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Odredivanje
najpovoljnijeg sastava
niozoma kao transportnog
sistema za flurbiprofen

Vezikule koje sadrie nejonske surfaktante pred-
stavljaju savremeni transportni sistem za lekove
(niozomi), kao nosaci kako hidrofilnih tako i
lipofilnih medikamenata. U ovom radu odredi-
van je najpovoljniji sastav niozoma u cilju dizaj-
niranja sto efikasnijeg transportnog sistema za
flurbiprofen. Niozomi su sintetisani modifi-
kovanim metodama hidratacije tankog filma i
ubrizgavanja etra. Metoda hidratacije tankog
filma se pokazala kao efikasnija u odnosu na
metodu ubrizgavanja etra. Ispitivan je i uticaj
ultrazvuka na velicinu, oblik i efikasnost inka-
psulacije niozoma. Velicina i oblik niozoma
odredivani su optickom mikroskopijom. Najvecu
efikasnost inkapsulacije leka (53%) pokazali su
niozomi dobijeni mesanjem surfaktanta i hole-
sterola u odnosu Span 40 : holesterol 1 : 1. Po-
kazan je negativan uticaj ultrazvuka na velic¢inu
niozoma i efikasnost inkapsulacije.

Uvod

Niozomi su vezikule mikroskopskih dimen-
zija koji predstavljaju savremene sisteme za
transport medikamenata ili drugih malih mole-
kula. Niozomi su unilamelarne ili multilamelarne
vezikule kod kojih jedna lamela predstavlja
jedan lipidni dvosloj. Sastoje se od nejonskog
surfaktanta i mogu biti stabilizovani holeste-
rolom ili anjonskim surfaktantom, kao Sto je
dicetil fosfat. Hidratacijom u vodi surfaktant ob-
razuje lipidni dvosloj, pa se u niozomima mogu
prenositi kako hidrosolubilni, u vodenom delu
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unutar vezikule okruZzenom membranom, tako i
liposolubilni lekovi, inkapsulirani u samu mem-
branu (Akhilesh ez al. 2012). Precnici vezikula
krecu se od 20 nm do 50 um (Kumar et al. 2011),
iu zavisnosti od veli¢ine pokazuju veci, odnosno
manyji udeo inkapsulacije leka. Osnovna prednost
ovakvog sistema u odnosu na uobic¢ajen unos
medikamenta je kontrolisano i ciljano osloba-
danje medikamenta, poveéanje biodostupnosti i
konkretno za transdermalni unos medikamenta,
dublje prodiranje leka kroz koZu. Niozomi mogu
prolongirati dejstvo leka $to smanjuje ucestalost
unosenja leka u organizam. U poredenju sa lipo-
zomima niozomi imaju odredene prednosti koje
se ogledaju u vecdoj stabilnosti, netoksi¢nosti,
biorazgradivosti i vecoj dostupnosti kada se
koriste za komercijalne svrhe (Madhav i Saini
2011).

Flurbiprofen, odnosno 2-(3-fluoro-4-fenil-
-fenil) propionska kiselina (slika 2) je nesteroidni
antiinflamatorni lek (NSAIL) koji se koristi
protiv bolova i zapaljenja kao i oboljenja poput
reumatoidnog artritisa i osteoartritisa. Ima anal-
getsko, antipireticko i antiinflamatorno dejstvo.
Flurbiprofen inhibira enzim ciklooksigenazu
koji katalizuje sintezu prostaglandina i trom-
boksana. Ima kratko poluvreme eliminacije pa se
stoga daje u ¢e$¢im intervalima. Flurbiprofen
nema veliku transdermalnu propustljivost pa je
zbog toga smanjena i biodostupnost leka. Po-
kazuje neZeljena dejstva kao Sto su ulceracije i
krvarenje u Zelucu. Svodenje rizika od neZeljenih
dejstava na minimum, povecana propustljivost
kroz kozu i biodostupnost mogu se postici for-
mulacijom odgovarajuéeg prenosnog sistema za
medikamenat — niozoma (Prajapati et al. 2012).
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Slika 1. Struktura niozoma (Lembo 2010)

Figure 1. Structure of niosome (Lembo 2010)

Slika 2. 2-(3-fluoro-4-fenil-fenil) propionska kiselina

Figure 2. 2-(3-fluoro-4-phenylphenyl)propanoic acid

Cilj ovog rada je optimizacija sastava niozo-
ma kako bi se sintetisao najpovoljniji transportni
sistem za flurbiprofen, pogodan za transdermalni
unos, kao i ispitivanje uticaja ultrazvuka na veli-
¢inu i efikasnost inkapsulacije niozoma.

Materijali 1 metode

Uporedene su dve modifikovane metode sa
sintezu niozoma, metoda hidratacije tankog
filma i metoda ubrizgavanja etra. Pri poredenju
je koriscéen isti odnos surfaktanta (Span 60) i
holesterola. Metoda koja je pokazala vecu efi-
kasnost inkapsulacije koriS§¢ena je za sintezu
niozoma u daljem istraZivanju, pri cemu su od-
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nosi surfaktanta (Span 60 i Span 40) i holesterola
u sastavu niozoma varirani, a koli¢ina flurbi-
profena bila nepromenjena. Veli¢ina i efikasnost
inkapsulacije odredivani su i pre i nakon izla-
ganja suspenzija niozoma ultrazvuku. Oblik i
veli¢ina vezikula ispitivani su opti¢kom mikro-
skopijom, a veli¢ina odredivana merenjem
precnika tri puta i uzimanjem srednje vrednosti
za velic¢inu vezikule.

Span 60 (slika 3) i Span 40 (slika 4) su bili
donacija Crode GmbH (Nemacka). Flurbiprofen
je bio donacija Galenike a. d. (Beograd, Srbija).

Slika 3. Span 60, sorbitan monostearat

Figure 3. Span 60, sorbitan monostearate

Slika 4. Span 40, sorbitan monopalmitat

Figure 4. Span 40, sorbitan monopalmitate

Kalibraciona kriva za flurbiprofen u PBS-u

Za pripremu pufera (pH 7.4) (Jugoslovenska
farmakopeja (2000)) 2.38 g dinatrijum-hidrogen
fosfata, 0.19 g kalijum-hidrogen fosfatai 8 g
natrijum hlorida su rastvoreni u 1 L vode. Za
odredivanje apsorpcionog maksimuma spektar
rastvora flurbiprofena u PBS-u koncentracije 10
pg/mL je sniman na talasnim duZinama od 200
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do 400 nm. Iz pocetnog rastvora flurbiprofena u
PBS-u (100 pg/mL) napravljena su razblaZzenja
od1,2,5,10, 15120 pg/mL i snimana su na 248
nm, sa PBS-om kao slepom probom na osnovu
¢ega je dobijena kalibraciona kriva

y=0.07563x + 0.02726 (R2 = 0.99861).

Kalibraciona kriva za flurbiprofen u
izopropanolu

Iz pocetnog rastvora flurbiprofena u izopro-
panolu (100 pg/mL) napravljena su razblazenja
od 1-10 pg/mL i snimana su na talasnoj duzini
210 nm sa izopropanolom kao slepom probom.
Dobijena je kalibraciona kriva

vy =0.06965x + 0.0598, R%=0.97367.
Sinteza niozoma

U cilju biranja najpovoljnije metode upo-
redene su metode ubrizgavanja etra i hidratacije
tankog filma kao dve od najcescée koris¢enih me-
toda za sintezu niozoma:

Ubrizgavanje etra. Niozomi su sintetisani
putem izmenjene Ether Injection metode. Surfak-
tant, holesterol (Merck) i flurbiprofen su rastvo-
reni u 8 mL dietil etra i metanola (2 : 1). Rastvor
je ubrizgavan mikroS§pricem u 5 mL PBS-a na
temperaturi od 60°C. Brzo isparavanje etra do-
vodi do stvaranja niozoma. Fosfatni pufer 7.4
(PBS; phosphate buffer saline) je napravljen
prema Jugoslovenskoj farmakopeji (2000).

Hidratacija tankog filma. Surfaktant i hole-
sterol su rastvoreni u 10 mL hloroforma i meta-
nola (4:1) u balonu od 100 mL. Rastvor je
uparavan na vakuum uparivacu (IKA RV 10 con-
trol) na 100 rpm, i postepeno smanjivanom
pritisku od 650 mbar do 450 mbar na temperaturi
od 25 od 40°C do pojave tankog providnog filma
(Singh 2011). Film je hidratisan na vodenom
kupatilu (IKA HB 10 control) jedan sat na 60°C
bez vakuuma sa 10 mL rastvora flurbiprofena u
PBS-u (100 ug/mL). Sest uzoraka je stavljeno na
ultrazvucno kupatilo na 2 minuta. Svi uzorci su
stavljeni u friZzider preko nodi da se dalje hidra-
tiSu i Cuvani su u frizideru za dalju analizu.

Odredivanje zarobljenog flurbiprofena u
niozmima

Alikvoti od svih proba su centrifugirani na
14 000 rpm 30 min. Supernatant je odvojen i nio-

420 ¢ PETNICKE SVESKE 72

zomi su isprani 2 puta PBS-om i recentrifugirani.
Da bi se odredio procenat leka u niozomima
vezikule su razbijane izopropanolom i koncen-
tracija leka je odredivana spektrofotometrijski
(Thermo Scientific Evolution 605) u UV-Vis ob-
lasti na 210 nm.

Efikasnost inkapsulacije je odredivana po
formuli:

efikasnost inkapsulacije = g—z -100%
U

gde je Cz —koncentracija zarobljenog leka, a Cy
— ukupna koncentracija leka

Izabrana je metoda hidratacije tankog filma
zato §to je pokazala vedu efikasnost u odnosu na
metodu ubrizgavanja etra za 12% (poredene su
probe Span 60 : Holesterol — 1.5 : 1 za obe me-
tode) i ona je kori$¢ena u daljem radu.

Odredivanje veli¢ine i oblika niozoma

Velic¢inai oblik niozoma odredivani su putem
opticke mikroskopije (Zeiss Axio Lab.A1) Foto-
mikrografije su analizirane u ImageJ-u. Pre¢nici
pojedinac¢nih vezikula mereni su tri puta. Ukup-
no je izmereno 100 niozoma za svaku probu (ta-
bela 1).

Tabela 1. Formula, koli¢ina leka i sastav
niozoma (surfaktant i holesterol 150 umol)

Surfaktant Kod Flur- Surfaktant

formule  biprofen

[ug/mL]  Holesterol

Span 60  HI1 100 1:1

H2 100 1.5:1

H3 100 3:1
Span40  H4 100 1:1

H5 100 1.5:1

H6 100 3:1
Span 60  HI u* 100 1:1

H2u 100 1.5:1

H3u 100 3:1
Span40  H4u 100 1:1

H5u 100 1.5:1

H6u 100 3:1

*suspenzije niozoma izlozene ultrazvuku
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Rezultati 1 diskusija

Efikasnost inkapsulacije pokazuje da je Span
40 efikasniji u odnosu na Span 60 (slika 5). Efi-
kasnost inkapsulacije niozoma koji u sastavu
imaju Span 40 pokazuje zavisnost od koli¢ine
holesterola tako da je ona srazmerna koli¢ini
holesterola. Ova zavisnost kod niozoma koji u
sastavu imaju Span 60 nije pokazana. U oba
slu¢aja pokazan je negativan uticaj ultrazvuka na
efikasnost inkapsulacije i veli¢inu niozoma.
Vezikule sa odnosom holesterol : surfaktant 1 : 1
u sastavu poseduju najvecu efikasnost inkapsu-
lacije. Metodom hidratacije tankog filma do-
bijene su multilamelarne vezikule sa Sirokom
distribucijom veli¢ina. Vezikule izloZene ultra-
zvuku su bile unilamelarne.

Uticaj surfaktanta na formiranje niozoma

Moguce je da je Span 60 efikasniji od Span-a
40 zbog temperature na kojoj surfaktanti menjaju
fazu. Span 60 ima viSu temperaturu topljenja (50
- 60°C) u odnosu na Span 40 (44 - 51°C). Visoka
temperatura topljenja prouzrokuje brzo ispu-

Stanje leka iz vezikula (Srnivas et al. 2010).
Veli¢ina niozoma se poveceva sa smanjenjem
HLB vrednosti (vrednost koja pokazuje koliko je
surfaktant liposolubilan odnosno hidrosolu-
bilan). Pretpostavlja se da je veli¢ina niozoma
odredena duZinom lanca surfaktanta. Span 60
(C16) ima vedi alkil lanac u odnosu na Span 40
(C14), pa su i pre¢nici niozoma sa Span-om 60
veci (Singh 2011) (tabela 3).

Uticaj holesterola na formiranje niozoma

Efikasnost inkapsulacije flurbiprofena u nio-
zomima dobijenim koriSéenjem Span-a 60 i
holesterola nije pokazala zavisnost od sastava ni-
ozoma, ali je u ovom slucaju pokazan negativan
uticaj ultrazvuka, pa je procenat efikasnosti leka
sa oko 40% pao na oko 23%. Rezultati dobijeni
koris¢enjem Span-a 40 i holesterola za dobijanje
niozoma pokazali su da efikasnost inkapsulacije
raste sa povecanjem udela holesterola u veziku-
lama. Takode je pokazano da veca koncentracija
lipida obezbeduje vedu efikasnost inkapsulacije,
kao Sto se navodi i u literaturi (Jadon ef al. 2009),
kao i da holesterol povecava stabilnost niozoma i

Efikasnostinkapsulacije [%)]

HL  H2  H3 | H4  HS

11 151 31 11 151

Span 60 Span 40

H5u HB u
151 31

Hlu HZu H3u H4 u
11 151 31 11

Span 60 Span 40

Slika 5. Efikasnost inkapsulacije niozoma sintetisanih putem metoda hidratacije tankog filma (slovom u su

oznacene vezikule izlagane ultrazvuku)

Figure 5. Entrapment efficiency of niosomes prepared by Thin Film Hydration Method (the letter u denotes

sonicated vesicles)
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Slika 6a. Raspodela veli¢ina Span 40 niozoma u
molarnom odnosu 1 : 1 pre izlaganja ultrazvuku

Figure 6a. Size distribution of Span 40 niosomes in
molar ratio 1 : 1 pre sonication
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Slika 6b. Raspodela veli¢ina Span 40 niozoma u
molarnom odnosu 1 : 1 nakon izlaganja ultrazvuku

Figure 6b. Size distribution of Span 40 niosomes in
molar ratio 1 : 1 after sonication

omogucava veéi procenat inkapsulacije spreca-
vajuci gubitak leka iz niozoma, $to takode odgo-
vara podatku iz literature (Akhilesh et al. 2012).
U ovom istraZivanju pokazano je da odnos hole-
sterol : surfaktant 1:1 poseduje najvecu efika-
snost inkapsulacije, koja je pokazana i u literaturi
(Jadon et al. 2009) (slika 5). Niozomi sa najve-
¢om efikasno$éu (53%) inkapsulacije flurbipro-
fena bili su oni dobijeni meSanjem Span-a 40 i
holesterola u odnosu 1 : 1.

Velic¢ina i oblik niozoma

Metodom hidratacije tankog filma dobijeni
su sferni niozomi sa Sirokom distribucijom veli-
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¢ina (tabela 3). Ovi niozomi imaju multilame-
larnu strukturu. Niozomi podvrgnuti ultrazvuku
su unilamelarni, uniformniji i manji od niozoma
koji nisu tretirani ultrazvukom, §to se navodi i u
literaturi (Nasir et al. 2012), kako je prikazano na
slici 7 (b) 1 (d). Najveci broj vezikula pre izla-
ganja ultrazvuku imao je pre¢nike izmedu 2 i
4 um, a nakon izlaganja ultrazvuku duplo manje
(slike 6 aib). Shodno tome imaju i manju efikas-
nost inkapsulacije (slika 5).

Tabela 3. Veli¢ina vezikula

Veli¢ina vezikule
(M£SD)* [um]

Surfaktant Kod formule

Span 60  HI1 6+2
H2 74
H3 3.4+1.6
Span40  H4 3.2+1.4
H5 2.7£1.5
H6 2.3+1.4
Span60 Hlu 5.1£1.7
H2u 1.4+0.6
H3u 1.9+0.9
Span40 H4u 1.8+0.8
H5u 1.7£0.7
Hé6u 2+1

* Srednja vrednost + standardna devijacija

Zakljucak

Dobijeni rezultati pokazuju da je modifiko-
vana metoda hidratacije tankog filma pogodna za
sintetisanje sfernih niozoma sa velikom distri-
bucijom veli¢ina. Razbijanjem multilamelarnih
do unilamelarnih vezikula na ultrazvu¢nom ku-
patilu smanjuje se veli¢ina niozoma i dobijaju se
uniformne vezikule priblizne veli¢ine. Najvecéi
procenat inkapsulacije (53%) postignut je sa nio-
zomima sintetisanim sa Span-om 40 (Span 40 :
Holesterol 1 : 1). Veéa kolic¢ina lipida poveéava
efikasnost inkapsulacije, a holesterol poveéava
lipofilnost niozoma i samim tim povecava i
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Slika 7.

(a) H3 (Span 60: Holesterol 3 : 1);
(b) H3 u (Span 60: Holesterol 3 : 1);
(c) H4 (Span 40: Holesterol 1 : 1);
(d) H4 u (Span 40 : Holesterol 1 : 1).

Strelice ukazuju na neke od vezikula. Na slikama (a) i (c) su niozomi koji nisu izloZeni ultrazvuku, a na (b) i
(d) se nalaze niozomi nakon izlaganja ultrazvuku. Prec¢nici niozoma su manji nakon izlaganja ultrazvuku.

Figure 7.

(a) H3 (Span 60: Cholesterol 3 : 1);
(b) H3 u (Span 60: Cholesterol 3 : 1);
(c) H4 (Span 40: Cholesterol 1 : 1);
(d) H4 u (Span 40 : Cholesterol 1 : 1).

Arrows indicate some of the vesicles. Pictures (a) and (c) show niosomes which were not sonicated whereas
pictures (b) and (d) show sonicated niosomes. Vesicle diameters are smaller after sonication.

efikasnost inkapsulacije sprecavajuci gubitak Zahvalnost. Posebnu zahvalnost dugujem

leka iz niozoma. Imajuci u vidu dobijene rezul-  mom mentoru dr Nenadu Milosaviéu na nese-

tate otvaraju se mogucénosti za dalje istraZivanje  bi¢noj pomodi i podrsci. Takode se zahvaljujem

koje se tice karakterizacije niozoma, njihove  Ivanu Mrkiéu, doktorantu Hemijskog fakulteta

stabilnosti i in vitro oslobadanja lekaiz niozoma. ~ Univerziteta u Beogradu, na pomoéi u izvodenju
eksperimenta.
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Ana UroSevi¢

Determination of the Most Suitable
Formula of Niosomes as a Drug
Delivery System for Flurbiprofen

Niosomes are non-ionic surfactant vesicles
that are microscopic in size. They can have either
unilamellar or multilamellar structure. Non-ionic
surfactant vesicles represent a novel drug deliv-
ery system as carriers for both hydrophilic and
lipophilic drugs. The objective of this study was
to optimize the niosomal formula as a carrier for
the nonsteroidal anti-inflammatory drug
(NSAID) Flurbiprofen. Niosomes were prepared
by the modified Thin Film Hydration method in
terms of temperature and pressure. Different mo-
lar ratios of non-ionic surfactants (Span 40 and
Span 60) and cholesterol were used in niosomal
preparation. The effect of sonication on vesicle
size, shape and entrapment efficiency was also
studied. Vesicle shape and size were determined
by means of optical microscopy. Furthermore,
Entrapment Efficiency was investigated for dif-
ferent niosomal formulations. The highest en-
trapment efficiency (52.58%) was obtained with
Span 40 niosomes (molar ratio of surfactant :
cholesterol — 1 : 1). Sonication reduces the size of
vesicles thus lowering the entrapment efficiency. {J
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