma usled bubrenja polimera (slike 4.3.4.7.14.3.4.8.). U pogledu karakterizacije
topografije povrSine filmova prisustvo odredenog tipa hidrofobnog polimera (u ovom slucaju
Eudragit® RS PO) obezbeduje najvecu glatko¢u povrsine filma (slika 4.3.4.2.), dok prisustvo
hidrofilnog polimera Cak i pri relativno niskoj koncentraciji (1 %) daje talasastu i manje glatku
povrsinu filma (slika 4.3.4.8.). Ipak, najvecu hrapavost povrsine filma pokazala je formulacija sa
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prisustvom hidrofobnog polimera Eudragit® NE 30 D (slika 4.3.4.5.), verovatno usled prethodno
pomenutog fenomena deformacije polimernih struktura.
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Slika 4.3.4.1. (nastavak na sledecoj strani)
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Slika 4.3.4.1. 2D AFM mikrografije koje prikazuju topografiju povrsine filma (pod a, c i e) i signal
greske (pod b, d i f) snimljeni na povr$ini 5 x 5 um? na razli¢itim polozajima (uzorak F1A).
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Slika 4.3.4.2. (nastavak na sledecoj strani)
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Polozaj P3

Slika 4.3.4.2. 3D AFM topografije filmova koji poticu od uzorka F1A, snimljene na povrsini
uzorka filma 5 x 5 um? u razli¢itim polozajima (P1, P2 i P3).
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Slika 4.3.4.3. a) Pravac profila na 2D slici duz pojedinacne inkluzije filma (polozaj P1, uzorak
F1A); b) Profil duz jedne inkluzije sa dubinom od 1,5 nm i dijametrom od 0,33 pm (polozaj P1,
takode uzorak F1A).
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Slika 4.3.4.4. AFM 2D topografija obrazovanog filma (a, c, e i g) i signal greske (b, d, fih)
snimljeni na povrsini 5 x 5 pum? uzorka F5A, na razli¢itim poloZajima.
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Slika 4.3.4.5. (nastavak na sledecoj strani)
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Polozaj P4

Slika 4.3.4.5. AFM 3D mikrografije sa prikazom topografija filma koji potice od uzorka F5A sa
Eudragit® NE polimerom snimljena na povrsini 5 x 5 um? na 4 razli¢ita polozaja (P1, P2, P3 i P4).
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Slika 4.3.4.6. a) Pravac profila na 2D AFM slici duz 2 inkluzije za formulaciju F5A (polozaj P4); b)
Profil duz dve inkluzije pri ¢emu je dubina inkluzije 50-135 nm, dok je dijametar 1,17 - 2 um.

Dobijene trodimenzionalne slike povrSinske topografije filmova (uzorak F1A, slika 4.3.4.2)
prikazuju izrazito glatku povrSinu filma formiranog od formulacije F1A, gde je hrapavost povrSine
polimernog filma bila oko 1,0 nm (srednja vrednost Rq = 1,19 £ 0,12 nm) (tabela 4.3.5). Sa druge
strane, kao §to je prethodno istaknuto kod formiranog filma (uzorak F5A, slika 4.3.4.5.), koji sadrzi
polimer Eudragit® NE 30 D, dobijena je znatno veéa vrednost povriinske hrapavosti filma (engl.
root mean square roughness) (srednja vrednost Rq = 64,9 + 6,7 nm) (tabela 4.3.5). Na osnovu
dobijenih rezultata, ocigledno je i da odsustvo plastifikatora u formulaciji FSA znacajno uti¢e na
dobijenu vrednost visoke povrsinske hrapavosti filma u odnosu na ostale dve FF formulacije. Ovo
potvrduje i otkri¢e drugih autora koji navode da su primecene razlike medu formulacijama takode,
uslovljene i prisustvom i koncentracijom koris¢enog plastifikatora, a ne samo odabranog polimera
(Garvie-Cook 1 sar., 2015). U sastavu trece ispitivane FF formulacije - F6A, prisustvo polimera
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HPC ¢ak i u niskoj koncentraciji (1 %) u kombinaciji sa polimerom Eudragit® RS PO (4 %)
povecava stepen hrapavosti povrsine filma na Rq = 19,4 nm (tabela 4.3.5).

Mikroskopijom atomskih sila je potvrdeno da se stepen povrSinske hrapavosti filmova
medusobno razlikovao u zavisnosti od tipa i vrste polimera u sastavu FF formulacije (prisustvo
hidrofobnih polimera Eudragit® RS PO ili Eudragit® NE 30 D, i sa druge strane prisustvo
hidrofilnog polimera HPC), ali i prisustva odredenog plastifikatora. Takode, primetno je da
konformacija koju lanci polimera zauzmu u generisanom filmu ima presudan uticaj na vecu
hrapavost povrSine filma sa polimerom Eudragit® NE 30 D u odnosu na povrSinu filma sa
polimerom Eudragit® RS PO, $to se zapravo odnosi na obrazovanje veéih inkluzija (jazova) &iji je
dijametar 1,17 - 2 pm na samoj povrsini filma, a dubina od 50 - 135 nm (slika 4.3.4.6.).
Komparativnim odredivanjem dijametra i dubine inkluzija kod uzorka F1A dobijena je potvrda da
su formirane inkluzije mnogo manjeg dijametra od 0,3 um, sa dubinom od 1,5 nm (slika 4.3.4.3.)
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Slika 4.3.4.7. a) signal greske i b) 2D AFM slike topografija povrsine filma koji poti¢e od
formulacije F6A, snimljeni na povrsini 5 x 5 pum? uzorka suenog na sobnoj temperaturi tokom 30
h.

Slika 4.3.4.8. 3D AFM slika topografije filma obrazovanog nakon primene formulacije FOA,
snimljena na povrsini 5 x 5 um? nakon 30 h susenja na sobnoj temperaturi.
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Tabela 4.3.5. Hrapavost povrsine filmova obrazovanih nakom primene formulacija F1A, FSA,
odnosno F6A, odredena na razli¢itim polozajima.

Naziv uzorka F1A FSA F6A
P1 P2 P3 P2 P3 P4 P2
Polozaj (slika (slika (slika (slika (slika (slika P1 (slika
43.42) 4342) 4342) 4345) 4345) 434)5) 4.3.4.8)

Root Mean

Square 1,06 1,30 121 67,56 69,81 5723 / 19,39
Roughness

R4 [nm]

Na osnovu AFM analize zakljucuje se da je kvalitet povrSine filma (morfologija, hrapavost)
specificno odreden morfoloskim i konformacijskim karakteristikama samog film-formirajuceg
polimera u sastavu formulacije. Ipak, prisustvo odredenog tipa plastifikatora i njegova koncentracija
u formulaciji takode mogu imati izrazen uticaja na kvalitet povrSine filma.

Zapazanja koja su konstatovana nakon AFM analize, potvrdila su rezultate in vivo triboloSke
studije koja se odnosila na ispitivane FFS bez inkorporiranog BD (tzv. placebo FFS). Naime, glatki
filmovi pokazuju nizu vrednost frikcije, pruzajuéi manji otpor sondi osetljivog uredaja
Frikciometar. Nasuprot tome, uzorak sa polimerom Eudragit® NE 30 D samostalno, pokazao je
potpuno drugacije i, moze se re¢i neocekivano triboloSko ponasanje u odnosu na ostale ispitivane
uzorke FFS, odrzavaju¢i visoku vrednost frikcije tokom citavog eksperimenta. Ovo je sada i
potvrdeno AFM tehnikom. Dakle, utvrdeno je da je frikcija u korelaciji sa aktuelnom povrSinskom
hrapavosc¢u filma. Sto je veéa vrednost frikcije, manja je glatkoca filma i obratno. Interesantno je
napomenuti i da su rezultati fizicko-mehaniCkog ispitivanja (odeljak 4.3.1.) bili dosledni sa
rezultatima dobijenim AFM tehnikom, gde je najve¢u mehani¢ku otpornost filma ispoljio uzorak sa
prisustvom katjonskog polimera Eudragit® RS PO bilo samostalno ili u kombinaciji sa HPC (uzorci
F1A, odnosno F6A).
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4.4. Rezultati i diskusija Cetvrte faze eksperimentalnog rada

4.4.1. In vitro ispitivanje permeacije betametazondipropionata primenom
vertikalnih Franz-ovih difuzionih Celija

U finalnoj fazi eksperimentalnog rada potvrdene su unapredene biofarmaceutske
performanse odabranih uzoraka FFS u odnosu na poredbeni, referentni proizvod (oznacen kao RS)
na trziStu (Beloderm® mast, Belupo, Hrvatska), u kontekstu produzene i/ili pobolj$ane dermalne
isporuke model lekovite supstance BD. Takode, pokazana je zadovoljavajuc¢a korelacija sa
rezultatima dobijenim u okviru in vivo studije ispitivanja.

U ovoj fazi eksperimentalnog rada evaluirano je biofizicko pojasnjenje procesa rapidne
transformacije koja se odigrava prelaskom sistema iz te¢ne faze do faze filma, §to o¢ekivano dovodi
do promene termodinamicke aktivnosti, te poboljSane demalne isporuke lipofilne model lekovite
supstance betametazondipropionata.

Sadrzaj lekovite supstance, sastav nosaca i1 nacin izrade odreduju pocetni stepen
(super)saturacije ovakvih sistema, dok samo trajanje saturacije uglavnom zavisi od prisustva
korastvarajucih ekscipijenasa koji deluju kao inhibitori precipitacije (Brouwers i sar., 2009).

Procena permeacije lekovitih supstanci odgovarajucih karakteristika se u poslednje vreme sa
sve viSe naucne zasnovanosti izvodi in vitro koriS¢enjem vertikalnih difuzionih (¢esto Franz-ovih)
¢elija, a u cilju medusobnog poredenja i ocene ekvivalentnosti topikalnih preparata (Ili¢, 2019).
Prema Nacrtu vodica za kvalitet i ekvivalentnost topikalnih proizvoda, prilikom in vitro ispitivanja
permeacije predlaze se koriS¢enje iseCaka humane koze. Medutim, zbog brojnih problema koji
postoje prilikom rada sa humanim bioloskim materijalom (neophodno odobrenje Etickog komiteta,
slozenost procedure za uklanjanje/uniStavanje biohazardnog otpada i1 dr.), alternativno, kao
membrana za ispitivanje in vitro permeacije uobicajeno se koristi koza uha svinje, pre svega usled
brojnih anatomskih, histoloskih i fizioloskih sli¢nosti sa humanom kozom. Ispitivanjem permeacije
kroz humanu i kozu uha svinje, pokazana je visoka korelacija izmedu dobijenih rezultata, posebno
za lipofilne lekovite supstance (kao §to je npr. takrolimus) (Flaten i sar., 2015). Dodatno, treba
ista¢i da EMA u Vodicu za kvalitet transdermalnih flastera (Guideline on quality of transdermal
patches) iz 2014. godine predlaze izmedu ostalog, koris¢enje koze uha svinje prilikom in vitro
ispitivanje permeacije. Takode, i u OECD vodi¢u iz 2004. godine Guidance document for the
conduct of skin absorption studies (OECD, 2004) predlaze se kori$¢enje koze uha svinje, zbog
pokazanih sli¢nosti sa humanom kozom. Stoga, kao membrana, za in vitro ispitivanje permeacije
betametazondipropionata iz razvijenih film-formiraju¢ih formulacija koriS¢en je toplotom izolovani
epidermis koze uha svinje.

Odgovarajuéom UHPLC-MS/MS metodom odredena je koncentracija BD u svim
uzorkovanim alikvotima (u prethodno definisanih sedam vremenskih tac¢aka). Za svaki ispitivani
uzorak odredivana je koli¢ina betametazondipropionata koja je permeirala kroz membranu po
jedinici povrSine (ng/cm?) u kvintiplikatu, a izraGunati permeacioni profili su prikazani kao srednja
vrednost = SD, n=35 (slika 4.4.1.).
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Slika 4.4.1. Komparativni prikaz permeacionih profila betametazondipropionata iz ispitivanih
uzoraka (F1A, F5A, F6A i RS) (srednja vrednost + SD, n = J).

Tabela 4.4.1. Permeacioni parametri BD dobijeni iz ispitivanih film-formirajuéih formulacija (F1A,
F5A, F6A) i referentne betametazon masti 0,5 mg/g (RS), koris¢enjem izolovanog epidermisa koze
uha svinje kao membrane (srednja vrednost = SD, n = 5).

Uzorak Brzina permeacije Qy6n * Koeficijent permeacije
(ng/cm*h) (ng/cm?) (mg/cm’h)
F1A 1,039 £ 0,783 16,277 + 13,130 0,0016 +0,0012
F5A 2,964 £ 0,851 34,049 + 15,795% 0,0046 + 0,0013%
F6A 0,348 £0,157° 4,026 £ 1,615° 0,0005 £ 0,0002°
RS 1,247 £ 0,209 19,726 + 5,953 0,0019 £+ 0,0003

* Koli¢ina BD koja je permeirala kroz toplotom izolovani epidermis koze uha svinje na kraju
eksperimenta (nakon 26 h).

2p < 0,05 u poredenju sa formulacijama F1A, F6A i RS

bp < 0,05 u poredenju sa RS

Dobijeni permeacioni profili ukazuju na razlike u permeaciji BD izmedu vecine ispitivanih
formulacija. U poredenju sa svim ostalim uzorcima, permeacija lekovite supstance je bila najveca
za uzorak F5A 1 odvijala se prema slede¢em redosledu (F5A > F1A > RS > F6A). Fluks BD iz
polimernih, hidrofobnih filmova formiranih od Eudragit® polimera samostalno (F1A, F5A) je bio
visi ve¢ u pocetnim satima nakon inicijalne primene (posebno, nakon 4h i nakon 6h) i nastavljao je
postepeno da raste (slika 4.4.1). Nakon 26 h, u poredenju sa referentnim proizvodom na trzistu,
permeacija BD iz uzorka F5A je bila zna¢ajno povecana i to za 2,5 puta.

Razmatrajuéi u celosti dobijene rezultate za razliCite ispitivane FFS ocigledno je da sastav
formulacije (prvenstveno izabrani polimer ili kombinacija polimera, a potom i izabrani sistem
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rastvaraca, plastifikatora i povrSinski aktivne materije) znacajno uti¢e na permeacione profile BD.
Posebno, uzorak F5A pripremljen sa hidrofobnim polimerom Eudragit® NE 30D je pokazao
najvecu koli¢inu permeirane model lekovite supstance nakon 26 h, kao i najveéu vrednost
stacionarnog/ravnoteznog fluksa (engl. steady-state) 1 koeficijenta permeacije (tabela 4.4.1). Stepen
1 brzina permeacije BD iz uzorka F5A su bili znacajno veci u odnosu na sve ostale ispitivane uzorke
(ANOVA, p < 0,05). Veca brzina permeacije BD iz uzorka F5A se moze tumaciti kao rezultat
povecane termodinamicke aktivnosti lekovite supstance iz polimernog nosaca, gde nakon
evaporacije izabranog rastvaraca, tj. izopropil alkohola, dolazi do brzog preuzimanja BD-a i
njegovog koncentrisanja u rezidualnom polimernom filmu (tj. formiranjem rezervoara lekovite
supstance na samoj povrsini koze, a potom 1 unutar stratum corneum-a), $to naknadno dovodi do
postepenog oslobadanja lekovite supstance u produzenom vremenskom periodu.

Sa druge strane, u poredenju sa uzorkom F5A, uzorak F1A koji sadrzi hidrofobni polimer
Eudragit® RS PO pokazuje trend niZe koli¢ine permeiranog BD-a nakon 26 h (posebno u kasnijim
vremenskim tackama), ukljucujuéi statisticki nize vrednosti stacionarnog fluksa i koeficijenta
permeacije (#-test, p < 0,05). Medutim, dobijeni rezultati se ne mogu pripisati varijaciji u tipu
polimera ve¢ radije prisustvu plastifikatora uklju¢enih u sastavu uzorka F1A. Uzimaju¢i u obzir
studiju opisanu od strane Gennari i sar. (2017) izgleda da sami plastifikatori i povrSinski aktivna
materija (PAM) (tj. propilenglikol i polisorbat 80) smanjuju termodinamicku aktivnost BD-a
poboljSanom solubilizacijom unutar filma, $to rezultira smanjenim fluksom BD-a kroz epidermalnu
membranu. Medutim, svakako treba imati na umu i prethodno pokazanu vezu izmedu hidrofilnosti
matriksa 1 penetracije lekovite supstance (Cilurzo i sar., 2014). Zanimljivo je da se povecana
permeacija BD iz uzoraka F1A i F5A moze dovesti u vezu sa rezultatima dobijenim u prvom
segmentu in vivo studije, gde su analogne formulacije bez prisustva lekovite supstance (tj. placebo
uzorci oznaceni kao F1 i1 F5) u poredenju sa ostalim ispitivanim formulacijama pokazale znacajno
smanjenje TEGV 1 h nakon ukljanjanja 24-h casovne okluzije, te je konstatovano da ove
formulacije, okarakterisane prisustvom isklju¢ivo hidrofobnih polimera, pokazuju semi-okluzivan
efekat na kozi. Stoga se na neki nacin i oCekivalo da one pokazu poboljsanu isporuku lekovite
supstance u odnosu na preostalu ispitivanu FF formulaciju. Osim toga, dodatno prisustvo vodene
disperzije polimera NE u nastalom filmu (F5A), sa odlozenom i dugotrajnom evaporacijom vode bi
takode, moglo da doprinese dodatnom hidriranju koze i1 poboljSanoj permeabilnosti lekovite
supstance.

Kod uzorka F6A, interesantno je da dodatak hidrofilnog HPC polimera (Klucel® GF) u
formulaciju koja sadrZi hidrofobni polimer Eudragit® RS PO, plastifikator i PAM (propilenglikol i
polisorbat 80) dalje smanjuje permeaciju BD-a kroz epidermalnu membranu. Medutim, u poredenju
sa formulacijom F1A, koja je zasnovana isklju¢ivo na polimeru Eudragit® RS PO, nije uoena
statisticki znacajna razlika u pra¢enim permeacionim parametrima (Mann Whitney U test, p > 0,05)
(tabela 4.4.1). Postoji nekoliko ¢inioca koji mogu da uti¢u na smanjenu permeaciju BD iz ovog
uzorka. Od ispitivanih uzoraka, uzorak F6A je imao najveci viskozitet, kao i najve¢u debljinu
formiranog filma (tabela 4.3.1). Stoga, smanjeno preuzimanje BD-a kroz epidermalnu membranu iz
F6A formulacije moze proiste¢i iz ogranicene difuzije lekovite supstance, odnosno njenog
oslobadanja iz formiranog filma. Naime, evidentno je da tokom procesa formiranja filma prelazna
blago-gelasta struktura usled pomenutog prisustva HPC dovodi do odlozenog oslobadanja BD.

Nakon ispitivanja permeacionih profila BD moze se re¢i da su dobijeni rezultati takode bili
u korelaciji sa rezultatima prikazanim od strane Garvie-Cook i sar. (2015) koji su pokazali
oc¢igledno superiornije performanse FFS sa hidrofobnim polimerima, specifi¢no, polimeri iz
Eudragit® i Dermacryl® grupe, u odnosu na FFS izradene isklju¢ivo sa hidrofilnim polimerom
Klucel®. Dobijeni nalazi se makar delom mogu pripisati superiornijoj tzv. anti-nukleacijskoj
efikasnosti hidrofobnih polimera iz Eudragit® i Dermacryl® grupe. Dodatno, tokom evaporacije
rastvaraCa, sugerisano je da ovi hidrofobni polimeri mogu da stabilizuju lekovitu supstancu u
prolaznom, superzasi¢enom (tj. metastabilnom) stanju znatno bolje u odnosu na hidrofilni polimer
Klucel® i to putem vodoni¢nih interakcija ostvarenih izmedu lekovite supstance i H-veze
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akceptorskih amino grupa. Kao rezultat navedenog procesa, omoguceno je uspostavljanje
dvostrukih rezervoara lekovite supstance koji se formiraju kako unutar rezidualnog polimernog
filma na povrsini koze tako i1 unutar stratum corneum-a, iz kojih se lekovite supstanca dalje
kontinuirano oslobada tokom vremena do nizih vijabilnih slojeva koze i receptorskog odeljka
(Garvie-Cook i sar., 2015). Ovaj opisani fenomen bi takode mogao da podrzi uo¢enu, znacajno
poboljsanu permeaciju BD iz uzorka F5A koji je sastavljen isklju¢ivo od hidrofobnog polimera
Eudragit® NE 30D, a sa naglaskom da ovaj uzorak nije sadrzao plastifikator i PAM.

Finalno, kada su svi ispitivani FFS poredeni sa izabranom referentnom formulacijom
(Beloderm® mast) uocena je statisticki znaajna razlika u svim praenim permeacionim
parametrima izmedu slede¢ih uzoraka: RS i F5A; kao i RS 1 F6A; ali bez znacajnih razlika izmedu
uzoraka RS 1 F1A (#-test ili Mann Whitney U test, p < 0,05).

Interesantno je da u pra¢enom vremenskom intervalu do nakon 26 h, nije bilo znacajne
razlike u brzini permeacije BD izmedu uzoraka F1A i RS, potvrdujuéi poznati ’depo efekat’
steroida, gde se dodatna penetracija lekovite supstance odvija usled okluzije koze i to u duzem
vremenskom periodu nakon steroidnog tretmana. Rezultati t-testa su pokazali da pored statisticki
znacajne razlike izmedu F5A 1 svih ostalih formulacija (F1A, F6A i RS), takode postoji statisticki
znaCajna razlika i izmedu RS i F6A, (p < 0,05) (tabela 4.4.1.). Najnizi, a ipak optimalni
permeacioni profil BD iz F6A, mogao bi da se objasni prisustvom hidrofilnog polimera HPC koji je
u znacajnoj meri smanjio stopu oslobadanja BD, ali delimi¢no i prisustvom niZe koncentracije
hidrofobnog polimera - Eudragit® RS PO (4 %).

Zakljucuje se da je pri ispitivanoj terapijskoj koncentraciji BD (0,064 %), optimalna
kombinacija hidrofilnog (HPC) i hidrofobnog polimera (Eudragit® RS PO) u nosau, pri
definisanim koncentracijama od 1 % i1 4 % (formulacija F6A) posebno pogodna za produzenu
isporuku BD. Kao S§to je gore navedeno, prisustvo hidrofilnog polimera HPC u izabranoj
koncentraciji (1 %) u formulaciji F6A takode povecava viskozitet formiranog filma u odnosu na
viskozitet filmova formiranih iz F1A 1 F5A, Sto se sveukupno odrazava na smanjenu difuziju
lekovite supstance iz ovakvog sistema.

Stoga, moze se zakljuciti da fenomen supersaturacije u produzenim vremenskim periodima
ne mora biti nuZzno povezan i sa povecanjem u samoj isporuci lekovite supstance. Ogranicena
permeabilnost BD ¢ini F6A formulaciju obecavajuéim kandidatom za kontrolisanu, odnosno
produzenu isporuku BD na kozi. Uoceni, sporiji permeacioni profil bi mogao da omoguéi manju
ucestalost primene leka, Sto bi dovelo do bolje komplijanse pacijenata. Takode, usled visoke
supstantivnosti (prethodno prikazane za odgovarajuéi placebo uzorak F6 u okviru in vivo triboloske
studije), ova formulacija bi posebno mogla da bude pogodna za primenu leka na povrSinama tela
izlozenim intenzivnoj frikciji (npr. pregibi na rukama i nogama). Medutim, detaljna klinicka
ispitivanja na samim psorijaznim lezijama (plakovima) treba da potvrde klinic¢ki znacaj i relevantni
uticaj razvijenih sistema na terapijsku efikasnost BD-a. Takode, izgleda da prisustvo
propilenglikola (0,5 %) 1 surfaktanta (0,3 % polisorbata 80) u nizim koncentracijama moze
doprineti smanjenju permeacije inkorporirane lekovite supstance kroz kozu. Dodatno, prisustvo
neisparljivih rastvaraca, poput hidrofilnog propilenglikola u koncentraciji od 1 % dodatno hidrira i
vlazi kozu i poboljsava difuziju permeansa kroz membranu, dok prisustvo nejonskog polisorbata 80
(1 %) povecava solubilizaciju lipofilnog BD, i spre¢ava njegovu kristalizaciju u rezidualnom filmu
na povrsini koze (uzorak F1A).

Nakon ispitivanja permeacije koriS¢enjem bioloski relevantne membrane dobijena je
biofarmaceutska potvrda poboljSane dermalne raspolozivosti model Ilekovite supstance,
betametazondipropionata, iz polimernih FFS (pra¢ena u vremenskom periodu od 26 h nakon
inicijalne primene na kozi) usled prisutnog fenomena (super)saturacije, pri ¢emu je utvrdeno da
sastav formulacije igra kriticnu ulogu u isporuci lekovite supstance kroz kozu. Tip i svojstva
izabranog film-formiraju¢eg polimera su jedan od glavnih faktora koji utiCu na permeabilnost
inkorporirane lekovite supstance. Dalje, sam FFS kao prospektivan farmaceutski oblik nudi dosta
mogucénosti, pocevsi od toga da li ¢e sistem biti dizajniran u obliku rastvora ili disperzije. Pri tome,
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utvrdeno je da rastvor najbrze i u najvecem stepenu povecava dermalnu raspolozivost lekovite
supstance usled brze evaporacije organskog rastvaraca i medusobne penetracije polimernih lanaca
tokom formiranja polimernog filma. Naravno, vrsta i koncentracija odabranog plastifikatora takode,
mogu znacajno uticati na brzinu i stepen permeacije. Prisustvo dodatnih ekscipijenasa poput
povrsinski aktivnih materija (polisorbat 80), takode ima uticaja na poboljSanu difuziju leka.

Sa druge strane, znacajno povecana permeabilnost leka koja je evidentno uocljiva posebno
iz uzorka F5A, a potom i uzorka F1A, te dalje naroCito izrazena u pocetnim vremenskim
intervalima nakon primene otvara i nove potencijalne moguc¢nosti u dizajniranju i primeni FF
formulacija i sa nizom terapijskom koncentracijom BD od one koja je ovde koris¢ena (odnosno sa
sadrzajem BD < 0,064 %). Ovo je terapijski vazna ¢injenica koja ide u prilog smanjenju rizika od
potencijalnih nezeljenih efekata kod kortikosteroida jakog delovanja, kao §to je BD, a nakon
dermalne primene. U tom smislu, neophodna su dodatna ispitivanja, kako bi se potvrdila navedena
pretpostavka. Prevashodno, regulatorno Siroko prihvaéen in vivo vazokonstriktorni test, kojim se
procenjuje farmakodinamski efekat topikalno primenjenih kortikosteroida (merljivo izbeljivanje
koze kao posledica vazokonstrikcije dermalne mikrovaskulature) moze da pruzi uvid u
prisustvo/odsustvo razlika u bioloskoj raspolozivosti izmedu razli¢itih formulacija.

4.4.2. Definisanje kriticnih atributa kvaliteta film-formirajucih sistema

Nakon 4 faze eksperimentalnog rada, uspostavljena je metoda selekcije Kriti¢nih atributa
kvaliteta (engl. CQA) koje treba pratiti kako bi se detektovale eventualno prisutne razlike u
mikrostrukturi FF formulacija, tehnike koje treba koristiti za merenje odabranih kriti¢nih atributa
kvaliteta, kako treba interpretirati dobijene rezultate i korelirati promene u kritiénim atributima
kvaliteta sa odgovaraju¢im promenama u relevantnim biofarmaceutskim parametrima.

Glatkoca filma je vazan kriticni atribut kvaliteta koji ukazuje na ostvareni kontakt filma sa
kozom, odnosno ispoljeni efekat prianjanja na kozi. Sto je glatkoca filma veéa, bolje je prianjanje
filma na kozi i obratno. Na osnovu AFM analize, uspostavljeni kvalitet povrsine filmova je
specificno odreden morfoloskim svojstvima i1 konformacijskim strukturama razli¢itih tipova
polimernih molekula u sastavu ispitivanih film-formirajuéih formulacija. AFM tehnika je pokazala
da je povrsinska hrapavost filmova u korelaciji sa rezultatima dobijenim u okviru in vivo segmenta
triboloske studije. Dakle, niska vrednost frikcionog parametra ukazuje na veéu povrsinsku glatko¢u
filma i obratno. Sto je ve¢a vrednost frikcionog parametra veéa je i povrinska hrapavost filma.

Lepljivost filma je vazan kriti¢ni atribut kvaliteta i osnovni preduslov koji treba zadovoljiti u
dizajnu FFS za dermalnu isporuku na kozi. Dakle, ovakvi sistemi zahtevaju potpuno odsustvo
lepljivosti da bi se uopste mogle razmatrati njihove ostale karakteristike. U radu je primenjen metod
koji se jednostavno moze implementirati u svakoj laboratoriji.

Brzina suSenja filma je kriticni atribut kvaliteta koji je vazan u pogledu prihvatljivosti od
strane pacijenta, ali i neophodan za ostvarenje supstantivnosti formiranog filma na kozi. Ukoliko bi
sistem ispoljio produzeno vreme susSenja na kozi, recimo duze od npr. 15 min, samim tim bi
postojala veca verovatnoca da se nepotpunim suSenjem, a u kontaktu sa odecom ukloni deo
preparata i time dovede u pitanje terapijsko dejstvo. Dakle, optimalna brzina susenja koja bi bila
najadekvatnija za terapijsku primenu je definisana na oko 5-7 minuta. Odnosno, §to je brzina
susenja kraca, ocekuje se bolja prihvatljivost od strane pacijenta i uopste pogodnost primene na
kozi.

Umereno lateralno Sirenje na koZi je kriti¢ni atribut kvaliteta koji je vazan u smislu
aplikativnosti i sprecavanja npr. curenja preparata sa same povrsine koze. Stoga je cilj obezbediti da
se nakon nanoSenja FFS obrazuje film adekvatne povrSine sposoban da pokrije samu leziju na koju
se nanosi, a da se sa druge strane spreci curenje preparata sa mesta primene.
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Mehanicka otpornost filma je vazan kriti¢ni atribut kvaliteta koji ukazuje na postojanost
filma na kozi i njegov integritet u celini. Prisustvo odredenog tipa plastifikatora, kao 1 prisustvo
nejonskog surfaktanta polisorbata 80 u FF formulaciji obezbeduje vazan uticaj na kvalitet povrSine
nastalog filma (tj. poboljSava mehanic¢ku otpornost filma), Sto na kraju rezultira glatkom 1 sjajnom
povrsinom filma. Tako je film formiran iz uzorka F1A bio potpuno transparentan, sjajan i glatke
povrsine, sa najviSom vredno$¢u uvijanja filma od 111,0 £ 2,0 puta, $to ukazuje na veoma dobru
mehanicku otpornost i postojanost filma. Sa druge strane, film formiran iz uzorka F5A bez
prisustva plastifikatora sa vrednos¢u uvijanja filma od 54,0 £ 2,0 puta je pokazao znatno nizu
mehanicku otpornost filma u odnosu na ostala 2 uzorka. Film formiran iz uzorka F6A je imao
veoma dobru mehanicku otpornost filma sa vrednos¢u uvijanja filma od 107,0 + 1,0. Takode, treba
naglasiti da nije bilo statisticki znacajnih razlika u vrednostima uvijanja filmova sa prisutnim lekom
u poredenju sa njihovim odgovarajuc¢im placebo uzorcima (F1A, FSA, F6A vs. F1, F5, F6).

Debljina filma je vazan kriti¢ni atribut kvaliteta koji ukazuje na anticipiranu povecanu ili
produzenu permeaciju lekovite supstance kroz kozu. Ukoliko je film tanji ocekivana je bolja i brza
permeacija lekovite supstance kroz kozu i obratno, odnosno, $to je film deblji ocekivana je niza i
sporija permeacija kroz kozu. Film formiran iz uzorka F6A je vece debljine (0,032 + 0,006 mm) u
odnosu na veoma tanke filmove formirane iz uzoraka F5A (0,015 £ 0,002 mm) i F1A (0,007 +
0,001 mm). Nije bilo statisticki znacajnih razlika u vrednostima debljine filmova sa prisutnim
lekom u poredenju sa njihovim odgovaraju¢im placebo uzorcima (F1A, FSA, F6A vs. F1, F5, F6).

Viskozitet FFS je kriticni atribut kvaliteta koji, izmedu ostalog, moze ukazati na
potencijalnu bioadhezivnost filma i njegovu postojanost na kozi. Vrednosti viskoziteta su bile u
direktnoj korelaciji sa rezultatima dobijenim u okviru triboloske studije in vivo, gde je nivo
supstantivnosti placebo FFS na kozi bio prema slede¢em redosledu: F6 > F5 > F1. Od ispitivanih
FF formulacija sa BD, uzorak F6A je imao najvecu vrednost poCetnog viskoziteta (47,17 + 3,06
mPa-s), dok je uzorak F1A imao najmanju vrednost poCetnog viskoziteta (1,67 £ 0,03 mPa-s).
Zanimljivo je da je viskozitet FFS bio u direktnoj korelaciji sa povr§inom formiranog filma. Tako je
uzorak F1A sa najnizim viskozitetom imao najveéu povrSinu obrazovanog filma (210,0 = 14,2
mm?), tj. najvece lateralno Sirenje na koZi, dok je uzorak F3 sa najve¢im viskozitetom (1450,19 +
702,10 mPa‘s) imao najmanju povr$inu obrazovanog filma (24,0 £ 1,2 mm?) tj. pokazao je
najmanje primarno i lateralno Sirenje.

Na osnovu navedenog, moze se istai da reolo§ka studija kao i vrednost povrSine
formiranih filmova u ranoj fazi razvoja FFS, mogu da ukazu na svojstva od znacaja tj.
bioadhezivnost i zadrzavanje polimernih sistema na kozi. Studija je ukazala da kod svih ispitivanih
FFS nema statisti¢ki znacajnih promena u vrednostima viskoziteta tokom vremena. Svi uzorci su
¢uvani u standardnoj ambalazi tj. tamnim, staklenim bocicama sa polipropilenskim zatvara¢em, na
sobnoj temperaturi i zastieni od svetlosti. Na kraju, nizak viskozitet odabranih uzoraka je ukazao
na moguénost komfornije primene ovakvih sistema u preparatima tipa spreja ili novijim pakovnim
reSenjima koja omogucavaju preciznije doziranje leka.

PH vrednost FFS je kriticni atribut kvaliteta koji moze da ukaze na anticipiranu, tj.
povecanu permeaciju leka kroz kozu, a takode ukazuje i na dermatolosku prihvatljivost formulacija
nakon primene na kozi. pH vrednost ispitivanih formulacija sa model lekovitom supstancom (BD)
se kretala u opsegu od 6,6 — 7,7. Najvecu pH vrednost je imao uzorak F5SA od 7,7 + 0,06. Kao Sto je
ranije opisano u poglavlju 4.3.1, u odnosu na inicijalne pH vrednosti ispitivanih formulacija,
primecene razlike u pH vrednostima nisu bile statisticki znacajne (nakon 3 meseca unutar 0,2 pH
jedinica), nakon 6 meseci (unutar 0,5 pH jedinica), a nakon godinu dana (unutar 0,8 pH jedinica).
Takode, sve dobijene pH vrednosti FFS kako sa inkorporiranom aktivnom supstancom tako i bez
aktivne supstance ukazuju da su ispitivane polimerne matrice pogodne za dermatolosku primenu i
da ne dovode do iritacije ili ose¢aja bilo kakve neugodnosti na kozi, §to je i potvrdeno u okviru in
vivo ispitivanja sa testiranim placebo uzorcima.

Povecana termodinamicka aktivnost lekovite supstance bez vidljive precipitacije u toku i
nakon formiranja filma je kriticni atribut kvaliteta od posebnog znacaja kako u fazi razvoja i
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karakterizacije FFS, tako i u proceni njihovih biofarmaceutskih performansi. Naime, kontrola
kristalizacije lekovite supstance u svim fazama transformacije FFS kao i nakon obrazovanja filma
in-situ je od presudne vaznosti za efikasnost i kvalitet ispitivanih dermalnih sistema.

Metode termalne (DSC) i spektroskopske karakterizacije (FT-IR), ukazuju da je model
lekovita supstanca (BD) ostala stabilna tokom procesa dinamicke transformacije kod ispitivanih
sistema koji ukljucuju hidrofobni i/ili hidrofilni polimer, i to u celokupnom procesu tranzicije od
tecnosti-do-filma, kao i nakon formiranja filma.

Metoda AFM, kao i metoda opticke mikroskopije su takode, potvrdile odsustvo
kristalizacije leka u ispitivanim sistemima sa model lekovitom supstancom BD.

Kod uzorka F1A koji sadrzi polimer Eudragit® RS PO (8,5 %) u prisustvu nejonskog
polisorbata 80 (1 %), potvrdena je sposobnost samog surfaktanta da inhibira precipitaciju lekovite
supstance u rezidualnom polimernom filmu putem njegove solubilizacije, na taj nacin spreavajuci
da se kristalizacija dogodi u duzim vremenskim periodima nakon izrade (DSC analiza ispitivanih
uzoraka nakon 2 meseca je potvrdila odsustvo kristalizacije leka u svim uzorcima). Stoga se u
ovako dizajniranom sistemu moze prihvatiti da je koncentracija polimera Eudragit® RS PO od 8,5%
adekvatna za dermalnu isporuku BD.

U odnosu na dosadasnje stanje tehnike za topikalnu primenu na kozi, otkriveno je da
izabrana kombinacija hidrofilnog polimera HPC (1 %) sa hidrofobnim polimerom Eudragit® RS PO
(4,0 %) ovde prisutnim u znatno nizoj koncentraciji, u uzorku F6A najverovatnije usled bubrenja
samog hidrofilnog polimera znacajno produzava oslobadanje lekovite supstance i smanjuje ukupnu
permeaciju BD nakon 26 h, u odnosu na uzorke sa hidrofobnim polimerima samostalno (F1A,
F5A). Dalje, otkriveno je da kombinovano prisustvo hidrofobnog polimera Eudragit® NE 30 D
(6,0%) (dostupnog na trzistu u obliku vodene disperzije) i smeSe izopropil alkohola i vode, dovodi
do takvih promena u rezidualnom polimernom filmu uzorka F5A da statisticki znacajno povecava
obim i brzinu permeacije BD u poredenju sa ostalim ispitivanim formulacijama (F1A, F6A, RS).

Na osnovu AFM analize, primeéeno znacajno poboljSanje u permeacionom profilu BD kod
F5A se moze povezati i sa prisustvom izrazenih dolina (tzv. inkluzija) u mikrostrukturi filma, koje
izgledaju kao da uranjaju u samu povrSinu uzorka, sa dijametrom od 1,17 - 2 um. Sledstveno, nizi
permeacioni profil uocen kod F1A u poredenju sa F5A se moze povezati i sa znacajno manjim
dijametrom ovde vidljivih inkluzija od 0,3 pum. Na ovaj nacin, uspostavljanjem rezervoara lekovite
supstance u rezidualnom polimernom filmu na kozi (unutar inkluzija), kao i unutar stratum
corneum-a moze biti objasnjena produzena i poboljsana isporuka leka kod ovih sistema.

Prethodni nalazi sumarno i koncizno su prikazani u okviru tabele 4.4.2.
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Tabela 4.4.2. Sematski prikaz definisanih kriti¢nih atributa kvaliteta FFS, preporugene i/ili
alternativne tehnike karakterizacije i optimalne vrednosti.

Kriti¢ni atribut

Preporucene metode

Optimalne vrednosti

Alternativne metode

kvaliteta karakterizacije karakterizacije

Izgled filma (glatkoca) | Senzorno profilisanje / AFM za laboratorije
In vivo ispitivanje koje nemaju iskustva
frikcije sa in vivo studijama

koje  podrazumevaju
regrutovanje
ispitanika, pribavljanje
odobrenja  nadleznog
Etickog komiteta, itd.

Lepljivost filma Senzorno profilisanje | Odsustvo lepljivosti Analiza teksture
In vivo ispitivanje (delimicno)
frikcije

Supstantivnost filma In vivo ispitivanje | Transfer lekovite /
prema metodi | supstance na odecu <
opisanoj u odeljku | 20 %

3.24

Kompatibilnost sa In vivo ispitivanje | Odsustvo  znacajnog /

koZom iritacionog potencijala | povecanja eritema
prema metodi | indeksa koze
opisanoj u odeljku
3.24

Brzina suSenja filma Odredivanje vremena | 5-7 min In  vivo ispitivanje
suSenja filma na 32°C frikcije (delimicno)
prema metodi
opisanoj u odeljku
3.2.2.2.

Sirenje FFS na ko¥i/ | Odredivanje povr§ine | Zavisi od dizajna /

povrsina filma filma prema metodi | odabrane ambalaze
opisanoj u odeljku
3.2.2.5.

Mehanicka otpornost /| Prema metodi | > 50 puta (uvijanja | In  vivo ispitivanje

fleksibilnost / opisanoj u odeljku | filma) frikcije

integritet filma 3.2.2.6.

Debljina filma Prema metodi | <0,05 mm /
opisanoj u odeljku
3.2.2.4.

Viskozitet FFS Reoloska Zavisi od dizajna /
karakterizacija odabrane ambalaze

Metamorfoza / In vivo ispitivanje | Definisanje primarne, /

transformacija frikcije prema metodi | sekundarne i tercijerne
opisanoj u odeljku | formulacije
3.24
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Nakon sveobuhvatne analize rezultata dobijenih kroz cetiri eksperimentalne faze I-IV:
konstruisano je slede¢e ’drvo odluke’ za lakSe definisanje kriticnih atributa kvaliteta koji na
najbolji nacin karakteriSu FFS kao inovativne nosace lekova:

Pocetak
Stanje Odredivanje liste
tehnike kriti¢nih atributa QTPP
kvaliteta (potencijalni
CQA)
Dalije ovo . . .
Atribut Ne CQA? Nije sigurno Eksperimentalni
kvaliteta nije (iz rad da p(?veéa
CQA perspektive znhanje
pacijenta)
Da

Primeniti odgovarajucu
metodu analize kvaliteta
(engl. quality research
analysis, QRA) za
rangiranje CQA

Lista CQA
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ZakljucCuje se da uspesna formulacija FFS na bazi polimera namenjena za produzenu
dermalnu isporuku izabrane model lekovite supstance, odnosno manje frekventnu primenu leka,
treba da poseduje sledeéa karakteristi¢na svojstva:

Kratko vreme suSenja na koZi;

Umereno lateralno Sirenje na koZi;

Optimalnu fleksibilnost u prilagodavanju pokretima koZe;

Visoku supstantivnost;

Odsustvo lepljivosti;

Odgovarajuéu debljinu filma;

Dobar integritet filma;

Odredenu i definisanu permeabilnost filma;

Transparentnost filma;

Uspesno inkorporiranje lekovite supstance odgovarajucéih karakteristika;
Dobru rastvorljivost lekovite supstance u FF polimeru;
Homogenost/uniformnost sadriaja;

Odgovarajuce reoloSke karakteristike/viskozitet;

Odgovarajuéu pH vrednost;

Poveéanu termodinamicku aktivnost lekovite supstance bez vidljive precipitacije u
relevantnom vremenskom periodu nakon primene.

L 2R 2R R JER 2EE JEE R JEE JEE JEE 2R JEE JEE R 4
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5. ZAKLJUCAK

Zakljucak prve faze eksperimentalnog rada

= Tokom prve faze istrazivanja u okviru preformulacione studije u kojoj je osmisljeno i
dizajnirano ukupno 55 formulacija FFS na bazi hidrofobnih (polimetakrilatnih kopolimera)
ili hidrofilnih polimera (hidroksipropil celuloze) ili njihovih kombinacija, na osnovu
definisanih kriterijuma navedenih u nastavku, izvrSena je selekcija 20 potencijalnih FF
formulacija za dermalnu isporuku betametazondipropionata na kozi.

= Kao klju¢ni parametri za selekciju prospektivnih formulacija u prvom delu preseka
prihvaceni su sledeé¢i: vreme suSenja na sobnoj temperaturi < 60 min, vreme suSenja na
temperaturi koze < 15 min, debljina filma < 0,1 mm, fleksibilnost filma < 5 puta i pH u
opsegu od 5,5 - 8,5. Ovo je omoguéilo racionalno smanjenje broja formulacija na ukupno
20. U drugom delu preseka, kljucni parametar za finalnu procenu i krajnji odabir formulacija
je bio: fleksibilnost filma < 15 puta. Ovo je omogucdilo racionalniju selekciju 6 obecavajuc¢ih
film-formiraju¢ih formulacija. Izabrane optimalne FF formulacije su u svom sastavu
sadrzale sledeCe polimere: Eudragit® RS PO u koncentraciji od 8,5 %, 10 %, i 17,5 %,
Eudragit® NE 30 D u koncentraciji od 6,0 %, i HPC u koncentraciji od 3,5 %, kao i
kombinaciju polimera RS/HPC u koncentraciji 4 % / 1 %.
Posebno vazan aspekt je bio definisanje sadrzaja polimera u izabranim formulacijama, pri
¢emu je kao formulacijski izazov u odnosu na dosadasnje stanje tehnike kao cilj postavljen
dizajn formulacije sa nizim sadrzajem polimera (< 10 % m/m).

= Odabrane formulacije su bile u slede¢em obliku: 1. polimerne matrice u obliku rastvora; 2.
polimerne matrice u obliku disperzije.

= Nakon prve faze eksperimentalnog rada kao rezultat temeljne fiziCkohemijske, mehanicke i
senzorne karakterizacije odabrane su optimalne FF formulacije sa pozeljnim i definisanim
fizickohemijskim, mehanickim i1 senzornim karakteristikama sastavljene od odabranog
sistema rastvaraca u skladu sa izabranim tipom polimera, ukljucujuéi izbor odgovarajuceg
plastifikatora i/ili inhensera penetracije.

= S obzirom na nedostatak literaturnih podataka o mehani¢kim i senzornim svojstvima
ispitivanih FFS, prva faza istrazivanja je donela nova saznanja i posebno osmisljene
metode karakterizacije u ovom domenu koje ¢e biti znacajne za dalji racionalniji razvoj
FFS kao inovativnih nosaca lekova.

Zakljucak druge faze eksperimentalnog rada

= Nakon zavrSetka druge faze istrazivanja, u okviru in vivo studije koja je bila podeljena u
3 podjednako vazna segmenta ispitivanja, izvrSena su merenja i analiza biofizickih
parametara koZze (eritema indeksa, TEGV, stepena hidratacije koze i pH vrednosti koze)
nakon cega je dobijena potvrda bezbednosnog profila razvijenih FFS na bazi polimera,
tj. odsustvo iritacionog potencijala na koZi, uprkos visokom sadrzaju organskih
rastvaraca.
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= Angazovanjem i uspostavljanjem potpuno nove in vivo metode karakterizacije FFS u
okviru triboloske studije, tj. merenjem i analizom frikcionog parametra FFS, a zatim in
situ filmova u vise vremenskih tacaka dobijen je uvid u (i) metamorfozu/transformaciju
sistema tokom/nakon primene na kozu, (ii) potencijalne interakcije koje se deSavaju
izmedu osetljive sonde uredaja i generisanih filmova, i (iii) postojanost i integritet filma
na kozi tokom 24 h.

= Potpuna i prethodno detaljno osmisljena triboloska studija u vise vremenskih tacaka
omogucila je pracenje znacajnih interakcija koje se deSavaju izmedu koze i generisanih
filmova, reflektovanih kao ponasSanje filma u kontaktu sa osetljivom sondom uradaja
Frikciometar, kao i svojstva ovih sistema na kozi usled njihove brze transformacije, i to
kroz vise vremenskih tacaka, obezbedujuci time uvid u kriti¢ne karakteristike ovakvih
sistema tokom njihovog produzenog zadrzavanja na kozi.

= U zavrSnom segmentu druge faze eksperimentalnog rada, testom supstantivnosti
kvantifikovan je stepen oc¢ekivane prijemcivosti ispitivanih formulacija na kozi/za kozu,
a formulacije sa najboljim karakteristikama su odabrane za slede¢u fazu istrazivanja.
[ako je najveca supstantivnost uoc¢ena kod formulacije izradene koriS¢enjem smesSe
hidrofobnog i hidrofilnog polimera (Eudragit® RS PO i Klucel® u odnosu 4:1, m/m),
sve ispitivane FFS odlikuje visoka supstantivnost (izmedu 4,13 % 1 6,50 % model
aktivne supstance je preneto na odecu ispitanika).

= Potvrdom odsustva iritacije i unapredene supstantivnosti FFS na bazi odabranih
polimera obezbeden je sustinski preduslov za produzeno delovanje razvijenih nosaca na
kozi.

Zakljucak trece faze eksperimentalnog rada

= Tokom tre¢e faze istrazivanja izvrSena je optimizacija postupka izrade FFS sa model
lekovitom supstancom BD.

= lIzvrsen je odabir najoptimalnih FF formulacija sa model lekovitom supstancom
betametazondipropionatom i u skladu sa optimizacijom metode izrade, kao i praéenjem
stabilnosti odabranih uzoraka. Kao rezultat, dobijena je potvrda formulacionih faktora
koji idu u prilog fizicke mobilizacije BD i formiranja stabilnih topikalnih sistema bez
precipitacije lekovite supstance u obrazovanom filmu.

= Nakon termalnih i spektroskopskih analiza (DSC i1 FT-IR) izvrSena je sveobuhvatna
fizickohemijska karakterizacija FFS sa inkorporiranom model lekovitom supstancom
BD i dobijen je uvid u potencijalne interakcije koje se deSavaju unutar samih FFS tokom
1 nakon procesa njihove dinamicke transformacije, odnosno istrazivanje je rezultiralo
stabilnim FFS sa izabranom model lekovitom supstancom, ¢ijom primenom su
obrazovani filmovi odgovarajuée termodinamicke aktivnosti.

= Nakon mikroskopskih analiza (optiCka mikroskopija i AFM) dobijena je potvrda

stabilnosti ispitivanih FFS sa BD bez kristalizacije lekovite supstance u formiranom
filmu.
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= Nakon AFM analize dobijen je neposredan uvid u karakteristicnu topografiju povrsine
filmova i njihove konformacijske razlicitosti. Za pojedine uzorke, rezultati AFM su
uspesno povezani sa dobijenim biofarmaceutskim performansama.

= Na kraju tre¢e faze eksperimentalnog rada, kao rezultat svih angazovanih tehnika:
mikroskopije, termalnih i spektroskopskih metoda dobijena je potvrda formulacionih
faktora koji idu u prilog saturaciji BD bez precipitacije u obrazovanom filmu, odnosno
priblizavanje maksimalnoj termodinamickoj aktivnosti.

= Dodatno, AFM metoda je nagovestila prednost glatkih i tankih filmova u odnosu na
filmove sa neravnom povrsinom.

Zakljucak Cetvrte faze eksperimentalnog rada

= Na samom kraju istrazivanja, kao rezultat poslednje faze eksperimentalnog rada
dobijena je potvrda wunapredenih biofarmaceutskih performansi FFS u odnosu na
ispitivani referentni preparat (Beloderm® mast), tj. znatajno poboljSana, kontrolisana,
odnosno produzena dermalna isporuka BD iz izabranih FFS ¢ime se omoguéuje manja
ucestalost primene ovakvih preparata, a sam tim je i o¢ekivana povecana adherenca od
strane pacijenta.

= Formulacija sa polimerom Eudragit® NE 30 D inkorporiranim u obliku vodene
disperzije (u koncentraciji od 6,0 %) u izabranom sistemu rastvaraca sastavljenom od
izopropil alkohola i vode pokazala je najvec¢i obim i brzinu permeacije BD.

= Formulacija tipa disperzije sa odabranom kombinacijom hidrofobnog (Eudragit® RS
PO) i hidrofilnog polimera (Klucel®) (u koncentraciji od 4%, odnosno 1%, respektivno)
pokazala je optimalni potencijal za produzenu isporuku model lekovite supstance BD.

= Potvrdena je uskladenost sa rezultatima in vivo testa supstantivnosti i triboloske studije.

= Potvrdena je uskladenost sa rezultatima mehanickog ispitivanja, pri ¢emu je optimalna
permeacija uocena kod filmova koji su pokazali najvecu fleksibilnost na kozi tj. filmova
sa prisustvom plastifikatora kao i dodatog surfaktanta (polisorbata 80). Sa druge strane,
najbolja permeacija uocena je kod filma sa najnizom mehani¢kom otpornoscéu (56 puta)
u odnosu na ostale ispitivane filmove.

= Potvrdena je korelacija sa rezultatima fiziCkohemijskog i senzornog profilisanja iz prve
faze eksperimentalnog rada.

= Potvrdena je povezanost reoloskih parametara (viskoziteta FFS) i bioadhezivnosti
filmova na kozi.

= Pracden je i analiziran efekat varijabli koje uticu na poveéanu i produzenu dermalnu
isporuku kortikosteroida w/kroz kozu: karakteristike izabranog tipa polimera i/ili
kombinacija polimera u sastavu FFS, koncentracija koriS¢enog/koris¢enih polimera,
rastvorljivost 1 koncentracija lekovite supstance BD u polimernom matriksu, tip i
koncentracija izabranog tipa plastifikatora i/ili prisustvo ili odsustvo inhensera
penetracije.
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= Nakon cetvrte faze eksperimentalnog rada uspostavljena je analiza kriti¢nih atributa
kvaliteta koje treba pratiti kako bi se detektovale eventualno prisutne razlike u
mikrostrukturi filmova, tehnike koje treba koristiti za merenje odabranih kriticnih
atributa kvaliteta, kako treba interpretirati dobijene rezultate i korelirati promene u
kriticnim atributima kvaliteta sa odgovaraju¢im promenama u relevantnim
biofarmaceutskim parametrima.

= S obzirom na sastav FFS i specifitne senzorne, fizickohemijske i1 mehanicke
karakteristike, potvrdena je prednost njihove upotrebe kao nosaca slabo rastvornih,
lipofilnih lekovitih supstanci (poput steroidne antiinflamatorne lekovite supstance
betametazondipropionata) u odnosu na konvencionalne polucvrste preparate tipa masti.
Pracenjem osmisljenog ’algoritma odluke’ (i tabele 4.4.2.) definisan je racionalni set
kriti¢nih atributa kvaliteta FFS direktno relevantnih i za postizanje zeljene dermalne
isporuke kortikosteroida u dublje slojeve koze, §to je od izuzetne vaznosti u terapiji
hroni¢nih koznih oboljenja (posebno psorijaze).
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121



7.3. Izjave autora

Mpunor 1.

Uzjaea o ayTopcTBy

Motnucaxa: Mupjana Tumotujesuh
6poj ynuca: 32/13

WUsjaBrbyjem

Aa je AOKTOPCKa AUcepTaumja noa HacNoOBOM

MonumepHu Qunm-@ogwgaiyhu CUCTeMU 3a _paepmanHy ucnopyky GeramerasoHavnponuoHara:
a

eduHUCaKE KPUTUYHUX atpubyra kBanuTera NPUMEHOM ONTUMMU3OBAHUX (DU3NYKO-XEMUICKUX,
TpUBONOLWKUX 1 Guodapmaueyrckux Tectosa

* | pe3ynTart COnCTBEHOr UCTPaXMBauKor paaa,

Aa Npeanoxexa aucepTauuja y UenuHu HU y AenosuMa Huje 6una npeanoxeHa 3a

AoBujatbe 6uno koje AMNNOME Npema CTyaAMJCKMM NpOrpaMuMa APYruX BUCOKOLLKONCKUX
yCTaHoBa,

* [la Cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaeH! U
Aa HACaM KpLUMNa ayTopcka NpaBa U KOPUCTUNA UHTENEKTyanHy CBOjUHY APYrUX NUUa.

Y Beorpagy, 0X.09 2021

MNoTnuc pokropaHpa

Ny g‘écwo\ —ﬂpnoaugebz‘f,

122



MNpwunor 2.

W3jaBa 0 UcToBEeTHOCTM WTaMNaHe U eneKTPOHCKe Bep3auje
AOKTOPCKOr paga

Wme v npeaume ayTopa: Mupjana Tumotujesuh

Bpoj ynuca: 32/13

Cryamjcku nporpam: LlokTopcke akanemcke ctyauvie, Mmoayn Papmaiieyrcka TexHonoruja

Hacnoe papa:

NonumepHu dunm-dopmupajyhu _cuctemu 3a_aepmanHy MCnopyky
GeTameTa3oHAUNPONUOHATA:

neduHUCake  KPUTUMHMX _ aTpubyTa  KBanuteta  NpUMEHOM
ONTUMU30BAHMX DU3NYKO-XEMUICKMX, TPUBONOLLKUX U BuodapmaLeyTckux TecToBa

MenTop: npod. Ap. Veaxa MNautenuh

Motnucana: Mupjana TumoTujesuh

U3jaBrbyjeM fa je WwramnaHa Bepauja Mor AOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA eNEKTPOHCKOj BEp3uju Kojy
cam npepao/na 3a objaerbueatbe Ha noprany [MruranHor penosutopujyma YHuBepauteta y
Beorpapy.

Aossorbasam Aa ce objase MOju NUYHK NOAALM Be3aHu 3a Aobujare akafeMCKor 3Baka oKTopa
Hayka, Kao LWTO Cy UMe 1 Npeaume, roguHa u Mecto pohersa u aatym opbpaxe papa.

OBu nuuHu nopauu mory ce o6jaBUTM Ha MPeXHUM CTpaHuuama avrutanHe GuGnuoteke, y
€NeKTPOHCKOM KaTanory u y nyénukauujama Yruueepauteta y Beorpagy.

Y Beorpaay, 0g§.09. 2021,

Mornuc aokropanaa

Hu!‘vowm r\_\rhuod(uge(aﬂ,
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHusepautercky 6ubnuoreky ,Ceetosap Mapkoeuh* na y flururaniu pPeno3uTopujym
Yhusepauteta y Beorpany yHece mojy AOKTOPCKY AUcepTauujy Noa HacnoBoM:

Monumepuu cdunm. Mupajyhu cuctemu 3a pepmanHy ucno 6erameTazoHaAUNPONUOHATA:

EMOUHUCAE KPUTUYHUX aTpubyTa ksanutera n UMEHOM ONTUMU3OBAHUX (DU3UYKO-XEMU|CKUX

Tpubonowkux u 6uoggagmageﬂcmx Tecrosa

Koja je Moje ayTopcko geno.

Auceprauujy ca ceum npunoauma npepao/na cam Y eneKkTpoHckoM chopmarty NoroAHoOM 3a TpajHo
apxvBupame.

Mojy aokTopcky aucepraumjy noxpareHy y iurutanyu penoautopujym Yuusepautera y Beorpaay

MOy Aa Kopucte CBM Koju nowTyjy oapenbe cappxaHe y onabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe
3ajennuue (Creative Commons) 3a KOjy cam ce oanyyuna.

1. AyTopcTeo
2. AyTOpCTBO - HeKOMepUMjanHo
@Ay'ropcmo — HekomepuujanHo - 6e3 npepape

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjanHO — AeNUTU NOA UCTUM ycnosuma — 6ea npepaae

5. Aytopcteo — 6e3 npepape

6. AyTopcTBO — A€NUTH NOA UCTUM YCNoBUMA

(Monumo aa 3aokpyxuTe camo jeaHy OA WeCT NoHyHeHnx nuueHum, KpaTtak onuc je Ha nonehuHu
nucra).

Y Beorpany, _ 0§ .09 Zo22,

Nornuc pokropanpa

%Mwwt
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1. AytopctBo - [lo3BOsbaBaTe YMHOXaBake, AMCTPpMOyUMjy M jaBHO caonwTaBakwe Aena, u
npepage, ako ce Hasede MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe aytopa unv gasaoua
nvueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcrnioboaHuja og CBUX NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTpubyunjy U jaBHO
caornwTaeamwe Aerna, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ofpefeH of cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOrbaBa KoMepuujanHdy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBakwe, AUNCTpUbyunjy u
jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe gena y cBom Aeny, ako
ce HaBede uMMme ayTopa Ha HauvH oppeheH o cTpaHe ayTtopa unv gasaoua nuueHue. Oea
nvueHua He Jo3BOMbaBa koMepuujanHy ynotpeby aena. Y ogHocy Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM
NMUEHLOM ce orpaHnyaBa Hajsehun obum npaea kopuwhena gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjanHo — OenuTu Nof UCTUM ycroBuma. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBakse,
AMCTpUbyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Oena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH of cTpaHe ayTopa unv AaBaola fvuUeHLEe U ako ce npepaga aAucTpubyupa noa UCTom
Unm cnmyHoM nuueHuomM. OBa nuLeHua He [03BorbaBa koMepuujandy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AyTtopcTBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, AMCTPUOYLMjy 1 jaBHO caonluTaBake
fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa wnu ynotpebe Aena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede ume
ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHua 103BoIbaBa
koMepuwjanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AENUTK Noa UCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, AUCTPUOYLMjY 1 jaBHO
caonwiTaBawe gena, U npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HauuMH oapeheH of cTpaHe
aytopa unu gasaoua nuUeHLe WM ako ce npepaga AMCTpuOyupa nog WCTOM WU CIIMYHOM
nuueHuyoMm. OBa nuvueHua Oo3BOrbaBa kKoMepuujanHy ynoTpeby aena u npepaga. CnuyHa je
copTBEPCKUM NULEHLLIamMa, OOHOCHO NULEHLAMa OTBOPEHOT koaa.
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