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Sinteza i karakterizacija polimernih matrica na bazi 2-hidroksialkil

akrilata i itakonske kiseline za kontrolisano otpuStanje oksaprozina

1ZVOD

U cilju unapredenja efikasnosti farmakoterapije razvojem sofisticiranih sistema
za kontrolisano otpuStanje aktivnih supstanci u ovom radu su sintetisane dve serije
hidrogelova reakcijom polimerizacije preko slobodnih radikala, na 50 °C u toku 24 h.
Prvu seriju hidrogelova ¢ine hidrogelovi na bazi 2-hidroksietil akrilata i itakonske
kiseline (P(HEA/IK)), dok drugu seriju ¢ine hidrogelovi na bazi 2-hidroksipropil
akrilata i itakonske kiseline (P(HPA/IK)). U obe serije hidrogelova variran je molski
udeo itakonske kiseline (0,0; 2,0; 3,5; 5,0 i 7,0 mol % IK) kako bi se ispitao uticaj
sastava hidrogela na njegova svojstva kao matrice za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci. Polazni monomeri, 2-hidroksietil akrilat i 2-hidroksipropil akrilat, su
odabrani kao strukturni analozi temeljno ispitanog i opsezno primenjivanog (naro¢ito u
biomedicini i farmaciji) monomer - 2-hidroksietil metakrilat-a. U reakcijama
kopolimerizacije je koriS¢ena itakonska kiselina zbog njenog znacajnog doprinosa
hidrofilnosti i pH-osetljivosti sintetisanih kopolimera.

Hidrofobna aktivna supstanca - oksaprozin je uspe$no sintetisana i ugradena u
ispitivane hidrogelove metodom difuzije. Pored aktivne supstance oksaprozin, u cilju
odredivanja podobnosti sintetisanih hidrogelova kao polimernih matrica za kontrolisano
otpustanje aktivnih supstanci, koris¢eni su i derivati oksaprozina (Ni(ll) i Zn(ll)
kompleks sa oksaprozinom), kao potencijalno bioloski aktivne supstance sa
antiproliferativnim efektom. U cilju ispitivanja uticaja hemijskog sastava kao i prisustva
aktivne supstance na svojstva sintetisanih hidrogelova, izvrSena je analiza hemijske
strukture, morfologije, termickih svojstava, bubrenja i ,,inteligentnog® ponasanja
sintetisanih hidrogelova, pre i nakon ugradnje aktivne supstance. Pored toga, ispitana je
efikasnost ugradnje aktivne supstance u sintetisane hidrogelove, kao i moguénost
njihove primene u vidu polimernih matrica za Kkontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci.

S obzirom da terapija oksaprozinom podrazumeva uglavnom njegovu dugoro¢nu

oralnu upotrebu i neretko je prac¢ena ozbiljnim neZeljenim efektima posebno izrazenim



u gornjem delu gastrointestinalnog trakta, ideja je da se dizajnira polimerna matrica koja
¢e spreciti otpustanje oksaprozina u kiseloj sredini Zeluca i na taj nacin redukovati
ozbiljne nezeljene efekte koje ova aktivna supstanca ispoljava na organima gornjeg dela
gastrointestinalnog trakta. 1z tog razloga, otpusStanje oksaprozina iz sintetisanih
polimernih matrica je ispitivano u medijumima pH vrednosti 2,20 i 7,40, na 37 °C.
Eksperimentalni podaci dobijeni kontrolisanim otpustanjem aktivnih supstanci u
medijumu pH vrednosti 7,40 su analizirani primenom: Higuc¢i (Higuchi), Ritger-Pepas
(Ritger-Peppas), Pepas-Sahlin (Peppas-Sahlin) i Pepas-Sahlin (m=0,5) modela.

Rezultati postignuti u okviru ove disertacije doprinose razvoju novih
sofisticiranin  polimernih sistema za kontrolisano otpusStanje aktivnih supstanci.
Efikasnost ugradnje hidrofobne aktivne supstance - oksaprozin (preko 75 %) i njegovih
derivata (preko 90 %), kao i dobijeni profili otpustanja, Cine ispitivane hidrogelove
pogodnim kandidatima za izradu polimernih matrica za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci. Ispitivani sistemi su narocCito pogodni za otpustanje aktivnih supstanci koje je
uslovima zeluca i obezbediti njihovo otpustanje u donjem delu gastrointestinalnog
trakta. Profili otpustanja aktivne supstance iz ispitivanih polimernih sistema se mogu
jednostavno dizajnirati variranjem odnosa polaznih monomera. Specificna svojstva
sintetisanih hidrogelova, ispitana i analizirana u okviru ove disertacije, ¢ine polimerne
sisteme na bazi 2-hidroksialkil akrilata i itakonske kiseline, posebno interesantnim za
buduca klinicka ispitivanja u cilju poboljSanja efikasnosti farmakoterapije 1 komplijanse

kod pacijenata, kao i prevencije nezeljenih efekata aktivne supstance.

Kljucne reci: Hidrogelovi - Polimerne matrice - 2-Hidroksietil akrilat - 2-Hidroksipropil
akrilat - Itakonska kiselina - Sistemi za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci -

Oksaprozin.
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Synthesis and Characterization of Polymeric Matrices Based on
2-hydroxyalkyl acrylate and Itaconic Acid for Controlled Release of

Oxaprozin

ABSTRACT

In order to improve the efficiency of pharmacotherapy by development of the
sophisticated drug delivery systems, two series of hydrogels were synthesized in this
study. Hydrogels were synthesized by the free-radical crosslinking polymerization at 50
°C for 24 h. In the first series the polymeric hydrogels are based on 2-hydroxyethyl
acrylate and itaconic acid, whereas in the second series the samples are based on 2-
hydroxypropyl acrylate and itaconic acid. In order to investigate the influence of the
hydrogel composition on its properties in both series of the hydrogels amount of the
itaconic acid was varied (0.0; 2.0; 3.5; 5.0 and 7.0 mol %). The started monomers were
selected as structural analogs of 2-hydroxyethyl methacrylate which is thoroughly
investigated and widely used monomer especially in biomedical and pharmaceutical
applications. In order to improve the hydrophilicity and pH-sensitivity of the
synthesized copolymers itaconic acid was used.

The hydrophobic drug - oxaprozin was successfully synthesized and
incorporated into the hydrogels by diffusion method. For evaluation of synthesized
hydrogels as polymeric matrices for drug delivery complexes of oxaprozin with
transition metal (Ni(ll) and Zn(Il)) as potential antiproliferative agents were used also.
In order to investigate the influence of the chemical composition and of the presence of
drug on the properties of synthesized hydrogels, chemical structure, morphology,
thermal properties, swelling and ,,intelligent’” behavior of synthesized hydrogels were
examined. The entrapment efficiency of drug into synthesized hydrogels and their
application in controlled drug delivery systems were investigated.

The therapeutic benefits of the oxaprozin are accompanied with several serious
side effects in upper gastrointestinal tract. The goal of this study was to design the
polymeric matrices which can prevent the release of oxaprozin in the acidic
environment of the stomach and reduce its side effects in upper part of the

gastrointestinal tract. Therefore, the study of drug release from investigated hydrogels



in a media of different pH values (2.20 and 7.40) was conducted. The obtained
experimental release data at pH 7.40 and 37°C were analyzed using: Higuchi, Ritger-
Peppas, Peppas-Sahlin and Peppas-Sahlin (m=0.5) models.

The results obtained and presented in this doctoral dissertation can contribute to
the development of new efficient polymeric drug delivery systems. The entrapment
efficiency of hydrophobic drug — oxaprozin (over 75 %) and of their derivates (over
90 %) and the release profiles obtained make both series of hydrogels favorable for the
design of polymeric matrices in drug delivery applications. Investigated systems are
particularly suitable for drugs unstable in acidic conditions or drugs with side effects in
upper part of the gastrointestinal tract. The drug release profiles for both series of
hydrogels can be tuned by varying the ratio of the starting monomers. The unique
performances of the synthesized polymeric matrices, demonstrated in this study, make
them especially important for future clinical trials in order to improve the efficiency of

pharmacotherapy and compliance, as well as reducing the side effects of drugs.

Keywords: Hydrogels - Polimeric matrices - 2-Hydroxyethyl acrylate

2-Hydroxypropyl acrylate - Itaconic acid - Drug delivery systems - Oxaprozin.

Academic Expertise: Technology Engineering
Major in: Chemical Engineering
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SKRACENICE

AIC — Akaike Informacioni Kriterijum (engl. Akaike Information Criterion)
BCS - Biofarmaceutski klasifikacioni sistem (engl. Biopharmaceutical Classification
System)

COX — Ciklooksigenaza

DSC — Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija

EGDMA — Etilen glikol dimetakrilat

FT-IC — Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

HEA — 2-hidroksietil akrilat

HPA — 2-hidroksipropil akrilat

IK — Itakonska kiselina

KPS — Kalijum persulfat

log P — Koeficijent raspodele u sistemu oktanol/voda

NSAIL — Nesteroidni antiinflamatorni lekovi

NiOXA — Ni(Il) kompleks sa oksaprozinom

OXA — Oksaprozin

p.a. — Pro analysi

PGE-2 — Prostaglandin E2

PHEA — poli(2-hidroksietil akrilat)

P(HEA/IK) — poli(2-hidroksietil akrilat/itakonska kiselina)

PHPA — poli(2-hidroksipropil akrilat)

P(HPAJ/IK) — poli(2-hidroksipropil akrilat/itakonska kiselina)

pKa, — Konstanta disocijacije kiseline

pK,, — Konstanta disocijacije baze

SEM — Skenirajuca elektronska mikroskopija

TEMED — N,N,N',N'-tetrametiletilen diamin

UV-Vis — Ultraljubicasta-vidljiva spektrofotometrija

VPTT — Temperatura na kojoj dolazi do promene zapremine hidrogela (eng. Volume
Phase Transition Temperature)

ZnOXA — Zn(Il) kompleks sa oksaprozino
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1. UVOD

Osnovni cilj savremene medicine je rana i precizna dijagnostika poremecaja u
organizmu pracena efikasnom terapijom sa minimalnom mogucnoséu pojave
sporednih/nezeljenih efekata. Povecanje efikasnosti konvencionalne farmakoterapije
podrazumeva razvoj lekova koji su selektivniji u svom delovanju, bez nezeljenih efekata,
velike stabilnosti, odgovarajuceg farmakokinetickog profila i poboljsane komplijanse.
Dva osnovna pristupa razvoju ovakvih lekova bazirana su na otkri¢u novih hemijskih
entiteta i/ili dizajniranju sofisticiranih nosaca aktivnih supstanci.

Razvojni put novog leka, od njegove hemijske sinteze ili izolovanja iz prirodnih
izvora do uvodenja u terapiju, veoma je slozen i dugotrajan. Smatra se da je u proseku
potrebno sintetisati tri do cetiri hiljade novih supstanci da bi se posle dugogodisnjeg
iscrpnog ispitivanja dobio jedan jedini uspesan lek. Sa druge strane, razvoj od
postojeceg molekula aktivne supstance preko konvencionalne dozne forme do novog,
sofisticiranog sistema za kontrolisano otpustanje, moze znacajno poboljsati svojstva
leka u pogledu njegove bezbednosti, efikasnosti i komplijanse. S toga, veliki broj
naucnih istraZivanja u medicinskoj hemiji | farmaciji je usmeren upravo na razvoj i
dizajn savremenih sistema za kontrolisano otpustanje novih, kao i veé postojecih
aktivnih supstanci. Kao potencijalni materijali za izradu efikasnih sistema za

kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci veliko interesovanje su izazvali hidrogelovi.

Pojava hidrogelova sa mogucnoscu 5000 1+ Hidrogelovi
primene u biomedicini datira od davne é sl
1960. godine, kada su Vicerle i Lim & N e
(Wichterle i Lim) objavilirad 0~ 5 wee] oo e
upotrebi hidrofilne polimerne mreze §

2000 -

poli(2-hidroksietil metakrilat)-a za

izradu kontaktnih soc¢iva. Od tada, 1000

interesovanje za hidrogelove

1990 2000 2010

eksponencijalno raste, sto potvrduje i Lol '°d_
godina
broj publikovanih radova o Slika 1. Broj publikovanih radova o
hidrogelovima poslednjih decenija hidrogelovima od 1950. Godine [1].
(Slika 1).
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Hidrogelovi su trodimenzionalni, fizicki ili hemijski umrezeni polimeri, koji
imaju sposobnost da apsorbuju veliku kolicinu vode ili drugih fizioloskih fluida, uz
ocuvanje svoje dimenzionalne i strukturne stabilnosti. Veliki sadrZaj vode, meka i
elasticna konzistencija, minimalna tendencija adsorpcije proteina na povrsinu
hidrogela, su osnovna svojstva koja cine hidrogelove veoma slicnim zivim tkivima.
Sposobnost hidrogelova da vezuju i otpustaju razlicite molekule omogucava njihovu
efikasnu primenu u sistemima za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci za
peroralnu, okularnu, parenteralnu, transdermalnu i subkutanu primenu. Posebnu grupu
hidrogelova kao biomaterijala cine takozvani ,,inteligentni* hidrogelovi koji imaju
sposobnost da prepoznaju dejstvo dominantnog stimulansa u organizmu dajuci na njega
odgovor u vidu promene svojih fizickih i/ili hemijskih svojstava. Sistemi za kontrolisano
otpuStanje aktivnih  supstanci izradeni na bazi , inteligentnih® hidrogelova
omogucavaju otpustanje odredene kolicine aktivne supstance, na odredenom mestu U
odredenom vremenskom periodu, c¢ime se redukuje frekventnost doziranja, poboljsava
terapijska efikasnost i komplijansa i smanjuje mogucnost pojave nezZeljenih efekata.

Predmet ove doktorske disertacije je sinteza i karakterizacija dve serije
. inteligentnih*“ hidrogelova na bazi 2-hidroksietil akrilata i 2-hidroksipropil akrilata sa
razlicitim udelima itakonske kiseline, u cilju dizajniranja efikasnog sistema za
kontrolisano  otpuStanje aktivne supstance - oksaprozin. Polazni monomeri
(2-hidroksietil akrilat i 2-hidroksipropil akrilat) su odabrani kao strukturni analozi
detaljno ispitanog i opsezno primenjivanog (narocito u biomedicini i farmaciji)
monomera, 2-hidroksietil metakrilat-a. Aktivna supstanca - oksaprozin pripada grupi
nesteroidnih antiinflamatornih lekova (NSAIL-ova) i koristi se za lecenje brojnih
inflamatornih  misi¢no-skeletnih ~ oboljenja.  Gastrointestinalne  komplikacije
prouzrokovane upotrebom NSAIL-ova predstavijaju najucestalije i u celini najozbiljnije
nezeljene efekte ovih lekova koje je neophodno redukovati.

U cilju dizajniranja efikasnog sistema za kontrolisano otpustanje oksaprozina,
sintetisani hidrogelovi su ispitivani kao polimerne matrice za ugradnju i kontrolisano
otpustanje oksaprozina i njegovih derivata. Analizirana su strukturna, morfoloska,
termicka i svojstva bubrenja hidrogelova, pre i posle ugradnje aktivne supstance. Pored
toga, ispitana je efikasnost ugradnje aktivne supstance, njen uticaj na ,,inteligentno *

ponasanje hidrogelova, kao i kinetika otpustanja u medijumima razlicitih pH vrednosti.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. Hidrogelovi

Hidrogelovi su trodimenzionalni polimerni materijali koji su sposobni da bubre
bez rastvaranja, apsorbujué¢i veliku koli¢inu vode ili drugih fizioloskih fluida, uz
ocuvanje svoje dimenzionalne i strukturne stabilnosti [2]. Trodimenzionalni integritet
hidrogelova u njihovom nabubrelom stanju odrzavaju fizicka i/ili hemijska umrezenja
unutar strukture hidrogela. Mali povrSinski napon izmedu graniénih povrSina pri
kontaktu sa fizioloskim fluidima, meka konzistencija 1 fizicka svojstva slicna Zivim
tkivima, visoka permeabilnost, sposobnost da vezuju 1 otpustaju Sirok spektar molekula
na kontrolisan nacin, ¢ine hidrogelove izuzetno pogodnim materijalima za primenu u
biomedicini i farmaciji [3-7].

Koli¢ina fluida koju hidrogel apsorbuje uslovljena je prisustvom specificnih
funkcionalnih grupa u polimernoj strukturi (-COOH, -OH, -CONH,, -CONH- i -SO3H)
[8]. Adekvatnim odabirom monomera koji poseduju specificne funkcionalne grupe
moguce je dizajnirati hidrogelove razli¢itih svojstava Sto proSiruje spektar oblasti
njihnove primene. Pored adekvatnog odabira polaznih monomera, na svojstva
hidrogelova utiCe 1 nacin, kao 1 stepen njihovog umrezenja. U zavisnosti od prirode
umreZenja polimernih lanaca razlikuju se hemijski i fizicki umrezeni hidrogelovi.
Hemijski umrezeni hidrogelovi nastaju formiranjem kovalentnih veza u polimeru pri
reakciji polimerizacije u kojoj se pored monomera koristi i agens za umrezavanje.
Fizicki umrezeni hidrogelovi poseduju fizicke sastavne domene koje Cine: vodonicne
veze, van der Valsove (van der Waals) sile, ¢vorovi, prepletaji lanaca, jonske interakcije
[9]. Fizicki umrezeni hidrogelovi se nazivaju i reverzibilnim jer je moguée promenom
uslova (pH vrednosti/jonske ja¢ine/temperature) okolnog medijuma oslabiti nastalo
fizicko umrezenje ili ga potpuno ukloniti [10]. Na Slici 2 prikazana je polimerna mreza

hidrogela sa fizickim i hemijskim umrezenjima.
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Hidrogel

Slika 2. Struktura umrezenog hidrogela: fizicka i hemijska umrezenja [11].

Hidrofilna priroda hidrogelova i njihova meka, elasticna konzistencija, nalik
zivim tkivima, smanjuju mogucénost uspostavljanja nespecificnih interakcija sa
proteinima 1 Celijama Sto €ini hidrogelove idealnim kandidatima za brojne bioloSke
primene. Pored toga, polimerna mreza bogata specificnim funkcionalnim grupama
rezultira hidrogelovima osetljivim na dejstvo razli¢itih fizickih, hemijskih i/ili bioloskih
stimulansa. Stepen osetljivosti hidrogela na dejstvo odredenog stimulansa zavisi od
sastava hidrogela, kao i od tipa i stepena umrezenja polimernih lanaca. S tim u vezi,
adekvatan odabir polaznih monomera, kao i nacin i stepen umreZenja polimernih lanaca
su osnovni parametri koji uticu na finalna svojstva sintetisanih hidrogelova.
Modifikovanjem navedenih parametara moguce je precizno dizajnirati materijale na
bazi hidrogelova sa unapred definisanim svojstvima. Na to ukazuje ¢injenica da visok
stepen umrezenja Uzrokuje bolja mehanicka svojstva hidrogela i smanjuje stepen
difuzije molekula kroz hidrogel, redukujuci veli¢inu pora u polimernoj mrezi. VeliCina,
kao 1 broj pora u polimernoj mrezi predstavljaju bitan parametar koji definiSe difuziju
molekula kroz hidrogel §to je od velikog znacaja posebno u dizajniranju sistema za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci.

Hidrogelovi osetljivi na dejstvo spoljnih stimulansa, poznatiji kao ,,inteligentni*
hidrogelovi, poseduju jedinstvenu sposobnost da prepoznaju dejstvo dominantnog
stimulansa i da kao odgovor na njega menjaju svoja fizicka ili hemijska svojstva.
Upravo ova specifiénost hidrogelova, inicirala je brojna eksperimentalna i teorijska
istrazivanja hidrogelova osetljivih na promenu pH vrednosti 1/ili temperature, dejstvo

elektricnog ili magnetnog polja, promenu jonske jacine, pritiska i drugih faktora.
4
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Posebno su izucavani ,,inteligentni® hidrogelovi kao sofisticirani sistemi za otpustanje
aktivnih supstanci koje je neophodno zastititi od nezeljenih uticaja sredine (prisustvo
enzima, niske vrednosti pH u Zelucu i sli¢no) ili kao sistemi kojima je moguce postici

otpustanje aktivne supstance na ta¢no odredenom, ciljanom mestu u organizmu.

2.1.1. Podela hidrogelova

U zavisnosti od nacina dobijanja, tipa funkcionalnih grupa prisutnih u
polimernoj mrezi, porekla, fizickih i hemijskih svojstava, prirode bubrenja u
promenljivim spoljnim uslovima, prirode umrezenja ili stepena biodegradacije,
hidrogelovi se mogu podeliti na razli¢ite nac¢ine. Osnovna podela hidrogelova prikazana

je na Slici 3 [12].

Neutralni Katjonski Anjonski Amfoliti

hidrogelovi "idmsc")y hidrogelovi

Biodegradabilni E : Iqxcligcnln? \
- hidrogelovi ] s hidroOgelovi
‘ l Jonske grupe
Nebiodegradabilni
hidrogelovi ~ =) |
| Biodegradabilnost Fizitke

karakteristike

Konvencionalni

hidrogelovi ;

Fizi¢ki umreZeni

hidrogelovi “
Hemijski J
umreZeni .
w E
| 1

Homopolimeri Kopolimeri Interpenetrirajuéi

UmreZenje

Slika 3. Podela hidrogelova.

Razli¢iti nacini sintetisanja i kombinovanja polaznih monomera omoguc¢avaju

razvoj velikog broja homo- i kopolimera razlicitih svojstava[13-15]. Svojstva
5
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hidrogelova u velikoj meri zavise od tipa funkcionalnih grupa zastupljenih u polimernoj
mrezi. Na osnovu prirode boénih grupa u polimernim lancima hidrogelovi se dele na
neutralne i jonske, pri ¢emu jonski mogu biti anjonski, katjonski ili amfoliti. Svojstva
jonskih hidrogelova odredena su prirodom jonskih grupa zastupljenih u polimernim
lancima, pa tako prisustvo karboksilne grupe u polimernoj mrezi rezultira hidrofilnijim
polimernim materijalom koji kao posledicu disocijacije karboksilnih grupa ima veéi
kapacitet apsorpcije vode i/ili drugih fizioloskih fluida [16,17].

Jedna od takode vaznih podela hidrogelova je podela na osnovu prirode
umrezenja tj. podela na hemijski 1 fizicki umreZene hidrogelove. Tip umrezenja
polimernih lanaca je vazan parametar koji odreduje stabilnost strukture polimerne mreze
u nabubrelom stanju. Hemijski umrezeni hidrogelovi nazivaju se jo§ 1 permanentni
hidrogelovi, nerastvorni su u vecini rastvaraca i njihova svojstva se ne mogu menjati
nakon sinteze. Hemijski umrezeni hidrogelovi se mogu dobiti polimerizacijom
monomera sa agensima za umrezavanje, umrezavanjem polimernih segmenata
rastvorenih u vodi sa di- i/ili multi-funkcionalnim agensima za umrezavanje ili
primenom radijacionog zracenja (UV zracenje, mikrotalasi, gama-zracenje 1 elektronski
snopovi). Kod fizicki umreZenih hidrogelova strukturna stabilnost je odredena
reverzibilnim fizickim domenima koje ¢ine: vodoni¢ne veze, van der Valsove sile,
prepletaji lanaca, jonske interakcije [18]. Vazno svojstvo fizi¢ki umrezenih hidrogelova
je mogucnost slabljenja uspostavljenog fizickog umrezenja ili njthovo potpuno
rastvaranje usled promene uslova u okolnom medijumu.

Najatraktivniju grupu hidrogelova cine ,inteligentni“ hidrogelovi. Njihovo
specifiéno svojstvo, koje ih izdvaja od ostalih tipova hidrogelova je sposobnost da
reaguju na promenu pH vrednosti, temperature, jonske jaine, elektricnog 1i/ili
magnetnog polja, svetlosti ili na prisustvo razli¢itih molekula i/ili promenu njihove

koncentracije u okolnom medijumu [19-23].

2.1.2. Metode sinteze hidrogelova

U dizajniranju hidrogelova sa precizno odredenim svojstvima, pored odabira
monomera, znac¢ajan faktor predstavlja i adekvatan izbor metode sinteze. Hidrogelovi se
mogu dobiti radikalnom polimerizacijom ili kopolimerizacijom koja zapocinje

razlaganjem inicijatora na radikale dejstvom toplote, ultra-ljubicaste svetlosti,



Doktorska disertacija Marija Babic

visokoenergetskog zraCenja (gama-zraka, elektrona i jona), ultrazvuka ili dejstvom
enzima [24]. Drugi nacin dobijanja hidrogelova je reakcijom stupnjevite polimerizacije
odnosno medusobnim reagovanjem funkcionalnih grupa.

Hemijski umrezeni hidrogelovi mogu nastati:

* umrezavanjem u rastvoru pomocu sistema: wumrezZivac (najcesce:
etilenglikoldimetakrilat, N,N’-metilenbisakrilamid i divinilbenzen), inicijator
(najces¢e se koriste azo-jedinjenja, peroksidi ili redoks inicijatori za
polimerizaciju u vodi) i ubrzivac (Cesto se koristi N,N,N',N'—tetrametiletilen
diamin), polimerizacijom preko slobodnih radikala;

* umrezavanjem hemijskim reakcijama komplementarnih funkcionalnih
grupa, kao Sto je:

o umrezavanje reakcijama adicije,

o umrezavanje reakcijama kondenzacije,
o  umreZavanje radijacionom energijom,
o  umreZavanje koriS¢enjem enzima.

Fizicki umrezeni hidrogelovi se mogu dobiti na neki od slede¢ih nacina:

« umrezavanje jonskim interakcijama,

» umrezavanje hidrofobnim interakcijama,

* umrezavanje stvaranjem stereokompleksa (interakcijama izmedu

polimernih lanaca istog hemijskog sastava, ali razliCite stereohemije),

» umrezavanje multiblok kopolimera ili kalemljenih kopolimera,

» umrezavanje obrazovanjem vodoni¢nih veza [24,25].

Umrezavanje hidrogelova radijacionim zracenjem podrazumeva upotrebu
razli¢itih prirodnih i/ili vestackih izvora visokoenergetskog zracenja [24]. Najéesce se
koriste elektronski snopovi (dobijenih pomocu elektronskih akceleratora) ili gama
zradenje (dobijeno iz izvora ®°Co). Proces umrezavanja radijacionim zradenjem se
bazira na sposobnosti stvaranja reaktivnih katjona, anjona i slobodnih radikala u
materijalu pod uticajem visokoenergetskog zra¢enja.

Hidrogelovi se mogu dobiti ozra¢ivanjem monomera u masi i U vodenim
rastvorima. Ozracivanje vodenih rastvora monomera se ¢eSce izvodi jer je efikasnije -
koriste se niZze doze radijacije a prinos radikala je ve¢i. U novije vreme se Cesto u

vodeni rastvor monomera dodaje mali udeo nekog bifunkcionalnog monomera, da bi se

7
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povecala efikasnost umrezavanja narocito kada se izvodi ozracivanje sa malim brzinama
zra¢enja. Umrezavanjem hidrogelova radijacionim zra¢enjem izbegava se koriSéenje
pomo¢nih agensa (inicijatora i aktivatora), pri ¢emu je dobijeni materijal istovremeno i
sterilisan. Kontrola procesa umrezavanja je jednostavna tako da se ova metoda sve vise
koristi pri sintezi hidrogelova, posebno hidrogelova namenjenih za biomedicinsku

primenu.

2.1.3. Struktura i svojstva polimerne mreZe

Zahvaljuju¢i brojnim specifi¢nim svojstvima hidrogelova, pre svega sposobnosti
»inteligentnog® ponasanja i fizickim svojstvima sli¢nim zivim tkivima, hidrogelovi su
poslednjih godina predmet opseznih istrazivanja u oblasti izrade sistema za kontrolisano
otpustanje aktivnih supstanci. Dva vazna svojstva hidrogelova koja su odlucujuca za
njihovu primenu u pomenutim sistemima su: permeabilnost polimerne mreze i
ponasanje hidrogelova pri bubrenju. Permeabilnost polimerne mreze 1 ponaSanje pri
bubrenju zavise u velikoj meri od hemijskog sastava i odnosa reaktanata koji se koriste
pri sintezi hidrogela, ali i od izbora nacina i uslova izvodenja sinteze.

Razlike u strukturi i morfologiji polimerne mreze rezultiraju razli¢itim
mehanizmima koji kontroliSu otpustanje aktivne supstance iz hidrogelova. Usled toga,
modifikovanjem polimerne strukture i/ili morfologije moguce je dizajnirati zeljeni profil
otpustanja koji je najadekvatniji za odgovaraju¢u aktivnu supstancu i njen nacin
primene. Da bi se procenila mogucnost primene hidrogelova u sistemima za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci vazno je poznavati strukturu i svojstva

polimerne mreze. Struktura idealizovane polimerne mreze prikazana je na Slici 4.

Slika 4. Struktura idealizovane polimerne mreze; M_ je molska masa polimernog lanca

izmedu dve susedne tacke umrezenja; & je velicina pore.



Doktorska disertacija Marija Babic

Najvazniji parametri koji definiSu strukturu i svojstva hidrogela u nabubrelom

stanju su:

o ?,- zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju - indirektna mera koli¢ine
fluida koju je hidrogel apsorbovao,

e M,_- srednja molska masa polimernog lanca izmedu dve susedne tacke

umrezenja — mera stepena umrezenja,
e £ - veliCina pora polimerne mreze — prostor veli¢ine ekvivalentne sfere izmedu
polimernih lanaca kroz koji se odvija difuzija molekula.
Svi navedeni parametri su medusobno zavisni 1 mogu se izracunati teorijski ili
na osnovu eksperimentalno dobijenih podataka o bubrenju [2]. Zapreminski udeo
polimera u nabubrelom stanju je mera koli¢ine fluida koju gel moze da apsorbuje i

izraCunava se kao recipro¢na vrednost ravnoteznog stepena bubrenja (qe):

1
1+0q,

Pas (l)
Za izracunavanje molske mase polimernog lanca izmedu dve susedne tacke
umrezenja za jonski hidrogel sa dve karboksilne grupe koristi se sledeca jednacina [2]:
2 2 2
Vl/’{ gDZ,S (ZKalKBZ +10_pH Kal)
41V} 2(10—P”)Z +107 PP K +K K,

c

= [In(l— ®as )+ Op st )((/)22,5 ]+ (\&=pJ¢22/r3¢]2/2 (2)

gde su: Ka1 1 Ky2 prva i druga konstanta disocijacije dikarbonske Kiseline u (konkretnom

slucaju itakonske kiseline), y je maseni udeo dikarbonske Kiseline i | je jonska jacina

medijuma za bubrenje, ¢, je zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju, ¢, je
zapreminski udeo polimera u relaksiranom stanju, Vi je molska zapremina vode, p je
gustina polimera, V7. je srednja molska zapremina polimerne jedinice koja se ponavlja i

7 Jje Florijev (Flory) parametar interakcije polimer-rastvarac.

Parametar interakcije polimer-rastvara¢ se moze izraunati primenom sledece

jednacine [23]:

7= In(1_¢2,s )+¢2,S (3)

2
Pos
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2.1.3.1. Odredivanje velicine pora polimerne mreZe

Veli¢ina pora je jedan od bitnih parametara koji uti¢e na brzinu otpustanja
aktivne supstance iz hidrogela. Veli¢ina pora se moze odrediti teorijski ili
eksperimentalnim metodama. Dve tehnike za direktno merenje ovog parametra su
kvazi-clasticno lasersko rasipanje svetlosti i skeniraju¢a elektronska mikroskopija
(SEM). Neke od indirektnih metoda za izracunavanje veli¢ine pora polimerne mreze
Su: Zivina porozimetrija, merenje elastiCnosti gume 1 eksperimenti ravnoteznog
bubrenja.

Na osnovu vrednosti gustine umrezenja ili srednje molske mase polimernog
lanca izmedu dve susedne tacke umrezenja (M_), veliina pora se moZe odrediti
izraCunavanjem duzine polimernog lanca izmedu dve susedne tatke umreZenja, preko

sledece jednacine [26]:
_o\V2
¢ = a(r 2) (4)

U navedenom izrazu a je stepen izduzenja polimernog lanca u bilo kom pravcu,

a (%)% kvadratni koren srednjeg kvadrata rastojanja izmedu dve susedne tacke
umrezenja polimernog lanca. Stepen izduZenja polimernog lanca se odreduje primenom

sledece jednacine:

a=p,7 (5)

Za odredivanje kvadratnog korena srednjeg kvadrata rastojanja izmedu dve

susedne tacke umrezenja polimernih lanaca, Kkoristi se slede¢a jednadina:
— 12
—2\¥2  (2C M.
r = = 6
(7] =15 (6)

gde je C, Florijev karakteristican odnos koji definiSe konformaciju polimera i

konstantan je za dati sistem polimer-rastvara¢, | duzina C-C veze u osnovnom lancu

0 .- . . - . .. . v .
(1,54 A za vinilne polimere), M, je molska masa osnovne strukturne jedinice koja ¢ini

polimer [27].
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2.1.3.2. Bubrenje hidrogelova

Kinetika bubrenja hidrogelova je odredena difuzijom molekula vode (ili nekog
drugog fluida) i kapilarnim efektom. Pored toga, veoma vazan fenomen u procesu
transporta molekula fluida kroz polimernu mrezu je relaksacija polimernih lanaca jer
utie na interakcije polimer-molekuli fluida. Da bi se utvrdila priroda transporta
molekula fluida kroz hidrogel, podaci o bubrenju dobijeni u razli¢itim vremenskim

intervalima se analiziraju preko Ritger-Pepasove jednacine difuzije (uz uslov f; < 0,6):

k" ™

gde su: f; — odnos koli¢ine fluida (m;) koju je hidrogel apsorbovao u vremenu t i
koli¢ine fluida (me) koju je hidrogel apsorbovao u ravnoteznom nabubrelom stanju
(t—>); k je karakteristina konstanta bubrenja koja se odnosi na strukturu hidrogela; n
je difuzioni eksponent ili transportni broj koji pokazuje koji faktor (difuzija molekula
fluida i/ili relaksacija polimernih lanaca) kontroliSe bubrenje. U Tabeli 1 su prikazani
moguc¢i mehanizmi transporta molekula fluida kroz hidrogel u zavisnosti od vrednosti

difuzionog eksponenta (n).

Tabela 1. Mehanizmi transporta molekula fluida kroz hidrogel u zavisnosti od

vrednosti difuzionog eksponenta (n).

Mehanizam transporta Difuzioni eksponent (n)
1 Fikova (Fick) difuzija n<0,5
2 Ne-Fikova difuzija 0,5<n<1,0
3. Tip 1l n=1,0
4 Super slucaj, Tip III n>10

Bubrenje hidrogelova je kontrolisano difuzijom molekula fluida u sli¢aju kada je
vrednost difuzionog eksponenta n < 0,5, $to je poznato kao Fikova difuzija. Za vrednosti
n=1,0 relaksacija polimernih lanaca je faktor koji kontrolise transport molekula fluida i
takav mehanizam transporta se naziva difuzija Tip 1l [28]. U slu¢aju kada je vrednost

difuzionog eksponenta 0,5 < n < 1,0 oba efekta (i relaksacija polimernih lanaca i
11
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difuzija) kontroliSu bubrenje i nijedan od ovih fenomena se ne moze zanemariti [29,30].
Takav transport fluida se naziva ne-Fikov transport. U nekim slucajevima moze se
dobiti vrednost n > 1,0 i takav mehanizam transporta molekula fluida se naziva Super
sludaj 11 [31,32].

Odstupanje od Fikovog mehanizma transporta molekula fluida kroz polimernu
mrezu moze se pripisati promenama polimerne strukture usled sorpcije ili desorpcije
molekula. Variranjem sastava hidrogela mogu se dizajnirati razli¢iti mehanizmi
transporta molekula fluida kroz polimernu mrezu. Mehanizam transporta molekula kroz
polimernu mrezu zavisi i od geometrije uzorka hidrogela koji se ispituje, kao i od

stepena umrezenja hidrogela [31].

2.1.4. Hidrogelovi osetljivi na dejstvo spoljnih stimulansa

Sve veéi razvoj nauke o polimerima rezultirao je pojavom novih polimera sa
specificnim svojstvima. U dizajniranju sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci najatraktiniji su ,,inteligentni hidrogelovi zbog njihove specifi¢nosti da
reaguju na dejstvo spoljnih stimulansa menjajuc¢i svoja fizicka/hemijska svojstva [34].
Dejstvo spoljnih stimulansa naj¢eS¢e inicira promene u ponasanju hidrogelova pri
bubrenju, promene u strukturi polimerne mreze i1 permeabilnosti, kao 1 promene
mehanickih svojstava hidrogelova.

Kao aktivirajuci stimulansi ,,inteligentnih* hidrogelova mogu se koristiti razliciti
fizicki (temperatura, ultrazvuk, svetlost, elektricno i/ili magnetno polje, pritisak),
hemijski (pH vrednost medijuma, jonska ja¢ina, redukciona ili oksidaciona sredstva) i
bioloski faktori (enzimi, antitela 1 drugi biohemijski faktori) [33]. Stimulansima se
mogu simulirati uslovi iz okoline i/ili prirodni uslovi razli¢itih fizioloskih i
patofizioloskih stanja u organizmu. Hidrogelovi mogu biti osetljivi na promenu jednog
ili viSe faktora okoline, $to zavisi od sastava i strukture hidrogela [33]. Na Slici 5 su
prikazani faktori okoline odnosno stimulansi na koje ,inteligentni hidrogelovi
pokazuju odredenu osetljivost.

Postoji veliki broj monomera osetljivih na dejstvo odredenih stimulansa, ali
svaki od njih ima sposobnost da u obliku homopolimera pokazuje izrazeniju osetljivost
na odredeni stimulans ili u obliku kopolimera osetljivost na viSe razlicitih stimulansa

istovremeno. Raznovrsnost dostupnih monomera i metoda nihovog kombinovanja, kao i
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mogucnost dizajniranja stepena osetljivosti na zeljeni nacin, omogucavaju sve veéi

razvoj hidogelova idealnih svojstava.

Hemijski
stimulansi

Bioloski
stimulansi

' svetlost
Fizicki 4 @
stimulansi »

Slika 5. Stimulansi koji mogu da uti¢u na promene ponasanja hidrogelova.

Sposobnost ,,inteligentnih* hidrogelova da reaguju na ta¢no odredeni stimulans
u uskom/zeljenom opsegu, ¢ini ove materijale izuzetno atraktivnim za izradu preciznih 1
,programiranih® sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci. S obzirom da su
pH i temperatura najc¢es¢i parametri ¢ije se vrednosti razlikuju u razli¢itim segmentima i
stanjima organizma, pH- i temperaturno osetljivi hidrogelovi su nezamenjivi materijali

za izradu pomenutih sistema.

2.1.4.1. pH-osetljivi hidrogelovi

Osetljivost hidrogelova na promenu pH vrednosti okolnog medijuma poti¢e od
prisustva jonskih grupa u polimernoj mrezi. U medijumu odredene pH vrednosti i
jonske jacine dolazi do jonizacije grupa prisutnih u polimernoj strukturi $to rezultira
Sirenjem polimernih lanaca, odnosno bubrenjem polimerne mreze [35].

Stepen bubrenja pH-osetljivih hidrogelova, odnosno stepen jonizacije Kiselih ili
baznih grupa u polimernoj mrezi, se drasticno menja na specifiénim vrednostima pH
medijuma koje su poznate kao pK, i pKp vrednosti odgovarajucih jonskih grupa. Usled
elektrostatickog odbijanja izmedu istoimenih naelektrisanja nastalih jonizacijom grupa u
polimernoj strukturi, dolazi do Sirenja polimerne mreze i znacajnije penetracije
molekula vode/fizioloskih fluida u hidrogel, odnosno do bubrenja hidrogela. Primer
ponasanja pH-osetljivog anjonskog hidrogela prikazan je na Slici 6.
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- g
Anjonski
hidrogel
Slika 6. Ponasanje anjonskog, pH- osetljivog hidrogela pri promeni pH

vrednosti.

U zavisnosti od vrste jonskih grupa prisutnih u polimernoj mrezi razlikuju se
anjonski 1 katjonski hidrogelovi. Anjonski hidrogelovi sadrZe kisele jonske grupe kao
Sto je karboksilna, sulfonska ili neka druga anjonska grupa [36,37]. Do deprotonovanja
anjonskih grupa dolazi kada je pH vrednost medijuma veca od pK, vrednosti anjonskih
grupa prisutnih u polimernoj mrezi. U tom slucaju, usled elektrostatickog odbijanja
izmedu nastalih istoimenih naelektrisanja povecava se stepen bubrenja hidrogela. Za
razliku od anjonskih, katjonski hidrogelovi sadrze bazne grupe (kao $to je amino grupa),
koje jonizuju u medijumu ¢ija je pH vrednost niza od pK, vrednosti odgovarajuce
katjonske grupe [38]. Usled toga, stepen bubrenja katjonskih hidrogelova je ve¢i u
kiseloj sredini [39].

Bubrenje jonskih hidrogelova kontrolise nekoliko faktora. Prvu grupu faktora
Cine faktori koji se odnose na svojstva polimera kao $to su: stepen jonizacije jonskih
grupa u polimernom lancu i/ili bo¢nim lancima, koncentracija, kao i pKa/pKp vrednosti
jonskih  grupa  prisutnih  u  polimernoj mrezi, gustina umreZenja i
hidrofilnost/hidrofobnost hidrogela. Drugu grupu faktora ¢ine faktori koji se odnose na
medijum u kome hidrogel bubri i to su najces¢e: pH vrednost, jonska jacina i
temperatura medijuma.

Hidrogelovi osetljivi na promenu pH vrednosti okolnog medijuma imaju veoma
Siroku primenu posebno u medicini 1 farmaciji. NajceS¢e se koriste u sistemima za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci. Prednost ovakve formulacije u odnosu na
konvencionalne dozne forme ogleda se u kontrolisanom odrzavanju efikasne

koncentracije aktivne supstance duzi vemenski period 1 na Zeljenom mestu

14



Doktorska disertacija Marija Babic

delovanja/apsorbovanja. Aktivna supstanca je zaSticena u polimernoj mrezi hidrogela
sve dok se ne promene uslovi okolne sredine i ne iniciraju njeno otpustanje.

Promena pH vrednosti duz gastrointestinalnog trakta predstavlja dovoljno jaku
pogonsku silu za bubrenje/kontrahovanje pH- osetljivih hidrogelova, §to ih ¢ini veoma
pogodnim materijalima za izradu sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci,
posebno za oralnu primenu. Anjonski hidrogelovi se obi¢no koriste za izradu
formulacija koje se primenjuju oralno kada je potrebno obezbediti otpusStanje aktivne
supstance u donjem delu gastrointestinalnog trakta (pH oko 8), gde je pH vrednost veca
nego u zelucu (pH 1-3). Katjonski hidrogelovi se koriste u sistemima za kontrolisano
otpustanje u slucajevima kada je pozeljno da se aktivna supstanca apsorbuje ili ispolji
svoje delovanje u Zelucu.

Ogranicavaju¢i faktor u primeni pH-osetljivih hidrogelova moze da bude
njihova nebiodegradabilnost §to podrazumeva da se nakon upotrebe moraju ukloniti iz
organizma. To ne predstavlja problem kod oralne aplikacije, ali je ozbiljan
ogranicavajuci faktor kod aplikacije implanta pa su istrazivanja u ovoj oblasti sve vise
usmerena na razvoj biodegradabilnih pH-osetljivih hidrogelova na bazi polipeptida,
proteina i polisaharida. pH-osetljivi hidrogelovi se pored znacajne primene za izradu
sistema za kontrolisano otpusStanje aktivnih supstanci mogu Koristiti i za izradu
kontaktnih so¢iva, membrana za biosenzore, obloga za veStacko srce, materijala za

vestacku kozu i sli¢no [2,13].

2.1.4.2. Temperaturno osetljivi hidrogelovi

Temperaturno osetljiivi hidrogelovi imaju sposobnost da reaguju na promenu
temperature okolnog medijuma pa su kao takvi postali predmet brojnih naucnih
istrazivanja. Posebno su znaCajna naucna istrazivanja razli¢itih mogucnosti primene
temperaturno osetljivih  hidrogelova u kojima su hidrogelovi ispitivani kao
»inteligentni sistemi za otpustanje aktivnih supstanci, injektibilne matrice, biosensori,
»inteligentni nosaci ¢elijskih kultura [40].

Zajedni¢ko obelezje svih temperaturno osetljivih hidrogelova je prisustvo
hidrofobnih (metil, etil i propil grupe) i hidrofilnih (karboksilna, hidroksilna i sl.) grupa

u polimernoj mrezi. Odnos hidrofilnih i1 hidrofobnih segmenata u polimernoj mreZi utice
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na temperaturnu osetljivost hidrogelova te se podeSavanjem ovog odnosa moze
dizajnirati Zeljena temperaturna osetljivost materijala.

Temperaturno osetljive hidrogelove karakteriSe specificna temperatura na kojoj
dolazi do znacajne promene njihove zapremine (Volume Phase Transition Temperature
-VPTT). Odredene molekulske interakcije, hidrofobnost i vodoni¢ne veze imaju vaznu
ulogu u promeni stepena bubrenja hidrogelova. U nabubrelom stanju molekuli vode
formiraju vodonine veze sa polarnim grupama polimerne mreze i lokalizuju se oko
hidrofobnih grupa u vidu ,poluvezane” vode. Na temperaturama iznad vrednosti
VPTT, vodoni¢ne veze uspostavljene izmedu vode 1 polarnih grupa polimernih lanaca u
poredenju sa polimer-polimer i voda-voda interakcijama postaju slabije $to dovodi do
brze dehidratacije sistema [41,42]. U tom slucaju iz hidrogela se oslobadaju molekuli
vode/fizioloSkih fluida §to rezultira kontrahovanjem polimerne mreZe 1 smanjenjem
vrednosti stepena bubrenja hidrogela. Uticaj promene temperature na temperaturno
osetljiv hidrogel je prikazan na Slici 7.

Osnovni polimerni

lanac Int ramulekulske\
vodoni¢ne

veze

dipol - dipol
interakcije

AT

Bo¢ni polimerni /
lanci

Slika 7. Uticaj promene temperatute na temperaturno osetljiv hidrogel.

NajviSe ispitivani temperaturno osetljivi hidrogelovi su: metilceluloza,
hidroksipropil metilceluloza, hitozan, N-izopropilakrilamid i drugi N-akrilamid
polimeri, poli(vinil metil etar), poli(N-vinilizobutiramid) i drugi [43-53]. Veoma je
vazno ista¢i da VPTT vrednost sintetskih polimera moze da se podeSava promenom
sastava polimera. Variranjem odnosa hidrofilnih i hidrofobnih segmenata u polimernoj
mrezi uti¢e se na intezitet inter- i intra- molekulskih interakcija (vodoni¢ne veze, dipol-
dipol interakcije i sl.) u polimeru Sto se odrazava na njegovu VPTT vrednost. Povecanje
broja hidrofilnih segmenata u polimernoj mrezi dovodi do povecanja VPTT vrednosti,

dok povecanje hidrofobnih segmenata rezultira polimerom nize VPTT vrednosti [42]. U
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poslednje vreme, nauCna istrazivanja su usmerena ka razvoju biokompatibilnih i
biodegradabilnih temperaturno osetljivih hidrogelova, kao i hidrogelova Kkoji

istovremeno pokazuju pH i temperaturnu osetljivost.

2.1.5. Primena hidrogelova

Zahvaljujuéi brojnim specifi¢nim svojstvima, hidrogelovi su predmet brojnih
naucnih istrazivanja i pronalaze sve veéu primenu posebno u oblasti biomedicinskih
nauka, ukljucuju¢i i regenerativnhu medicinu, dijagnostiku, inkapsulaciju celija,
inzenjerstvo tkiva, separaciju biomolekula ili ¢elija i td [2,25,54]. Na Slici 8 su
prikazana osnovna svojstva hidrogelova koja su od presudnog znacaja za njihovu

upotrebu u vidu biomaterijala.

Slika 8. Osnovna svojstva hidrogelova bitna za njihovu upotrebu u vidu biomaterijala.

Dostupnost velikog broja razli¢itih monomera omogucava izradu hidrogelova
¢ija se hemijska 1 fizicka svojstva mogu varirati u veoma Sirokom opsegu. Takode,
moguce je dizajnirati hidrogelove razli¢itih dimenzija i geometrija kao $to su: diskovi,
tanke plo¢e, membrane, mikroCestice, nenocestice, premazi, gel-sol materijali i filmovi.
Zahvaljuju¢i moguénosti preciznog dizajniranja hidrogelova Zeljenih svojstava i
jednostavnoj manipulaciji, spektar njihove primene je veoma raznolik i §irok.

Nezamenljivi materijali za izradu sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih

supstanci su pH- i temperaturno osetljivi hidrogelovi. Razli¢ite pH vrednosti duz
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gastrointestinalnog trakta cine pH-osetljive hidrogelove idealnim sistemima za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci za oralnu primenu. Detaljniji opis
mogucnosti primene pH-osetljivih hidrogelova u sistemima za kontrolisano otpustanje
aktivnih supstanci prikazan je u poglavlju 2.2.6.1 ovog rada. Jedan od ograni¢avajucih
faktora primene veéine sintetskih 1 polusintetskih hidrogelova je njihova
nebiodegradabilnost. U slucaju degradabilnih hidrogelova se cesto javlja problem
toksi¢nosti nastalih produkata degradacije. Ovaj nedostatak doprinosi sve obimnijem
istraZivanju i razvoju biokompatibilnih i biodegradabilnih polimera [55-58].

Pored viSedecenijskog velikog interesovanja za hidrogelove 1 njihove
konvencionalne primene u razliCitim oblastima, hidrogelovi su 1 dalje nedovoljno
istrazeni, obecavaju¢i materijali buduénosti posebno za medicinske i farmaceutske
primene. lzrada matrica/nosaca u inZenjerstvu tkiva, vesStackih organa, materijala za
oblaganje i le¢enje rana, imobilizaciju enzima i ¢elija, kontrolisano otpustanje razli¢itih
aktivnih molekula, predstavljaju samo neke od primarnih oblasti potencijalne, efikasne

primene hidrogelova.

2.2. Sistemi za kontrolisano otpuStanje aktivnih supstanci

Idealna farmakoterapija podrazumeva otpustanje aktivne supstance na mesto
njenog apsorbovanja ili delovanja, u odredeno vreme i u odredenoj koncentraciji koja se
odrzava u terapijskom opsegu duzi vremenski period. Medutim, aktivnost aktivne
supstance je vrlo Cesto limitirana raznim faktorima ukljucujuéi: degradaciju aktivne
supstance, interakcije aktivne supstance sa drugim ¢elijama i komponentama bioloskih
sistema, kao i smanjen kapacitet penetracije kroz tkiva usled hemijske prirode aktivne
supstance. U cilju povecanja terapijske efikasnost brojna naucna istraZivanja su
usmerena upravo na razvoj sofisticiranih sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih

supstanci koji ¢e obezbediti prevazilazenje nedostataka konvencionalnih doznih formi.

2.2.1. Konvencionalna farmakoterapija

Farmakoterapija datira mnogo vekova unazad, o ¢emu svedoCe spisi grckog
lekara Hipokrata (5. vek p.n.e.) o gorkom prahu ekstrahovanom iz kore vrbe koji
olaksava bolove i umanjuje groznicu. Od perioda otkrica aspirina (1828. godina)

lekoviti preparati su se najéeS¢e primenjivali oralno u obliku ¢vrstih pilula, praskova ili
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teCnosti ili su se primenjivali intravenski. Primena lekova oralnim ili intravenskim
putem podrazumeva da se terapijska doza aktivne supstance u plazmi odrzava
ponovnim doziranjem leka nakon odredenog vremenskog perioda. Uprkos efikasnosti
oralno ili intravenski primenjene farmakoterapije pojava smenjivanja pikova toksi¢ne i
neefikasne koncentracije aktivne supstance u plazmi tokom terapije je neizbezna.
Nemoguénost odrzavanja zeljene, terapijski efikasne 1 netoksi¢ne koncentracije aktivne
supstance u plazmi tokom duzeg vremenskog perioda predstavlja osnovno ograni¢enje
konvencionalnih farmakoterapijskih sistema i postaje predmet brojnih istrazivanja u

oblasti razvoja efikasnih sistema koji ¢e omogucéiti prevazilazenje navedenih

nedostataka.

2.2.2. Tipovi sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci

Osnovni cilj primene sofisticiranih sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci je odrzavanje nivoa koncentracije aktivne supstance u plazmi u oblasti izmedu
toksi¢ne 1 neefikasne koncentracije (zona poznatija kao ,therapeutic window*) tokom
duzeg vremenskog perioda (Slika 9). Primenom pomenutih sistema smanjuje se
mogucénost pojave pikova toksicnih i neefikasnih koncentracija aktivne supstance u
plazmi i redukuje broj potrebnih doza za postizanje terapijskog cilja, §to rezultira

efikasnijom farmakoterapijom sa smanjenom moguéno$éu pojave nezeljenih efekata.

--------- JEDNA DOZA
~ = = PONOVLIENO DOZIRANJE
~——————KONTROLISANO

OTPUSTANJE
TOKSICAN NIVO

OPSEG

TERAPEUTSKI

Koncentracija aktivne supstance u plazmi

s ZELJENO VREME DELOVANJA

Slika 9. Nivo koncentracije aktivne supstance u plazmi nakon primene: konvencionalne
dozne forme: jedna doza ...., ponovljene doze - - - -, sistema za kontrolisano otpustanje
aktivnih supstanci ___ [59,60].
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Slika 10. Razli¢iti tipovi sistema za kontrolisano otpustanje: a) otpusStanje aktivne

supstance nakon oralne i intravenske primene, b) sistem za produZeno otpustanje
aktivne supstance, ¢) pulsirajuée otpustanje, d) polimer-lek (pro-lek) system, e)
sekvencijalno otpustanje viSe aktivnih supstanci i f) ciljano otpustanje aktivne

supstance [61].

Kod konvencionalnih formulacija, koncentracija aktivne supstance u plazmi je
direktno proporcionalna primenjenoj dozi. Na Slici 10 a) su prikazani profili
koncentracije aktivne supstance u plazmi u funkciji od vremena nakon oralne i
intravenske primene. Ovakvim formulacijama je tesko odrzavati terapijsku dozu aktivne
supstance u plazmi duzi vremenski period te je neophodno ponovno doziranje. Pored
toga, pojava pikova visoke koncentracije aktivne supstance (iznad nivoa toksi¢ne
koncentracije) u sistemskoj cirkulaciji dovodi do pojave ozbiljnih nezeljenih efekata.

U cilju prevazilazenja pomenutih nedostataka konvencionalnih formulacija
lekova, interesovanje za razvoj sofisticiranih sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci je u ekspanziji poslednjih godina. Primarno svojstvo sofisticiranih sistema za
kontrolisano otpustanje je precizno i kontrolisano otpusStanje aktivne supstance u
odredeno vreme, u odredenoj koncentraciji 1 na odredeno  mesto
delovanja/apsorbovanja. Najjednostavniji primer sistema za kontrolisano otpustanje je

sistem za produZeno otpuStanje aktivne supstance, koji omogucéava odrzavanje
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zeljene/terapijske koncentracije aktivne supstance u plazmi duzi vremenski period
(Slika 10 b)). U farmakoterapiji bioloSkog disbalansa, od posebnog je znacaja da
aktivna supstanca bude otpustena samo kada je to potrebno (Slika 10 c)), te je uloga
sistema za kontrolisano otpustanje u konkretnom sluc¢aju od posebnog znacaja. Primer
tome je dinamika otpusStanja insulina iz polimerne matrice koja pruza mogucnost
otpustanja insulina iskljuc¢ivo kao odgovor na povec¢anu koncentraciju glukoze u plazmi.
Takva, povratna kontrola otpuStanja aktivne supstance moze se posti¢i primenom
sistema za kontrolisano otpustanje izradenih na bazi ,,inteligentnih* hidrogelova [61].

Produzeno otpustanje aktivne supstance se moze posti¢i i inkapsulacijom
aktivne supstance u nano- ili mikro- cestice ili upotrebom konjugovanih sistema tipa
polimer-aktivna supstanca (Slika 10 d)). U slu¢aju sistema polimer-aktivna supstanca,
otpustanje se postize kontinualnim raskidanjem veze uspostavljene izmedju aktivne
supstance i polimera ili raskidanjem veze u trenutku kada sitem polimer-aktivna
supstanca dospe na mesto delovanja/apsorbovanja aktivne supstance. Sistemi za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci koji su dizajnirani tako da otpustaju aktivnu
supstancu u odredeno vreme, posebno su znacajni za otpustanje viSe razli¢itih aktivnih
supstanci. Ovakav sistem sadrzi nekoliko aktivnih supstanci koje otpusta odgovaraju¢im
redosledom, kada je to potrebno (Slika 10 e)) [61].

Pored sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci koji su dizajnirani
tako da otpustaju aktivnu supstancu u odredenom vremenskom periodu, od velikog su
znacaja 1 sistemi kojima se postize otpustanje aktivne supstance na odredenom/ciljanom
mestu u organizmu (Slika 10 f)). Sistemi za ciljano otpustanje aktivnih supstanci su
multifunkcionalni sistemi, prilagodeni razli¢itim zahtevima specifi¢nih ciljanih tkiva.
Otpustanje aktivne supstance na konkretno mesto u organizmu je od velike vaznosti jer
se na taj nacin smanjuju moguci nezeljeni efekti aktivne supstance na ostala tkiva i
organe koji nisu cilj terapije. Ciljano otpustanje aktivne supstance je limitirano
mogucénoscu povecane lokalne koncentracije aktivne supstance duzi vremenski period,
§to u nekim slucajevima moze imati nezeljene efekte.

Inovacije u oblasti sistema za kontrolisano otpuStanje aktivnih supstanci
rezultirale su moguéno$éu dizajniranja kompleksnih, multifunkcionalnih, efikasnih
sistema za otpuStanje kojima se postize veoma precizna kontrola doziranja aktivne

supstance. Prilikom dizajniranja pomenutih sistema od presudnog je znaaja uspostaviti

21



Doktorska disertacija Marija Babic

vezu izmedu svojstava aktivne supstance i1 Zeljenog mesta njenog
delovanja/apsorbovanja, bez znakova moguce degradacije aktivne supstance. Osnovni
cilj dizajniranja sistema za kontrolisano otpusStanje aktivne supstance je izrada
sofisticiranog sistema koji pruza mogucénost ravnomernog i preciznog otpustanja
aktivne supstance tokom duzeg vremenskog perioda, sa smanjenom moguc¢noséu pojave
nezeljenih efekata i potencijalne predoziranosti i/ili pojave neefikasne koncentracije
aktivne supstance u plazmi. Pored navedenih svojstava, pozeljno je da opisani sistem
ima maksimalnu efikasnost za specifi¢ne bolesti, poboljSava komplijansu kod pacijenata

1 da je povoljan i sa ekonomskog stanovista.

2.2.3. Prednosti i nedostaci sistema za kontrolisano otpusStanje aktivnih supstanci

Prednosti sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci poti¢u
prvenstveno od moguénosti preciznog dizajniranja sistema sa zeljenim Svojstvima $to
rezultira efikasnijom, kontrolisanom farmakoterapijom, prevencijom ili redukovanjem
nezeljenih efekata aktivne supstance i poboljSanjem komplijanse kod pacijenata. Pored
brojnih prednosti, navedene sisteme karakteriSu i neki nedostaci kao Sto je prilicno
visoka cena finalnog proizvoda u odnosu na konvencionalne dozne forme. Glavne
prednosti 1 nedostaci polimernih sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci

su prikazani na Slici 11.

e d

PREDNOSTI POLIMERNIH NEDOSTACI POLIMERNIH
SISTEMA ZA KONTROLISANO SISTEMA ZA KONTROLISANO
OTPUSTANIJE AKTIVNIH OTPUSTANIJE AKTIVNIH
SUPSTANCI SUPSTANCI
- produzeno delovanje i bolja bioraspoloZivost -mogucnost toksicnog delovanja
aktivne supstance, polimernog materijala,
-mogucnost ciljanog otpustanja, -mogucnost Stetnog delovanja
-smanjenje mogucnosti degradacije i gubitka degradacionih produkata,
aktivne supstance, -neophodnost hirurskog zahvata pri
-prevencija pojave nezeljenih efekata aktivnih uklanjanju nebiodegradabilnog implanta,
supstanci, -losa komplijansa kod pacijenata pri
-redukcija frekventnosti doziranja, upotrebi nebiodegradabilnog implanta,
-izostanak oscilovanja koncentracije aktivne -cena finalnog proizvoda

supstance u plazmi,
-poboljsanje komplijanse kod pacijenata.

Slika 11. Prednosti i nedostaci polimernih sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih

supstanci.
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2.2.4. Polimeri u sistemima za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci

Napredak nauke o polimerima direktno je uticao i na razvoj savremenih
polimernih sistema za kontrolisano otpustanja aktivnih supstanci. Polimerno
inzenjerstvo ima klju¢nu ulogu u dobijanju funkcionalnih monomera koji se mogu
kombinovati na razli¢ite nacine i razli¢itim metodama sinteze u cilju dobijanja efikasnih
polimernih sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci. U pocetku, polimeri
su koris¢eni u farmaciji kao ekscipijensi za solubilizaciju i stabilizaciju aktivnih
supstanci ili kao sredstva za poboljSanje mehanic¢kih svojstava sistema za produzeno
otpustanje aktivnih supstanci. Primeri nekih polimera koji se koriste kao ekscipijensi u
farmaceutskim formulacijama su poli(uretani) zbog svoje elasti¢nosti, poli(siloksani) ili
silikoni zbog izolacionih sposobnosti, poli(metil metakrilati) zbog mehanickih svojstava
i transparentnosti, polivinil alkohol zbog hidrofilnosti, poli(vinil pirolidon) kao
stabilizator suspenzija [62]. Medutim, prvobitna uloga i primena polimera u farmaciji se
konstantno menja i polimeri postaju preduslov za razvoj efikasnih, sofisticiranih sistema
za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci. Razvoj novih metoda sinteze kao i
dostupnost novih, multifunkcionalnih monomera rezultirali su izradom razliitih vrsta
sintetskih polimera sa precizno definisanom strukturom i svojstvima. Takode, pristup
razvoju polimera sa stanoviSta drugih nauc¢no istrazivackih oblasti, poput biohemije i
nanotehnologije u¢inio je polimere i polimerne sisteme za kontrolisano otpustanje
aktivnih supstanci ,,inteligentnijim®, efikasnijim i nezamenljivim sistemima u razli¢itim
oblastima primene.

Za izradu sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci mogu se koristiti
prirodni i sintetski polimeri, koji mogu biti biodegradabilni ili nebiodegradabilni (Slika
12) [2,63,64]. Polimerni sistemi za kontrolisano otpustanje se mogu Koristiti kao
formulacije razli¢itih tipova molekula i ¢elija. Polimerni materijali namenjeni za izradu
sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci poseduju izvesne specifi¢nosti
(velika sli¢nost zivim tkivima, bubrenje, ,inteligentno“ ponaSanje) koje ih cine
pogodnim za in vivo primenu. Najveznija svojstva polimera za njihovu in vivo primenu

su necitotoksicnost, biokompatibilnost i biodegradabilnost [55].
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Slika 12. Prirodni i sintetski polimeri namenjeni za izradu sistema za kontrolisano

otpustanje aktivnih supstanci.

Biodegradabilni polimeri su narocCito atraktivni za izradu sistema za kontrolisano
otpustanje koji se primenjuju kao implanti, jer nakon aplikacije takvih sistema nije
potrebno njihovo odstranjivanje iz organizma ili dodatno manipulisanje. Degradacioni
proizvodi biodegradabilnih polimera se metabolisu u organizmu i lako elimini$u
metabolickim putevima, bez pojave nezeljenih efekata. Posebno atraktivni materijali za
izradu sistema za kontrolisano otpustanje su prirodni biodegradabilni polimeri koji
pokazuju visok stepen biokompatibilnosti. Upotreba nekih od njih moze biti limitirana
usled povecanog rizika od nastanka virusnih infekcija i moguceg antigenog dejstva.

Sintetski polimeri mogu biti razli¢itog sastava 1 mogu posedovati razlicite
karakteristike. Njihova pojava inicirala je moguénost izrade novih sistema za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci koji poseduju specifi¢na svojstva (hemijska,
mehanicka, bioloska), neophodna za odredene primene. Odliéna produktivnost
savremenih tehnologija dobijanja sintetskih polimera obezbeduje moguénost izrade
sistema za kontrolisano otpustanje sa uniformnim Svojstvima, na jednostavan i
ekonomican nacin.

Pored primene prirodnih i sintetskih polimera, znaCajna je 1 strategija
dizajniranja sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci koja podrazumeva
kombinovanje prirodnih i sintetskih polimera. Finalni cilj je objediniti u jednom
materijalu najbolja svojstva prirodnih (biodegradabilnost i biokompatibilnost) i

sintetskih polimera (mehanicka svojstva). Na Slici 13 su prikazani neki od najcesce
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koriS¢enih prirodnih, sintetskih, biodegradabilnih i nebiodegradabilnih polimera za

izradu sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci.

POLIMERI U SISTEMIMA ZA

MODIFIKOVANI POLIMER] {ms— KONTROLISANO
DERIVATI CELULOZE: OTPUSTANIE

etilceluloza

wesss)  PRIRODNI POLIMERI

PROTEINL:

hidroksipropil metilceluloza

POLISAHARIDI:

SINTETSKI POLIMERI

BIODEGRADABILNI NEBIODEGRADABILNI
Slika 13. Prirodni, sintetski, biodegradabilni, nebiodegradabilni polimeri koji se

primenjuju u izradi sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci.

2.2.5. Mehanizmi otpusStanja aktivne supstance iz polimernih sistema za
kontrolisano otpustanje
Polimerni sistemi za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci mogu se na
osnovu mehanizma otpustanja aktivne supstance primarno svrstati u Cetiri kategorije:
e sistemi kod kojih je otpuStanje aktivne supstance kontrolisano difuzijom
(matrice i membranski/rezervoar sistemi),
e sistemi kod kojih je otpuStanje aktivne supstance kontrolisano degradacijom
polimernog sistema (biodegradabilni sistemi),
e sistemi kod kojih je otpuStanje aktivne supstance kontrolisano bubrenjem,
e sistemi kod kojih je otpusStanje aktivne supstance kontrolisano dejstvom
odredenih stimulansa (pH- i temperaturno osetljivi sistemi, sistemi osetljivi na

dejstvo elektricnog 1/ili magnetnog polja, ultrazvuk isl.) [65].
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2.2.5.1. Sistemi kod kojih je otpustanje aktivne supstance kontrolisano difuzijom

Najzastupljeniji sistemi kod kojih je otpustanje aktivne supstance kontrolisano

difuzijom su matrice i membranski/rezervoar sistemi (Slika 14 a) i b)).

VREME

Slika 14. Sistemi kod kojih je otpustanje aktivne supstance kontrolisano difuzijom:

a) polimerna matrica i b) membranski/rezervoar sistem.

Sistemi tipa polimernih matrica su izradeni u vidu polimernog nosaca u kome je
aktivna supstanca homogeno rasporedena (dispergovana ili rastvorena) [66]. Rezervoar
sistem je sistem u kome je jezgro saCinjeno od aktivne supstance obloZeno polimernom
membranom koja predstavlja inertnu difuzionu barijeru. Kod ovog sistema veoma su
vazna mehanicka svojstva polimerne membrane jer tokom otpustanja aktivne supstance
mogu nastati Supljine u polimernoj membrani §to rezultira neZeljenim, neujednaenim
otpustanjem.

Uporedivanjem kinetike otpusStanja aktivne supstance iz polimernih sistema
razli¢itih geometrija ustanovljeno je da se profil otpustanja aktivne supstance moze
dizajnirati adekvatnim izborom geometrije sistema. Takode, koli¢ina aktivne supstance
koja se otpuSta moze biti kontrolisana debljinom polimerne membrane kod
membranskih sistema, koncentracionim gradijentom aktivne supstance, kao i

hemijskom strukturom polimera.
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2.2.5.2. Sistemi kod kojih je otpustanje aktivne supstance kontrolisano degradacijom

sistema

Otpustanje aktivne supstance degradacijom (erozijom) polimera u kome je
aktivna supstanca rastvorena ili dispergovana postize se mehanizmom koji je zasnovan
na svojstvu polimera da degradira u organizmu pod uticajem bioloskih uslova i procesa
[66]. Biodegradabilni polimeri koji se koriste za izradu degradabilnih sistema za
otpustanje aktivnih supstanci degradiraju u organizmu usled dejstva enzima i/ili
hidrolizom polimernih lanaca. Polimerni materijal degradira u bioloski prihvatljive
komponente, manjih molskih masa, koje se prirodnim putem mogu eliminisati iz
organizma. Primer takvih polimera su polilaktidi i poliglikolidi i njihovi kopolimeri koji
mogu da degradiraju do mle¢ne i glikolne kiseline koje zatim ulaze u Krebsov ciklus
putem koga se razgraduju do ugljen dioksida i vode 1 na taj nacin se eliminiSu iz
organizma. Degradacijom polimernog sistema aktivna supstanca dispergovana u
polimernom nosacu moze se otpustati kontinualno iz ¢itave zapremine polimera ili samo
sa njegove povrsine (Slika 15 a) 1 b)). Nacin otpustanja aktivne supstance zavisi od
sastava polimera, tipa veza uspostavljenih u polimernoj mrezi, stepena i prirode

umrezenja polimernih lanaca, kao 1 od geometrije polimernog nosaca (sferni, cilindri¢ni
itd.) [67].

Slika 15. Otpustanje aktivne supstance a) erozijom u masi i b) povrSinskom erozijom

polimernog sistema [69].

Pri degradaciji polimerne matrice, itava matrica je izloZena hemijskim ili
enzimskim reakcijama pa se aktivna supstanca kontinualno otpuSta na relativno
uniforman nacin, duzi vremenski period. Degradacija polimera odvija se do odredene

kritiéne mase polimera pri kojoj on postaje rastvorljiv u vodi 1 lako se eliminiSe iz
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organizma metabolickim putevima. U slucaju otpustanja aktivne supstance povrSinskom
erozijom polimera, profil otpusStanja zavisi od dostupne povrsine otpustanja. Obi¢no se
povrsinska degradacija polimera postize hidrolizom povr$ine polimera pri ¢emu dolazi
do sporog raspadanja polimernog nosaca i kontinualnog otpustanja aktivne supstance.
Erozivni materijali uglavnom u svojoj strukturi sadrze hidrofobne osnovne polimerne
lanace obogacene hidrofilnim bo¢nim grupama i najées¢e degradiraju sloj po sloj.
Polimeri koji se najéesce koriste za izradu sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci mehanizmom povrSinske erozije su poliestri [68].

Kod sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci kod kojih je
otpustanje kontrolisano degradacijom, naruSavanje polimerne strukture i kidanje
polimernih lanaca u polimernom sistemu su uzrok otpuStanja aktivne supstance.
Kinetika otpuStanja aktivne supstance se moze podeSavati kontrolom degradacije
polimernog sistema variranjem sastava polimernog sistema, stepena umrezZenja i

odabirom adekvatne geometrije sistema.

2.2.5.3. Sistemi kod kojih je otpustanje aktivne supstance kontrolisano bubrenjem

Sistemi za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci izradeni od hidrofilnih
polimernih materijala u kojima je otpustanje aktivne supstance kontrolisano difuzijom
molekula rastvaraca u polimernu matricu nazivaju se sistemi kontrolisani bubrenjem
(Slika 16).

AKTIVNA
SUPSTANCA

BUBRENJE
e

Slika 16. Sistemi za otpustanje aktivnih supstanci kod kojih je otpustanje kontrolisano

bubrenjem.

U ovim sistemima aktivna supstanca je rastvorena ili dispergovana u
hidrofilnom polimernom materijalu koji poseduje sposobnost bubrenja. Pri kontaktu sa
fizioloskim fluidima molekuli rastvaraca difunduju u polimerni sistem i uzrokuju Sirenje

polimerne mreze odnosno njeno bubrenje. Tokom bubrenja polimernog sistema
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molekuli aktivne supstance difunduju kroz polimernu mrezu. Brzina difuzije aktivne
supstance uslovljena je koli¢inom apsorbovanog fluida, poroznos$éu polimerne strukture,

kao i relaksacijom polimernih lanaca [70].

2.2.5.4. Sistemi kod kojih je otpustanje kontrolisano dejstvom stimulansa

Sistemi za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci kod kojih je otpustanje
kontrolisano dejstvom stimulansa prisutnih u okolinoj sredini obuhvataju pH- i
temperaturno osetljive sisteme, kao i sisteme osetljive na dejstvo magnetnog i/ili

elektri¢nog polja, ultrazvuka i sli¢no (Slika 17).

Aktivna
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stimulansi
e
5 S > . vy e
& 3"‘:&"‘ %+ Bioloski
&= stimulansi
“~
N®,
- l&
7
Do
Fizicki 7 e svetlost s Hidrogel
‘1Z 18

@@

stimulansi v

Slika 17. Otpustanje aktivne supstance iz polimernog sistema osetljivog na dejstvo
spoljnih stimulansa.

Sistemi iz ove grupe su izradeni na bazi ,,inteligentnih* polimernih materijala
koji imaju sposobnost da prepoznaju dejstvo odredenog stimulansa ili vise njih i da kao
odgovor menjaju svoja fizi¢ka/hemijska svojstva, §to rezultira otpusStanjem aktivne
supstance. Svojstva i primena pH- i temperaturno osetljivih hidrogelova u sistemima za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci su detaljnije opisani u poglavljima 2.2.6.1. i

2.2.6.2. ovog rada.

2.2.6. Primena hidrogelova u sistemima za Kontrolisano otpuStanje aktivnih
supstanci

U cilju poboljSanja efikasnosti farmakoterapije razvijene su brojne strategije
dizajniranja sistema za kontrolisano otpusStanje aktivnih supstanci [2]. Posebno

atraktivna strategija razvoja sofisticiranih sistema odnosi se na primenu hidrogelova kao
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potencijalnih materijala pogodnih narocito za izradu sistema za kontrolisano/produzeno

otpustanje, bioadhezivnih sistema i sistema za ciljano otpustanje aktivnih supstanci.

2.2.6.1. pH-osetljivi hidrogelovi u sistemima za kontrolisano otpustanje aktivnih

supstanci

Varijacije pH vrednosti u razli¢itim segmentima ljudskog organizma
(gastrointestinalni trakt, krvni sudovi, razli¢ita tkiva i organi) predstavljaju osnovu za
primenu pH-osetljivih hidrogelova u izradi sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci. Postojece razlike u pH vrednostima predstavljaju dovoljno jaku pogonsku
silu koja inicira promene u ponaSanju pri bubrenju pH-osetljivih hidrogelova, Sto
rezultira preciznim, kontrolisanim otpusStanjem aktivne supstance. Kod pH-osetljivih
sistema namenjenih za peroralnu primenu veoma je vazna promena pH vrednosti duz
gastrointestinalnog trakta (Slika 18).

Primena pH-osetljivin hidrogelova u sistemima za kontrolisano otpustanje
aktivnih supstanci zavisi od tipa jonskih grupa prisutnih u polimernoj mrezi. Katjonski
hidrogelovi maksimalno bubre u kiseloj sredini $to ¢ini ove materijale pogodnim za
izradu sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci koje se apsorbuju preko
sluzokoze Zeluca ili koje ispoljavaju svoje delovanje u zelucu. Za razliku od katjonskih,
anjonski hidrogelovi pronalaze primenu kao nosaci aktivnih supstanci koje je potrebno
zastititi u kiseloj sredini (zeludac) 1 otpustiti u neutralnoj i/ili slabo baznoj pH sredini

(tanko i debelo crevo).

pH pH
(posleso(l;roka) (lp_lf‘e(‘(l)l;ro;a‘l) seludac
g : A= (30 - 60 min)
0.1 m?
duodenum
(30 - 60 min)
4.6 (2.4 - 6.8) 0.1 m?
4.5-55 6.1 (5.8 - 6.2)
jejunum
4.7 6.5 (6.0 - 7.0) e
6.5 6.5 ileum
g ? 60 m2
colon
(preko 10 h)
8.0 8.0 0.3 m*
5.0 - 8.0

Slika 18. pH vrednosti u pojedinim segmentima gastrointestinalnog trakta [71].
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Bubrenje anjonskih hidrogelova u zelucu je zanemarljivo malo, tako da je
aktivna supstanca u potpunosti zasti¢ena u kiseloj sredini i efikasno transportovana do
donjeg dela gastrointestinalnog trakta gde je potrebno da se apsorbuje ili da ispolji svoje
delovanje. Ponasanje katjonskih i anjonskih hidrogelova u medijumima razli¢itih pH
vrednosti prikazano je na Slici 19 a) i b). Razli¢iti tipovi aktivnih supstanci se mogu

otpustati iz pH-osetljivih hidrogelova, neki od primera ovakvih sistema su prikazani na
Slici 20 [72].

(a) (b)
H+ H‘H* H‘+++ H’ Kisel
H* e H* | kisela ! o e
+ 4yt g+ €Tsredi sredina
H*H' H sredina W FF e
= Kontrahovani hidrogel o  Nabubreli hidrogel
ANJONSKI KATJONSKI
hidrogc\ hidrogcl\‘
OH™_ _OH~ -OH-
e OHQH OH_
.. _(_bazna OH & OH*_bazna
OHOH' sredina OHéH' OH-| sredina
Nabubreli hidrogel Kontrahovani hidrogel

Slika 19. Ponasanje a) anjonskih i b) katjonskih hidrogelova u medijumima razli¢itih pH

vrednosti [39].

SISTEM 1 SI,STEM - Y ;
-aktivna supstanca: vitamin B12 i

-aktivna supstanca: metilprednizolon $is s
salicilna Kkiselina

-polimer: karboksimetil hitozan

-primena: otpustanje aktivne -polimer: poli(vinil alkohol)
supstance u donjem delu -primena:ciljano otpustanje aktivne
gastrointestinalnog trakta supstance u donjem delu
-komentar:Hidrogel otpuita gastrointestinalnog trakta
minimalnu Koli¢inu aktivne -komentar: Maksimalno otpuStanje aktivne
supstance u kiseloj sredini, supstance u medijumu koji simulira
a maksimalnu u baznoj sredini. uslove zastupljene u donjem delu
gastrointestinalnog trakta.
pH-OSETL;IVI Stepen bubrenja hidrogela je

POLIMERNI SISTEMI dizajniran variranjem udela PVA.
za kontrolisano otpustanje

aktivnih supstanci
SISTEM II /

-aktivna supstanca: klaritromicin
-polimer: hitozan i N,N’-metilenbisakrilamid
-primena: tretman Helicobacter pylori
-komentar: Aktivna supstanca se otpusta

u Zelucu duzi vremenski period.

Slika 20. Aktivne supstance i polimeri kori$é¢eni u pH-osetljivim sistema za kontrolisano
otpustanje [72].
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2.2.6.2. Temperaturno osetljivi hidrogelovi u sistemima za kontrolisano otpustanje

aktivnih supstanci

Pored pH-osetljivih hidrogelova za izradu sistema za kontrolisano otpustanje
aktivnih supstanci Siroku primenu pronasli su i temperaturno osetljivi hidrogelovi jer je
temperatura takode jedan od najeSée promenljivih parametara u organizmu.
Temperaturno osetljivi hidrogelovi su dugi niz godina predmet brojnih naucnih
istrazivanja u kojima su razmatrane razli¢ite moguc¢nosti primene ovih hidrogelova kao
biosenzora, ,inteligentnih* nosaca celijskih kultura 1 kao sistema za kontrolisano
otpustanje aktivnih supstanci.

Kao $to je prikazano u poglavlju 2.1.4.2. ovog rada, temperaturno osetljive
hidrogelove karakteriSe specificna vrednost VPTT. PodeSavanjem VPTT vrednosti
hidrogelova moguce je uticati na njihova svojstva bubrenja u zavisnosti od temperature,
Sto se odrazava na dobijanje razliCitih profila otpustanja aktivne supstance iz ovih
gelova. Vazna primena temperaturno osetljivih hidrogelova je u izradi sistema za
kontrolisano otpustanje termo-labilnih aktivnih supstanci kao §to su proteini. Na Slici 21
prikazani su polimeri i aktivne supstance koriS¢eni za izradu temperaturno osetljivih

sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci.

SISTEM 1 SISTEM 111
-aktivna supstanca: nalbufin -aktivna supstanca:
-polimer: poli(N-izopropil akrilamid) i hitozan
-primena: intravenski (opoidni analgetik) -polimer:1-vinil-2
-komentar: Hidrogel slabo bubri na ) \-1zopropiiakrilam

T ispod fiziolodke T organizma. -primena;

-komentar:
TEMPERATURNO
OSETLJIVI

POLIMERNI SISTEMI
za kontrolisano otpustanje
aktivnih supstanci

SISTEM 1V
SISTEM 11 -aktivna supstanca:
-aktivna supstanca: hormon rasta -polimer:
-polimer: N-(3-aminopropil) metakrilamid
-primena: rast tkiva
-komentar: Bubrenje uslovljeno -primena:
promenom T. -komentar:

Slika 21. Aktivne supstance i polimeri kori$¢eni za izradu temperaturno osetljivih

sistema za kontrolisano otpustanje [72].
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2.2.7. Nacini ugradnje aktivne supstance u hidrogel

Finalna svojstva polimernih sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci uslovljene su fizicko-hemijskim svojstvima hidrogela i aktivne supstance.
Izbor hidrogela i mehanizma ugradnje aktivne supstance moraju biti uskladeni sa
svojstvima aktivne supstance (hidrofilnost, permeabilnost, naelektrisanje, veli¢ina
molekula i sl.) i Zeljenim profilom otpustanja (produzeno otpustanje, ciljano otpustanje).
Na Slici 22 su prikazana tri moguca nacina ugradnje aktivne supstance u hidrogel:
a) difuzijom, b) ugradnjom aktivne supstance u polimernu mrezu tokom procesa sinteze
hidrogela 1 c¢) formiranjem kovalentnih veza izmedu aktivne supstance i1 funkcionalnih

grupa polimera [73-77].

)

aktivne
supstance
"&za hidrogel
HKoyalent-

¥

%
Aktivna
_supstanca

wifunduje

Slika 22. Moguc¢i na¢ini ugradnje aktivne supstance u hidrogel: a) ugradnja metodom
difuzije, b) ugradnja aktivne supstance tokom sinteze hidrogela i ¢) formiranje
kovalentnih veza izmedu aktivne supstance i funkcionalnih grupa polimera [78].

Svaki od prikazanih na¢ina ugradnje aktivne supstance u hidrogel ima svoje
prednosti i mane. Odabir odgovaraju¢eg nacina ugradnje podrazumeva detaljno
razmatranje svojstava polimerne mreze i prirode aktivne supstance, kao i zeljenog
profila otpustanja.

Najjednostavniji metod ugradnje aktivne supstance u hidrogel je uranjanje
odabranog hidrogela u rastvor aktivne supstance [79,80]. U zavisnosti od poroznosti
gela, veli¢ine molekula aktivne supstance i hemijskih svojstava hidrogela i aktivne
supstance, aktivna supstanca ¢e difundovati u hidrogel. Nakon in vivo primene ovakvih
sistema aktivna supstanca ¢e difundovati iz hidrogela ka susednom tkivu. Otpustanje
aktivne supstance iz ovakvog sistema je moguce odrzati u vremenskom periodu od

nekoliko sati do nekoliko dana. Ovakav pristup je pogodan za ugradnju malih molekula,
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dok ve¢i molekuli, poput peptida i proteina, ne mogu lako da difunduju kroz pore
hidrogela.

U slucaju vec¢ih molekula, ugradnja aktivne supstance se vrSi u toku sinteze
hidrogela. Aktivna supstanca se me$a sa rastvorom monomera, dodaju se umrezivac i
inicijator i sintetiSe se sistem hidrogel-aktivna supstanca. Aktivna supstanca se moze
otpustati iz ovog sistema u vremenskom periodu od nekoliko dana do nekoliko nedelja.
Oba nacina ugradnje aktivne supstance (i difuzija i ugradnja aktivne supstance tokom
sinteze hidrogela) omogucavaju slobodno kretanje aktivne supstance iz hidrogela. To
neretko moZze da dovede do pucanja hidrogela nakon in vivo primene zbog
koncentracionog gradijenta uspostavljenog izmedu hidrogela i okoline [25]. U cilju
spreCavanja eventualnog pucanja sistema i izloZzenosti ogranizma toksi¢nim
koncentracijama, aktivne supstance se mogu fizickim ili hemijskim vezama zadrzati u
polimeru [71,72]. Sistemi u kojima je aktivha supstanca ugradena uspostavljanjem
fizickih ili hemijskih veza sa funkcionalnim grupama polimera, obezbeduju otpustanje
aktivne supstance u vremenskom periodu od nekoliko nedelja do nekoliko meseci.

Prilikom ugradnje aktivne supstance u hidrogel mora se voditi rauna o
hidrofilnosti i1 naelektrisanju molekula aktivne supstance. PoZzeljno je da aktivna

supstanca 1 hidrogel pokazuju slicnu hidrofilnost 1 imaju suprotno naelektrisanje.

2.2.8. Putevi primene sistema za kontrolisano otpustanje na bazi hidrogelova

Prednost hidrogelova kao nosaca za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci u
odnosu na konvencionalne oralne i intravenske formulacije je viSestruka. Kontrolisanim
otpustanjem aktivne supstance iz hidrogela moguce je odrzavati koncentraciju na
zeljenom/terapijskom nivou duzi vremenski period (od 24 h do nekoliko meseci), ¢ime
je smanjena frekventnost doziranja, a samim tim i mogucénost pojave nezeljenih efekata.

Sistemi za kontrolisano otpusStanje izradeni na bazi hidrogelova se mogu
primeniti: oralno, nazalno, bukalno, subkutano, okularno, rektalno, vaginalno i
transdermalno [2]. Na Slici 23 su prikazani mogucéi putevi primene polimernih sistema

za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci.
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Slika 23. Moguc¢i putevi primene polimernih sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih

supstanci [83].

2.2.8.1. Hidrogelovi u sistemima za kontrolisano otpustanje za peroralnu primenu

Peroralnom primenom, hidrogelovi mogu da obezbede otpustanje aktivne
supstance na nekoliko specificnih mesta u organizmu: usna duplja, zeludac, tanko 1
debelo crevo. Promene ponasanja pri bubrenju, kao i promene mukoadhezivnih
svojstava hidrogelova u prisustvu fizioloSkih fluida, ¢ine ove materijale odli¢énim
kandidatima za izradu sistema koji omogucavaju otpusStanje aktivne supstance pod
kontrolisanim uslovima i1 na Zeljenom/ciljanom mestu.

Gastrointestinalni trakt je nesumnjivo najpopularniji put primene aktivnih
supstanci, s obzirom da je u ovom slucaju komplijansa kod pacijenata dobra i da je
povrSina za apsorpciju aktivne supstance velika. To je medutim, i najslozeniji put
primene, pa su neophodni razli¢iti pristupi razvoju formulacije za ovu primenu u cilju
postizanja boljeg terapijskog efekta.

Sistemi za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci na bazi hidrogelova se
najces¢e primenjuju peroralnim putem [39,84-92]. Jedna od prednosti primene
hidrogelova bukalno je njihova sposobnost adhezije na odredene regije usne duplje Sto
dovodi do povecane lokalne koncentracije aktivne supstance, a time i do bolje
apsorpcije i vece efikasnosti farmakoterapije [93-97]. Dugoro¢na adhezija hidrogela na

sluzokozu usne duplje je veoma vazna jer stalno lucenje salive dovodi do ispiranja
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sluzokoze 1 razblazenja koncentracije aktivne supstance. Hidrogelovi kao sistemi za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci namenjeni za bukalnu primenu koriste se za
raznovrsna lokalna lecenja bolesti usne duplje kao §to su: paradontopatija, stomatitis,
gljivi¢ne 1 virusne infekcije, kancer usne duplje.

Za izradu sistema za otpustanje aktivnih supstanci u usnoj duplji, dizajnirane su
brojne vrste bioadhezivnih hidrogelova pocevsi od ranih 80-tih godina pa do danas, od
kojih se neki mogu naci i na trziStu. Na primer, bioadhezivne tablete koje su dizajnirali
Nagai (Nagai) i saradnici, komercijalno su dostupne pod brend nazivom Aftach® [98].
Ovaj proizvod sadrzi dva sloja: bioadhezivni sloj od hidroksipropil celuloze i
poli(akrilne Kiseline) i neadhezivni sloj na bazi laktoze koji predstavlja podlogu.
Opisani sistem se koristi za lokalno otpustanje triamcinolon acetonida u terapiji aftnih
Cireva. Masti na bazi hidrogelova se takode mogu koristiti za le¢enje odredenih bolesti
usne duplje. U ovim formulacijama cesto se koriste lipozomi, koji obezbeduju
povecéanje lokalne i smanjenje sistemske koncentracije aktivne supstance u organizmu.

Pored toga, farmakoterapija preko sluzokoze usne duplje je jedan od pozeljnih
nacina primene aktivnih supstanci koje nije pozeljno izlagati efektu prvog prolaza.
Primer tome je hidrogel-mast za otpustanje /5-estradiola u terapiji osteoporoze. Poznato
je da oralna primena f3-estradiola rezultira veoma niskom bioraspoloZivo$éu aktivne
supstance usled efekta prvog prolaza. Hidogel-mast je dobijen meSanjem rastvora
ctanola koji sadrzi f-estradiol sa gliceril monolaurat-om (poboljsiva¢ adhezije) i
vodenim rastvorom karboksivinil polimera. In vivo studije sprovedene na
eksperimentalnim zivotinjama su pokazale da je bukalna primena formulacije hidrogel-
mast rezultirala veCom koncentracijom f-estradiola u plazmi nego primena oralne
formulacije, bez pojave primarnih morfoloskih promena na bukalnoj sluzokozi [99].

Kao 1 kod bukalnog otpustanja aktivne supstance, hidrogelovi mogu biti
dizajnirani tako da otpustaju aktivnu supstancu u nekom drugom odredenom segmentu
gastrointestinalnog trakta. Patel i Amiji (Patel i Amiji) su predlozili sistem za
kontrolisano otpustanje antibiotika u Zelucu, za tretman infekcije €iji je uzro¢nik
bakterija Helicobacter pylori [100]. Za lokalno otpustanje antibiotika u kiseloj sredini
zeluca ispitivani su katjonski hidrogelovi osetljivi na promenu pH vrednosti. Ispitivani
hidrogelovi su bili na bazi liofilizovanog hitozan-polietilen oksida. Otpustanje dva,

najcesc¢e za ovu svrhu koris¢ena antibiotika, amoksicilina i metronidazola, ispitivano je
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u simuliranom zeluda¢nom fluidu. Primeceno je brzo otpustanje oba antibiotika u
zeluda¢nom fluidu, usled postojanja porozne strukture hidrogela dobijene liofilizacijom.
Brzo bubrenje i otpustanje celokupne koncentracije oba antibiotika u vremenskom
periodu od 2 h u zeluda¢nom fluidu, ¢ine ovu formulaciju pogodnom za lokalno
otpustanje antibiotika u Zelucu. Za ovu primenu posebno je znacajna brzina otpustanja
aktivnih supstanci s obzirom da vreme praznjenja zeluca moze biti ogranic¢avajuci faktor
u ovim formulacijama.

Veliki izazov brojnih istrazivanja predstavlja peroralna primena peptida i
proteina [101]. Glavni ograni¢avajuc¢i faktori u ovim formulacijama su inaktivacija
proteina usled dejstva digestivnih enzima i slaba permeabilnost ove vrste aktivnih
supstanci. Upotrebom odredenih hidrogelova i1 inhibitora digestivnih enzima u ovim
formulacijama moguce je prevazi¢i pomenute probleme. Lovmen (Lowman) i saradnici
su razvili formulaciju za oralnu primenu insulina, upotrebom pH-osetljivog hidrogela
(poli(metilakrilna kiselina) 1 polietilen glikol), ¢ija je uloga da zastiti insulin u kiseloj
sredini Zeluca pre otpustanja [102]. Rezultati in vivo studije izvedene na zdravim
pacovima i obolelim od dijabetesa pokazali su znac¢ajno smanjenje nivoa glukoze u krvi
tokom 8 h, kod obe Zivotinje. Vazno je napomenuti da su ovi efekti postignuti bez
dodatka pojacivaca apsorpcije ili inhibitora proteaze.

Sluzokoza debelog creva predstavlja joS jednu moguénost za apsorpciju proteina
i peptida primenjenih oralno. Nekoliko tipova hidrogelova su ispitivani kao sistemi za
otpustanje aktivne supstance u debelom crevu. To su hemijski ili fizicki umrezeni
polisaharidi, kao $to su: dekstran, pektin, inulin i umrezena poli(akrilna kiselina) [103-
105]. Pomenuti hidrogelovi su dizajnirani tako da bubre ili degradiraju u prisustvu
enzima ili mikroflore koja je zastupljena u debelom crevu, $to rezultira ciljanim

otpustanjem aktivne supstance.

2.2.8.2. Hidrogelovi u sistemima za kontrolisano otpustanje za okularnu primenu

Okularna primena farmaceutskih preparata ograni¢ena je brojnim fizioloSkim
faktorima medu kojima je i zastitni mehanizam oka, odnosno sposobnost stvaranja suza
1 ispiranja oka 1 slaba permeabilnost roZnjate za mnoge aktivne supstance.
Konvencionalne kapi za oci koje sadrze rastvor aktivne supstance imaju tendenciju da

brzo budu eliminisane iz oka, §to ograni¢ava apsorpciju aktivne supstance i rezultira
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smanjenom bioraspolozivoséu. Kratko vreme zadrzavanja aktivne supstance u oku,
podrazumeva ucestali rezim doziranja kako bi se postigao terapijski efekat. Navedena
ograni¢enja kod konvencionalnih okularnih formulacija predstavljaju izazov brojnih
istrazivanja u cilju razvoja sistema za otpustanje aktivne supstance koji ¢e obezbediti
produzeno vreme zadrzavanja aktivne supstance u oku.

Pojedine formulacije lekova, kao $to su suspenzije i masti, mogu obezbediti
duze zadrzavanje aktivne supstance u oku, mada ove formulacije Cesto izazivaju kod
pacijenta neprijatan osecaj prisustva ¢vrstih ili polu-Cvrstih Cestica u oku. Zbog svoje
elasti¢nosti i otpornosti na ispiranje oka, hidrogelovi predstavljaju pogodan materijal za
izradu okularnih formulacija [107-111]. Pored toga, hidrogelovi obezbeduju prijatniji
osec¢aj i manju osetljivost pacijenta. Za izradu polimernih sistema za okularnu primenu
posebno su atraktivni hidrogelovi koji se lako doziraju u obliku te¢nosti, a zatim na
mestu aplikacije formiraju gel koji obezbeduje duze zadrzavanje, odnosno bolju
bioraspolozivost aktivne supstance. Koen (Cohen) i saradnici su ispitivali in situ
hidrogel sistem, saCinjen od alginata sa glukonskom kiselinom za okularno otpustanje
pilokarpina [100]. Ispitivani sistem je obezbedio produzeni efekat pilokarpina (10 h) za

razliku od konvencionalne formulacije rastvora pilokarpina (3 h).

2.2.8.3. Hidrogelovi u sistemima za kontrolisano otpuStanje za transdermalnu

primenu

Transderamalni put primene lekova se koristi za lokalnu primenu aktivnih
supstanci u terapiji razli¢itih koznih oboljenja ili za dezinfekciju koze [112-121].
Prednost transdermalnih sistema je u tome $to se aktivna supstanca moze otpustati duzi
vremenski period, konstantnom brzinom, a terapija se moZe prekinuti jednostavnim
uklanjanjem sistema sa koZe. Takode, transdermalnim putem primene izbegava se
efekat prvog prolaza aktivne supstance. Zbog visokog sadrzaja vode, nabubreli
hidrogelovi obezbeduju bolju komplijansu kod pacijenata u poredenju sa
konvencionalnim mastima i flasterima.

Hidrogelovi na bazi polietilen glikola su pokazali odli¢na svojstva neophodna za
izradu transdermalnih sistema i zbog visokog sadrzaja vode (preko 96 %) omogucavaju

otpustanje 1 hidrofilnih i1 hidrofobnih aktivnih supstanci. Trend u razvoju transdermalnih
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sistema podrazumeva razvoj sistema osetljivin na elektricne impulse indukovane

jonoforezom ili elektroforezom.

2.2.8.4. Hidrogelovi u sistemima za kontrolisano otpustanje za subkutanu primenu

Kao $to je ve¢ opisano u prethodnom tekstu ovog rada, hidrogelovi se mogu
primenjivati na razliite nac¢ine. Medu navedenim putevima primene, VeOma je znacajna
njihova primena u obliku implanta [122-126]. Subkutano implementirani sistemi mogu
izazvati slabije ili jaCe nezeljene reakcije organizma kao $to su: inflamacija,
imunogenetske i kancerogene promene, te je biokompatibilnost preduslov da materijal
bude koris¢en kao implant. Visok sadrzaj vode doprinosi izrazenijoj biokompatibilnosti
hidrogelova. Pored dobre biokompatibilnosti, hidrogelovi poseduju i druga, za ovu
primenu, vazna svojstva:

e minimalna mehani¢ka iritacija okolnog tkiva usled meke konzistencije i
elasti¢nih svojstava;

e minimalna moguénost adhezije proteina 1 ¢elija na povrsini hidrogelova;

e dobra  prihvatljivost  velikog broja  aktivnih  supstanci  razliite
hidrofilnosti/hidrofobnosti i veli¢ine molekula;

e jedinstvene sposobnosti hidrogelova (bubrenje, pH i T-osetljivost, osetljivost na
dejstvo magnetnog i elektricnog polja, na dejstvo ultrazvuka, svetlosti i sl.)
omogucavaju kontrolisano otpustanje aktivne supstance [100,127];

e pojedini tipovi hidrogelova pokazuju veéu pogodnost za delikatna otpustanja
poput kontrolisanog otpustanja peptida i proteina.

Savremena istrazivanja u oblasti sistema za kontrolisano otpustanje koji ¢e se
primenjivati kao implanti, usmerena su na razvoj biodegradabilnih sistema koji ne
zahtevaju hirurS$ku intervenciju za uklanjanje sistema nakon otpustanja celokupne
koli¢ine aktivne supstance.

Henik (Hennic) i saradnici su sproveli opsezna istrazivanja u cilju razvoja
degradabilnih hidrogelova na bazi dekstrana [128]. Ispitivani hidrogelovi su
predstavljali akrilatne derivate dekstrana. U sprovedenim studijama detaljno je ispitana
primena hidrogelova u sistemima za kontrolisano otpustanje proteina. Morijama

(Moriayama) i saradnici su dizajnirali biodegradabilni hidrogel dekstran-
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poli(etilenglikol) za kontrolisano otpustanje insulina [129]. Otpustanje insulina je

kontrolisano povrSinskom erozijom strukture hidrogela.

2.3. Nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIL)

Nesteroidni antiinflamatorni  lekovi (NSAIL-ovi) poseduju analgeticka,
antipiretiCka i antiinflamatorna svojstva i primenjuju se za smanjenje bola i upalnih
procesa u reumatskim bolestima i drugim bolnim i febrilnim stanjima [126]. lzraz
nesteroidni se koristi kako bi se razlikovali od steroida koji imaju antiupalna dejstva, ali
utiCu i na psihi¢ko stanje pacijenta. NSAIL-ovi predstavljaju najéesée upotrebljivane
lekove $to potvrduje cifra od 70 miliona prepisanih recepata i viSe od 30 milijardi
prodatih tableta na godiSnjem nivou samo na teritoriji Sjedinjenih Americkih DrZava
[130]. lako je bezbednost NSAIL-ova ispitana, kod znaCajnog broja pacijenata
zabelezeni su ozbiljni neZeljeni efekti ispoljeni narocito na organima gastrointestinalnog
trakta, Sto dovodi do nezanemarljivog morbiditeta pa ¢ak i mortaliteta [131-136]. Zbog
siroke upotrebe NSAIL-ova i velikog broja zdravstvenih komplikacija koje izazivaju
kod pacijenata, nezeljeni efekti ovih lekova su postali znatan medicinski 1 farmaceutski

problem koj je neophodno prevaziéi.

2.3.1. Mehanizam delovanja NSAIL-ova

Mehanizam delovanja NSAIL-ova zasnovan je na njihovoj sposobnosti da
inhibiraju enzim ciklooksigenazu (COX), odnosno njegove izomere COX-1 i/ili COX-2
[137-139]. COX je enzim koji uestvuje u sintezi vaznih bioloskih medijatora
prostanoida, u koje spada prostaglandin. Prostaglandin E2 (PGE2) je proinflamatorni
agens i nastaje dejstvom COX-2 enzima. Inhibiranjem COX-2 enzima sprecava se
formiranje jedinjenja koja dovode do pojave inflamatorninh procesa u organizmu.
Mehanizam delovanja NSAIL-ova prikazan je na Slici 24.

NSAL-ovi se na osnovu mehanizma delovanja dele na dve grupe lekova: na
COX neselektivne ili klasi¢ne (aspirin, ibuprofen, diklofenak i sl.) i na COX-2
selektivne (oksaprozin, celekoksib, meloksikam i sl.). Jedinjenja koja pripadaju
neselektivnim lekovima inhibiraju i COX-1 enzim, uzrokujuci time ostecenja i iritaciju
organa gastrointestinalnalnog trakta, jer je upravo ovaj enzim ukljucen u fizioloske

funkcije zaStite sluznice zeluca [140,141]. Shodno tome, veliki istrazivacki napori
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usmereni su na razvoj novih COX-2 selektivnih jedinjenja ili sistema za kontrolisano
otpustanje ve¢ postoje¢ih COX inhibitornih jedinjenja kojima ¢e se spreciti njihovi

nezeljeni efekti ispoljeni na organima gornjeg dela gastrointestinalnog trakta [142].

ARAHIDONSKA KISELINA
(komponenta fosfolipida celijske membrane)

ciklooksigenaza - Inhibictja NSAIL-

VA |

cord “tox ‘
Prostaglandin Prostaglandin
T e , S
-—"_--—- : ' > —‘\‘ ,\/'
= . @ W
Inhibira lucenje Zeludaéne  refialna koagulacija Inflamacija

kxselmi; stiti mukus \'askv.x'farizaci)a trombocita (bol, temperatura, otok)

Ulceracija zadrzavanje Naivode Antikoagulant Apntiinflamator

Krvarenje Otok i povisen nivo K Analgetik

1% e > Antipiretik
Intersticijalni nefritis P

Slika 24. Mehanizam delovanja NSAIL-ova.

2.3.2. Nezeljeni efekti NSAIL-ova

Procene rasprostranjenosti nezeljenih efekata NSAIL-ova se u velikoj meri
razlikuju usled nedovoljno precizne definicije gastrointestinalnih poremecaja koje
izazivaju ovi lekovi, kao i razlike u starosti populacije pacijenata, vrsti kori§¢enog leka,
dozi 1 vremenskom periodu koriS¢enja. Pacijenti koji su duzi vremenski period na
terapiji NSAIL-ovima, u vecini slu¢ajeva imaju subepitelnu hemoragiju, sitne erozije i
Cesto dolazi do nastanka ulkusa [143,144]. Najve¢i deo ovih lezija (80 %) protice
asimptomatski [145]. Moguée su i teze komplikacije ulkusne bolesti kao Sto su
perforacija Zeluca, krvarenje i stenoza. Navedene komplikacije pogadaju do 5 % osoba
leGenih NSAIL-ovima godis$nje, ali je rizik za njihov nastanak kod pacijenata koji
koriste NSAIL-ove znatno veéi. Takode, rizik se povecava sa staro$¢u populacije koja
koristi NSAIL-ove. U grupi bolesnika starije dobi (najéesc¢i korisnici NSAIL-ova)
smrtni ishodi teskih komplikacija ulkusne bolesti su ¢eS¢i. Povecanom riziku su
izloZzene i osobe koje redovno uzimaju aspirin radi prevencije infarkta miokarda, oni

koji koriste antikoagulanse, kao i osobe koje uzimaju kortikosteroide. Problem ostecenja
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gastrointestinalnog trakta nije jedini koji prati dugotrajnu terapiju NSAIL-ovima.
Moguca su i ostecenja jetre, bubrega i drugih organa. Neki od nezeljenih efekata dejstva

NSAIL-ova ispoljeni na Zelucu prikazani su na Slici 25.

a) Erozija

Slika 25. Nezeljeni efekti NSAIL-0va ispoljeni na Zelucu: a) erozija, b) akutni ulkus,
¢) perforacija zida Zeluca, d) intenzivno krvarenje ulkusa, ) umereno krvarenje i

) ulkus koji ne krvari.

NSAIL-ovi mogu izazvati promene na bilo kom segmentu gastrointestinalnog
trakta, ali najpoznatije, najozbiljnije i najéesce fatalne komplikacije terapije NSAIL-
ovima su one koje nastaju na organima gornjeg dela gastrointestinalnog trakta
(dispepsija, ezofagitis, gastritis tip C, gastricne petehije, erozije, ulceracije, krvarenja i
perforacije). Na sluzokozi organa gornjeg dela gastrointestinalnog trakta NSAIL-ovi
izazivaju lokalne 1 sistemske promene. Mehanizmi nastanka ovih devijacija su razli€iti 1
medusobno nezavisni. Poznato je nekoliko objasnjenja mehanizma Stetnog delovanja
NSAIL-ova na gastrointestinalni trakt. Osnovni mehanizam Stetnog delovanja NSAIL-
Ova zasnovan je na inhibiciji sinteze zaStitnih prostaglandina E2 koji u sluznici Zeluca 1
duodenuma nastaju uz pomo¢ enzima COX-2. Medutim, pored ovog osnovnog
mehanizma Stetnog delovanja NSAIL-ova, poznati su i drugi mehanizmi direktnog i
indirektnog neZeljenog delovanja ovih lekova, koje je moguce prevazi¢i adekvatnom

formulacijom aktivne supstance.
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Mehanizam koji podrazumeva direktno nezeljeno delovanje NSAIL-ova na
gastrointestinalni trakt moZe se objasniti time $to su ve¢ina NSAIL-ova slabe kiseline
koje se akumuliraju znatno vise u segmentima i prostorima sa niskom vrednos¢u pH,
kao Sto su zeludac i sinovijalna tecnost zglobova pod upalnim procesom. Kako su
NSAIL-ovi kiseline, one u kiselom medijumu zeluda¢nog soka ne jonizuju vec
slobodno prelaze u ¢eliju preko ¢elijske membrane, a zatim u intracelularnom prostoru
disosuju i oslobadaju H" jone. Ova jedinjenja ostecuju éelije sluzokoZe Zeluca i ostalih
organa gornjeg dela gastrointestinalnog trakta tako S$to povecavaju propustljivost
¢elijske membrane 1 spreavaju sintezu bikarbonata i1 sluzi. Poznato je da sluz i
bikarbonati imaju funciju zastitne barijere sluzokoZe. NaruSavanjem sinteze sluzi 1
bikarbonata, Zeluda¢na kiselina i pepsin mogu nesmetano da ispolje svoje razarajuce
dejstvo na cCelije zeluca. Na taj nacin Zeludacna kiselina igra glavnu ulogu u oste¢enju
sluznice Zeluca i dvanaestopalaénog creva usled terapije NSAIL-ovima. Stoga je
razumljivo §to su inhibitori protonske pumpe koji blokiraju sintezu hlorovodoni¢ne
kiseline lekovi izbora u prevenciji i leCenju ovih oste¢enja [146]. NSAIL-ovi u tankom
crevu izazivaju promene koje se manifestuju gubitkom belancevina i blagom anemijom,
usled Cega u retkim slucajevima mozZe do¢i do hipoalbuminemije i edema. Kod
bolesnika sa hroni¢nim inflamatornim bolestima debelog creva mogu dovesti do teSkog
pogorsanja bolesti, bilo da se radi o divertikulitisu, kolitisu, ulceracijama, krvarenjima
ili perforacijama [145]. Nezeljeni efekti direktnog delovanja NSAIL-ova na organe
gornjeg dela gastrointestinalnog trakta se mogu prevazi¢i razvojem formulacije koja ¢e
spreciti otpuStanje NSAIL-ova u kiseloj sredini Zeluca. Polimerne pH-o0setljive matrice
predstavljaju odli¢ne kandidate za prevenciju nezeljenih efekata NSAIL-ova.

Mehanizam koji podrazumeva indirektno Stetno delovanje NSAIL-ova na gornji
deo gastrointestinalnog trakta zasniva se na tome da su neki od lekova iz grupe NSAIL-
ova formulisani kao prolek i za prelazak u aktivnu formu moraju prethodno da se
metabolicki aktiviraju u jetri, a potom se kao aktivna supstanca izlu¢uju preko zuéi u
duodenum. 1z duodenuma aktivna supstanca moze da se vrati bilijarnim
duodenogastri¢nim refluksom u Zeludac i1 da izazove oStec¢enja [146]. Nezeljeni efekti
nastali na opisan nacin se mogu prevazi¢i razvojem sofisticiranih formulacija koje ne

zahtevaju metabolicku aktivaciju leka.
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Poseban problem pri upotrebi NSAIL-ova, koji je takodje vazno naglasiti, je
velika dostupnost ovih lekova pacijentima koji ih vrlo ¢esto koriste i kombinuju ne
savetujuéi se sa lekarom ili farmaceutom o rizicima kojima se izlazu. Pored edukacije
opste populacije, lekara i farmaceuta o pravilnoj upotrebi NSAIL-0va, jedan od nac¢ina
za smanjenje rizika je razvoj novih, sofisticiranih formulacija NSAIL-ova kojima ¢e se

obezbediti efikasna i bezbedna terapija ovim lekovima.

2.3.3. Oksaprozin

Oksaprozin  (3-(4,5-difeniloksazol-2-il)propanska kiselina) pripada grupi
NSAIL-ova, Koristi se za leenje brojnih inflamatornih miSi¢no-skeletnih bolesti,
ukljucujuéi reumatoidni artritis, osteoartritis, upale tetiva, postoperativnih bolova zuba,
ankiloziraju¢i spondilitis i burzitis [147-150]. Ameri¢ka adminisracija za hranu i lekove
(Food and Drug Administration, FDA) odobrila je zvani¢nu upotrebu oksaprozina u
oktobru 1992. godine [151]. Povoljna hemijska i farmakokineti¢ka svojstva izdvajaju

oksaprozin od ostalih lekova iz iste klase jedinjenja i1 ¢ine ga jednim od najvise

upotrebljivanih NSAIL-ova u SAD [152].

2.3.3.1. Sinteza oksaprozina

Sinteza oksaprozina bazirana je na principu Dejvidsonove (Davidson) sinteze
oksazola [153]. Primenom ove metode, supstituisani oksazoli se dobijaju reakcijama
kondezacije O-acilaciloina sa amonijakom, amonijum-acetatom ili ureom. Mehanizam
Dejvidsonove sinteze prikazan je na Shemi 1 [158]. U reakciji benzoina (1) sa hloridom
ili anhidridom odgovaraju¢e kiseline dobija se O-acilaciloin (2), koji u reakciji sa
amonijum-acetatom u glacijalnoj siréetnoj kiselini kao proizvod daje odgovarajuci
derivat sa oksazolovim prstenom u svojoj osnovi (4). Intermedijer u ovoj reakciji je

aciloksienamin (3).
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Shema 1. Mehanizan Dejvidsonove sinteze [158].

Sinteza oksaprozina Dejvidsonovom metodom (Shema 1) prikazana je na Shemi
2. U prvom koraku sinteze, iz benzaldehida benzoinskom kondezacijom pri
odgovaraju¢im reakcionim uslovima u prisustvu katalizatora dobija se benzoin
(a-hidroksi keton) (5). Esterifikacijom anhidrida ¢ilibarne kiseline nastalim benzoinom
(5) dobija se O-acilacilion (hemisukcinat) (6), koji u reakciji sa amonijum-acetatom u
sir¢etnoj kiselini kao proizvod daje oksaprozin (7). Naknadnom prekristalizacijom iz

metanola dobija se oksaprozin visoke Cisto¢e u prinosu od 72 % u odnosu na benzoin

[154].
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Shema 2. Sinteza oksaprozina [158].
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2.3.3.2. Fizi¢ko-hemijska svojstva oksaprozina

Oksaprozin, bruto formule C1gH1sNO3 i molske mase 293 g mol™ je prah bele
do sivo-bele boje, karakteristicnog mirisa i temperature topljenja 162—163 °C. Umereno
se rastvara u alkoholu, u vodi je nerastvoran. Vrednost log P (koeficijent raspodele u
sistemu oktanol/voda) iznosi 3,7 pri fizioloskoj vrednosti pH = 7,40. Vrednost pK, u
vodi iznosi 4,3, a biolosko poluvreme raspada jedinjenja je 54,9 h [155,158].

Oksaprozin je nerastvorna i visoko permeabilna aktivna supstanca i kao takav
pripada klasi 1l Biofarmaceutskog Kklasifikacionog sistema (BCS) [156]. Aktivne
supstance koje pripadaju klasi II BCS predstavljaju poseban izazov brojnih nauc¢nih
istraZivanja u oblasti razvoja njihovih farmaceutskih formulacija.

Specifiéno svojstavo molekula oksaprozina je i njegova sposobnost da gradi
dimere. Geometrijska interpretacija monomerne strukture oksaprozina, odredena
pomoc¢u B3LYP i HF teoretskih modela koriste¢i 6-31G (d, p) osnovni set, prikazana je
na Slici 26 [157].

Slika 26. Optimizovana struktura oksaprozina dobijena koris¢enjem

B3LYP/6-31G (d, p) modela [157].

Pored geometrije monomera, odredeni su i molekularni geometrijski parametri
dimera oksaprozina primenom iste metode (B3LYP/6-31G (d, p) model) i njegova
optimizovana struktura prikazana je na Slici 27. Struktura dimera nastaje
uspostavljanjem intermolekulske vodoni¢ne veze preko kiseonika iz karboksilnih grupa

monomera molekula oksaprozina. Izracunata vrednost duzina vodoni¢nih veza iznosi

0,2721 nm [157].
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Slika 27. Optimizovana struktura dimera oksaprozina dobijena kori§¢enjem
B3LYP/6-31G (d, p) modela [157].

Pored geometrijske strukture monomera i dimera oksaprozina, predstavljen je
3D prikaz za HOMO i LUMO orbitale ispitivanog molekula dobijene primenom HF/6-
31G (d, p) modela (Slika 28). Najvise popunjene molekulske orbitale (HOMO) i najnize
nepopunjene molekulske orbitale (LUMO) uglavhom su lokalizovane na oksazolovom

prstenu i t-vezama fenilnih jezgara molekula oksaprozina [157].

¢
Slika 28. 3D prikaz za a) HOMO i b) LUMO molekulske orbitale kod oksaprozina

[157].

2.3.3.3. Mehanizam delovanja i neZeljeni efekti oksaprozina

Osnovni mehanizam antiinflamatornog i analgetskog delovanja oksaprozina
zasnovan je na njegovoj sposobnosti selektivne inhibicije COX-2 enzima. Pored ovog
osnovnog mehanizma delovanja oksaprozina, potvrdeni su i drugi mehanizmi koji su u

potpunosti nezavisni od COX-2 inhibicije [159]. Povoljnom antiinflamatornom efekatu
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oksaprozina doprinosi i njegov izrazeniji afinitet akumulacije u inflamiranoj sinoviji u
poredenju sa nivoom akumulacije u plazmi i sinovijalnoj te¢nosti.

Specifi¢na svojstva oksaprozina ga Cine ¢eS¢e primenjivanim lekom u terapiji
inflamatornih oboljenja u poredenju sa ostalim NSAIL-ovima, kao §to su: aspirin,
naproksen, indometacin i fenilbutazon. Prednost oksaprozina se najpre ogleda u
njegovoj sposobnosti selektivne COX-2 inhibicije ¢ime se smanjuje moguénost
gastrointestinalnih iritacija 1 neZeljenih efekata u poredenju sa ostalim lekovima iz iste
klase. Pored toga, oksaprozin karakteriSe 1 dobra komplijansa kod pacijenata usled
oralnog doziranja u jednodnevnom rezimu [160,161]. Navedene prednosti svrstavaju
oksaprozin u jedan od najviSe upotrebljivanth NSAIL-ova [152]. Medutim, pored
brojnih povoljnih efekata terapije oksaprozinom, zabeleZeni su i brojni slucajevi sa
nezeljenim efektima. Najces¢i nezeljeni efekti terapije  oksaprozinom su
gastrointestinalne komplikacije, disfunkcija bubrega, hipersenzitivnost, komplikacije
kod astmaticara, oSteCenja jetre, hipertenzija, pojava tromba, sr€ana insuficijencija,
infarkt miokarda [161,162]. Vecina navedenih komplikacija nastaje asimptomatski.
Medu navedenim nezeljenim efektima oksaprozina, najozbiljnije su komplikacije koje
nastaju na organima gornjeg dela gastrointestinalnog trakta (ulceracije, krvarenje,
perforacije). Mehanizam nastanka ozbiljnih oSteCenja organa gornjeg dela
gastrointestinalnog trakta se moze objasniti time da u kiseloj sredini zeluca molekuli
oksaprozina prolaze kroz celijsku membranu i u intracelularnom prostoru disosuju,
oslobadaju¢i H jone. Na ovaj na¢in propustljivost ¢elijske membrane postaje veéa, a
nastali H" joni spre¢avaju sintezu bikarbonata i sluzi koji imaju ulogu zastite sluzokoze.
Naru$avanje sinteze bikarbonata i sluzi omogucava zeludac¢noj kiselini i pepsinu da
ispolje svoje razarajuc¢e dejstvo i time dodatno oStete celije organa gornjeg dela
gastrointestinalnog trakta. Prevencija nezeljenih efekata oksaprozina na organe gornjeg
dela gastrointestinalnog trakta moze se obezbediti razvojem formulacije oksaprozina
koja ¢e onemoguciti njegovo otpustanje u segmentima gornjeg dela gastrointestinalnog
trakta.

2.3.3.4. Farmaceutske dozne forme oksaprozina

Terapija oksaprozinom podrazumeva njegovu oralnu primenu i na taj nacin se

apsorbuje 95 % oksaprozina. Hrana moze da utice na stepen apsorpcije, ali ne u znatnoj
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meri. Oksaprozin se metaboliSe u jetri i skoro u potpunosti eliminiSe metabolickim
putevima.

Dozne forme oksaprozina koje su trenutno dostupne na trziStu su tablete i
obloZene tablete, ja¢ine 600 mg. UobiCajena dnevna doza oksaprozina je 600 ili 1200
mg, maksimalna dnevna doza je 1800 mg [163]. Ukupna dnevna doza se moze podeliti
na nekoliko manjih dnevnih doza ukoliko je kod pacijenta primeéena netolerancija na
celokupnu dnevnu dozu oksaprozina aplikovanu u jednokratnom rezimu.

Brojni ozbiljni nezeljeni efekti terapije oksaprozinom, kao i1 Cesto dugacak
vremenski period medikacije ovim lekom (zbog prirode bolesti), ukazuju na
neophodnost razvoja formulacije za kontrolisano otpustanje oksaprozina kojom ¢e se
prevazi¢i navedeni nedostaci njegove konvencionalne dozne forme. Jedinstvena
svojstva ,,inteligentnih® hidrogelova ¢ine ih potencijalnim kandidatima za izradu

efikasnih sistema za kontrolisano otpustanje oksaprozina.
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3.

EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Sinteza hidrogelova na bazi 2-hidroksialkil akrilata i itakonske
kiseline

3.1.1. Materijali

Za sintezu hidrogelova kori$éeni su slede¢i monomeri:

7
A X4

>

2-hidroksietil akrilat (HEA, Sigma Aldrich, 96,0 %), bruto formule CsHgO3, molske
mase 116,12 g mol™, je bezbojna do bledo-zute boje te¢nost. Rastvara se u vodi i
organskim rastvaradima. Gustina ovog monomera je 1,011 g cm™ (na 25 °C), a
temperatura kljucanja 190-192 °C [164]. Strukturna formula 2-hidroksietil akrilat-a
je prikazana na Slici 29.

Hos. )
Slika 29. Strukturna formula 2-hidroksietil akrilat-a.

2-hidroksipropil akrilat (HPA, Sigma Aldrich, 97 %), bruto formule CgH10s3,
molske mase 130,145 g mol™, je bezbojna te¢nost. Rastvara se u vodi i organskim
rastvara¢ima. Gustina ovog monomera je 1,049 g cm*, a temperatura kljucanja je
205-207 °C [165]. Strukturna formula 2-hidroksipropil akrilat-a je prikazana na
Slici 30.
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Slika 30. Strukturna formula 2-hidroksipropil akrilat-a.

Itakonska kiselina (1K, Fluka, 99,6 %), bruto formule CsHgO4, molske mase 130,10
g mol™, je prah kristalno bele boje, temperature topljenja 162—-164 °C i gustine
1,63 g cm ™ [166,167]. IK je nezasi¢ena dikarbonska kiselina, koja je po strukturi
slicna akrilnoj 1 metakrilnoj kiselini (Slika 31). Konstante disocijacije karboksilnih

grupa itakonske kiseline su pKa1=3,85 i pK;,=5,45. Itakonska kiselina ima dvostruku
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vezu u konjugovanom polozaju prema karboksilnoj grupi i metilensku grupu koja je

aktivirana drugom karboksilnom grupom.

) b CH, 0] ——COOH

HZC— HZCZ H?_C:

COOH COOH COOH
Slika 31. Strukturna formula a) akrilne kiseline, b) metakrilne kiseline i c) itakonske

kiseline.

Pored prethodno navedenih monomera, za sintezu hidrogelova koriS¢ene su 1
slede¢e komponente:
% Inicijator - kalijum persulfat (KPS, Fluka, 99,99 %), bruto formule K;S,0g, molske
mase 270,32 g mol ™, je bela kristalna supstanca rastvorna u vodi [168]. Koristi se za
sintezu kopolimernih hidrogelova. Strukturna formula kalijum persulfat-a je

prikazana na Slici 32.
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Slika 32. Strukturna formula kalijum persulfat-a.
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% Ubrziva¢ - N,N,N',N'-tetrametiletilen diamin (TEMED, Aldrich, 99 %), bruto
formule CgH1sN,, molske mase 116,20 g mol™, je Zuckasta tecnost neprijatnog i
o$trog mirisa, rastvorna u vodi [168]. Strukturna formula N,N,N',N'-tetrametiletilen

diamin-a je prikazana na Slici 33.
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Slika 33. Strukturna formula N,N,N',N'—tetrametiletilen diamin-a.
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s UmreZivaé - etilen glikol dimetakrilat (EGDMA, Aldrich, 98 %), bruto formule
CioH1404, molske mase 198,22 g mol™ je bezbojna te¢nost, nerastvorna u vodi

[168]. Strukturna formula etilen glikol dimetakrilat-a je prikazana na Slici 34.
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Slika 34. Strukturna formmula etilen glikol dimetakrilat-a.

3.1.2. Sinteza hidrogelova

Sinteze dve serije hidrogelova su izvedene radikalnom polimerizacijom na
50 °C, tokom 24 h. Prvu seriju hidrogelova ¢ine hidrogelovi na bazi 2-hidroksietil
akrilata 1 itakonske kiseline (P(HEA/IK)), dok drugu seriju ¢ine hidrogelovi na bazi
2-hidroksipropil akrilata i itakonske kiseline. (P(HPA/IK)). U obe serije hidrogelova
variran je udeo itakonske kiseline (0,0; 2,0; 3,5; 5,0 i 7,0 mol % IK). U skladu sa
udelom IK, hidrogelovi su obelezeni na slede¢i na¢in: hidrogelovi na bazi 2-hidroksietil
akrilata i itakonske kiseline - PHEA, P(HEA/2IK), P(HEA/3.51K), P(HEA/5IK) i
P(HEA/7IK), dok su hidrogelovi na bazi 2-hidroksipropil akrilata i itakonske kiseline po
istom principu obeleZeni slede¢im oznakama - PHPA, P(HPA/2IK), P(HPA/3.51K),
P(HPA/5IK) i P(HPA/7IK).

Koli¢ine svih reaktanata potrebnih za sintezu hidrogelova prikazane su u Tabeli
2. Odmerene koli¢ine monomera su rastvorene u smesi etanol/voda, dok je inicijator
rastvoren u vodi. Rastvorene komponente su pomesane, dodata je odmerena koli¢ina
umrezivaca, zatim je reakciona smeSa degazirana u atmosferi azota u trajanju od 15
minuta. Po zavrSetku degazacije, dodata je odmerena koli¢ina ubrzivaca i reakciona
smeSa je izlivena izmedu dve staklene ploce oivicene PVC crevom. Po zavrSetku
reakcije polimerizacije, dobijeni hidrogelovi su seceni u diskove pre¢nika 10 mm i
debljine 2 mm. Diskovi su potpoljeni u destilovanu vodu u cilju uklanjanja eventualnih
neproreagovalih rezidua. Destilovana voda je svakodnevno menjanja tokom sedam
dana. Nakon toga, diskovi su izvadeni iz destilovane vode i1 suSeni na sobnoj
temperaturi do konstantne mase. Suvi uzorci su bili precnika 5 + 1 mm i debljine 1 + 0,5

mm.
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Tabela 2. Koli¢ine reaktanata potrebne za sintezu P(HEA/IK) i P(HPA/IK) hidrogelova.

PHEA/ P(HEARIK)/ P(HEA/35IK)/ P(HEA/SIK) P(HEA/TIK)/
PHPA P(HPA/2IK) P(HPA/3.51K) P(HPA/5IK)  P(HPA/7IK)

HEA/HPA () 1,000 0,980 0,965 0,950 0,930
IK (g) 0,000 0,020 0,035 0,050 0,070
KPS (g) 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
EGDMA (g) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
TEMED (g) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

3.2. Sinteza aktivne supstance

3.2.1. Materijali

Za sintezu oksaprozina koris¢ene su sledece hemikalije: benzoin, C14H120-, p.a.
(Fluka, Switzerland); ¢ilibarna kiselina, C4HgO4, p.a. (Fluka, Switzerland); amonijum-
acetat, CH3COONH,4, p.a. (Fluka, Switzerland); natrijum-karbonat, Na,COs;, p.a.
(Fluka, Switzerland);

Svi reagensi korisS¢eni su bez dodatnog precisavanja. Osim navedenih
hemikalija u ¢vrstom stanju, koriS¢eni su i razli¢iti organski rastvaraci: metanol, dietil

etar, glacijalna siréetna kiselina 1 svi su bili p.a. ¢istoce.

3.2.2. Sinteza oksaprozina i njegovih derivata

Oksaprozin (OXA) je sintetisan prema postupku opisanom u literaturi [154,158]
(Shema 2). U prvoj fazi sinteze, reakciona smesa benzoina (21,2 g) i anhidrida ¢ilibarne
kiseline (10,0 g) zagrevana je 6 h na temperaturi od 120 °C. Nakon hladenja do sobne
temperature proizvod je rastvaran u etru, a zatim ekstrahovan rastvorom natrijum-
karbonata. Osnovni sloj je ispiran etrom, a zatim zakiSeljen koncentrovanom
hlorovodoni¢énom kiselinom. Dobijeni proizvod u formi ulja ekstrahovan je etrom,
potom ispran vodom i suSen preko no¢i magnezijum-sulfatom. Uparavanjem rastvaraca
dobijen je Zeljeni hemisukcinat kao polazni reagens za slede¢u fazu.

U drugoj fazi sinteze 15 g hemisukcinata i amonijum-acetata je rastvoreno u 100
ml glacijalne sircetne kiseline. Reakciona smesa je zagrevana uz refluks 1,5 h. Nakon

hladenja do sobne temperature, rastvor je izliven u visestruko ve¢u zapreminu vode Sto
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je dovelo do formiranja taloga. Nastali talog je izdvojen cedenjem na vakuumu, ispran
vodom i prekristalisan iz metanola [158].

Pored aktivne supstance — oksaprozin, za ispitivanje efikasnosti primene
sintetisanih hidrogelova kao polimernih matrica za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci, kori§¢eni su i derivati oksaprozina. U tu svrhu su koris¢eni kompleksi
prelaznih metala (Ni(Il) i Zn(Il)) sa oksaproznom, kao potencijalno bioloski aktivne
supstance sa antiproliferativnim efektom [195]. Postupak sinteze derivata osaprozina,
Ni(ll) i Zn(I1) kompleksa sa oksaprozinom, prikazan je na Shemi 3.
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Shema 3. Sinteza: a) Ni(ll) i b) Zn(11) kompleksa sa oksaprozinom (R-ligand OXA)
[158].

3.3. Ugradnja aktivne supstance u hidrogelove

Ugradnja aktivne supstance u sintetisane hidrogelove je izvrSena metodom
difuzije. Za svaki uzorak hidrogela je napravljen rastvor aktivne supstance (5 % aktivne
supstance u odnosu na ukupnu masu suvog gela u 10 ml pufera pH 8,00 — za
oksaprozin, odnosno u 10 ml smese dimetilsulfoksid/puffer pH 8,00 — za derivate
oksaprozina). Suvi uzorci gelova su potopljeni u 10 ml rastvora aktivne supstance i
ostavljeni su da bubre tokom 48 h, kako bi se aktivnoj supstanci obezbedilo dovoljno
vremena da difunduje u polimernu mrezu. Nakon toga, uzorci su izvadeni iz rastvora
leka i suSeni na sobnoj temperaturi do konstantne mase 1 dalje koriS¢eni u
eksperimentima karakterizacije hidrogelova, kao i za ispitivanje otpustanja aktivne
supstance.
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3.3.1. Efikasnost ugradnje aktivne supstance

Efikasnost ugradnje aktivne supstance (E) u sintetisane hidrogelove izracunata je

primenom slede¢e formule [169,170]:

sadr zaj leka u hidrogelu

E (%) = X 100 8)

teorijski sadrzaj leka

gde je: sadrzaj leka u hidrogelu - izraunat kao razlika mase leka u pocetnom
rastvoru iz koga se vrSila ugradnja aktivne supstance i mase leka preostale u istom
rastvoru nakon ugradnje; teorijski sadrzaj leka je masa leka u pocetnom rastvoru.
Koncentracije leka u rastvoru pre i nakon ugradnje su izmerene pomoc¢u UV-Vis
spektrofotometra (Shimadzu UV/Vis Spectrophotometer UV-1800) merenjem

apsorbance na A=284 nm za oksaprozin | njegove derivate.

3.4. Karakterizacija hidrogelova pre i posle ugradnje aktivne
supstance

3.4.1. Ispitivanje bubrenja hidrogelova

Bubrenje cistih hidrogelova, kao 1 hidrogelova sa ugradenom aktivhom
supstancom je praceno gravimetrijski. Hidrogelovi osuseni do konstantne mase su
potopljeni u 15 ml pufera odredene pH vrednosti U odredenim vremenskim
intervalima, uzorci su vadeni iz pufera, filter papirom je pazljivo uklonjen viSak pufera
sa povrSine uzorka i merena je masa nabubrelog hidrogela. Stepen bubrenja (q:) je

racunat primenom sledece jednacine:
m; —Mg
O =—— 9

gde su: m;- masa nabubrelog gela u vrement t i m,— masa suvog gela.

Ravnotezni stepen bubrenja (Qe) je izraGunat prema slede¢oj jednacini [171,172]:

° (10)

gde je me masa hidrogela u stanju ravnoteze.
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3.4.1.1. Ispitivanje pH i temperaturne osetljivosti

U cilju ispitivanja pH i temperaturne osetljivosti sintetisanih hidrogelova, kao i
uticaja ugradene aktivne supstance na njihovo ,,inteligentno* ponasanje, proces bubrenja
je pracen u puferima fizioloSkog opsega pH vrednosti (pH: 2,20; 3,85; 4,50; 5,45; 6,20;
6,80; 7,40 i 8,00) kao i u temperaturnom opsegu od 30 do 50 °C. Uporedivanjem
dobijenih rezultata, utvrden je uticaj hemijskog sastava hidrogela kao i tipa ugradene
aktivne supstance na pH i temperaturnu osetljivost sintetisanih hidrogelova.

3.4.1.2. Ispitivanje reverzibilnog ponasanja pri bubrenju hidrogelova

Reverzibilno ponasanje sintetisanih hidrogelova pri bubrenju ispitano je
pracenjem bubrenja hidrogelova pri variranim uslovima pH 1 temperature. Suvi
hidrogelovi potpoljeni su najpre u pufer pH vrednosti 7,40 i ostavljeni da bubre do
ravnoteze. Nakon dostizanja ravnoteZznog stanja uzorci su prebaceni u pufer pH
vrednosti 2,20 i praceno je njihovo bubrenje do ponovnog dostizanja ravnoteze. Ciklus
je ponovljen dva puta na 37 °C. Temperaturna reverzibilnost je ispitana pracenjem
bubrenja hidrogelova najpre u medijumu temperature 37 °C do dostizanja ravnoteznog
stanja, a zatim su uzorci prebaceni u medijum temperature 40 °C. Ciklus je ponovljen

dva puta u puferu pH 7,40.

3.4.1.3. Ispitivanje bubrenja u simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta

Imajué¢i u vidu namenu sintetisanih hidrogelova kao sistema za kontrolisano
otpustanje aktivnih supstanci za oralnu primenu, svojstva bubrenja sintetisanih
hidrogelova bez i sa ugradenom aktivnom supstancom pracena su u simuliranim pH
uslovima gastrointestinalnog trakta. Suvi uzorci su najpre potopljeni u pufer pH
vrednosti 2,20 i praceno je njihovo bubrenje u periodu od 2 h, §to odgovara pH
vrednosti 1 vremenu zadrzavanja u zelucu. Nakon toga uzorci su prebaceni u pufer pH
vrednosti 6,80 i prac¢eno je njihovo bubrenje u toku 6 h §to simulira pH vrednost i vreme
prolaska kroz tanko crevo. Na posletku, bubrenje hidrogelova je praceno u puferu pH
8,00 u toku 12 h S§to simulira pH uslove i vreme prolaza kroz donji deo
gastrointestinalnog trakta. Stepen bubrenja hidrogelova u simuliranim uslovima

gastrointestinalnog trakta pracen je na 37 °C.
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3.4.1.4. Odredivanje kinetickih parametara bubrenja

U cilju ispitivanja difuzionih svojstava Cistih i hidrogelova sa ugradenom
aktivnom supstancom izracunati su kineti¢ki parametri bubrenja primenom jednacine 7.
Logaritamski oblik ove jednacine je koriS¢en za izraCunavanje vrednosti parametara n i
k (iz nagiba i odsecka linearnog dela krive dobijene iz podataka bubrenja) [173].
Difuzioni koeficijent D je izracunat na osnovu dobijenih vrednosti parametra K i n,
primenom sledece jednacine [174]:

|2
16

D=kV"z (11)

gde su: | debljina uzorka, n — difuzioni eksponent, k — kineticka konstanta bubrenja.

3.4.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FT-1C)

Strukturna analiza sintetisanih  hidrogelova izvrSena je infracrvenom
spektroskopijom sa Furijeovom transformacijom (FT-IC). Suvi uzorci ¢istih gelova, kao
1 gelova sa ugradenom aktivhom supstancom su usitnjeni, pomeSani i spraseni sa
kristalnim kalijum bromidom (Merck, spektroskopske Ccisto¢e) u odnosu 1:100 1
komprimovani u providne diskove pomoc¢u vakuum prese (Pressure gage, Shimadzu).
Apsorpcioni spektri su snimljeni na FT-I1C spektrometru (BOMEM Michelfan MB-102)
u oblasti talasnih brojeva od 4000 — 500 cm™*.

3.4.3. Skenirajuéa elektronska mikroskopija (SEM)

Morfologija sintetisanih hidrogelova kao i uticaj ugradene aktivne supstance na
njihovu morfologiju ispitivani su skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM).
Ispitivanja su izvedena na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu JEOL JSM-5800
LV. Uzorci su prethodno liofilizovani upotrebom Modulyo Freeze Dryer System
Edwards uredaja. Da bi se izbegle deformacije prilikom loma, liofilizovani uzorci su
potapani u tecni azot. Tako tretirani uzorci su zatim polomljeni 1 stavljeni u naparivac
JEOL JEE-SS vacuum evaporator. Nakon naparavanja tankim slojem legure zlato-

paladijum (15/85) uzorci su preneti u mikroskop gde je posmatrana njihova morfologija.
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3.4.4. Diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC)

Termicka svojstva sintetisanih hidrogelova kao 1 uticaj sastava hidrogela i
ugradene aktivne supstance na termicka svojstva, ispitivani su upotrebom diferencijalne
skeniraju¢e kalorimetrije (DSC). Ispitivanje je izvedeno na uredaju TA Instruments
DSC Q2000 system. Svi uzorci hidrogelova su pre snimanja bili dodatno suSeni u
trajanju od 24 h na 40 °C. DSC krive su snimljene u atmosferi azota
(protok 50 ml min™) pri brzini zagrevanja od 20 °C min . Ispitivanje je izvrieno u dva
(zagrevanje/hladenje) ciklusa u temperaturnom opsegu od —50 do 150 °C kako bi se
uklonila eventualna zaostala vlaga. Temperatura ostakljivanja (Tq) je odredena kao
srednja vrednost izmedu pocetka 1 kraja promene nagiba (fazne transformacije) dobijene
DSC krive.

3.4.5. Ispitivanje naelektrisanja povrsine hidrogelova (PZC)

Ispitivanje naelektrisanja povrSine Cistih hidrogelova kao i hidrogelova sa
ugradenom aktivhom supstancom izvedeno je metodom odredivanja tacke nultog
naelektrisanja (pHpzc) povrsine hidrogela [175]. Odredivanje pHpzc je izvrSeno tako Sto
je u erlenmajere od 100 ml dodato po 40 ml rastvora 0,1 M KNOj3 ¢ija je pocetna
vrednost pH (pHo) podesena izmedu 2,0 i 12,0 dodatkom 0,1 M HNOg ili 0,1 M NaOH.
Suvi hidrogelovi su potopljeni u pripremljene rastvore, erlenmajeri su zatvoreni i
obezbedeno je mesanje na magnetnoj mesalici (brzinom 50+1 rmp) u periodu od 48 h
kako bi hidrogelovi dostigli ravnotezno stanje. Nakon toga, uzorci su izvadeni 1
izmerena je krajnja pH vrednost rastvora (pHy). Graficki je prikazana zavisnost razlike
izmedu pocetne i krajnje pH vrednosti rastvora (ApH=pHo — pHy) (y-osa) i pocetne
vrednosti pH rastvora (pHo) (x-osa). Tacka preseka dobijene krive i x-0se predstavlja
tacku nultog naelektrisanja ispitivanog uzorka (pHpzc) i to je vrednost pH na kojoj je
koli¢ina pozitivnog naelektrisanja jednaka koli¢ini negativnog naelektrisanja na povrsini
uzorka. U zavisnosti od pH vrednosti okolnog medijuma, naelektrisanje povrsine uzorka
¢e imati negativnu vrednost kada je pH>pHpzc, pozitivhu vrednost kada je pH<pHpzc,
dok je na vrednosti pH=pHpzc povrsina uzorka neutralna, odnosno koli¢ine pozitivnog i

negativnog naelektrisanja su izjednacene [176].
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3.5. In vitro ispitivanje otpustanja oksaprozina i njegovih derivata

In vitro ispitivanje otpustanja aktivne supstance iz sintetisanih hidrogelova
izvedeno je u aparaturi sa rotiraju¢om korpicom u medijumima razli¢itih pH vrednosti
(pH 2,20 i 7,40), kako bi se ispitalo pH-zavisno otpustanje. Diskovi hidrogelova sa
ugradenom aktivnom supstancom su postavljeni u rotiraju¢e korpice i potopljeni u 10
ml medijuma za otpustanje. Kao medijumi za otpustanje oksaprozina koriséeni su pufer
pH 2,20 (simulira uslove u zelucu) i pufer pH 7,40 (fizioloska pH, simulira pH uslove u
donjem delu gastrointestinalnog trakta), dok je otpustanje derivata oksaprozina pra¢eno
u puferu pH vrednosti 2,20 1 smeSi dimetilsulfoksid/pufer pH vrednosti 7,40, na 37 °C.
Brzina rotiranja korpice je 50 + 1 rpm. Koli¢ina otpustene aktivne supstance je izmerena
upotrebom UV-Vis spektrofotometra (Shimadzu UV/Vis Spectrophotometer UV-1800)
merenjem apsorbance medijuma za otpustanje u odredenim vremenskim intervalima, na
talasnoj duzini 284 nm, koja je karakteristicna za oksaprozin i njegove derivate.
Koncentracija otpustene aktivne supstance je izraCunata upotrebom kalibracione Kkrive
dobijene merenjem apsorbance rastvora aktivne supstance poznatih koncentracija. Svi

eksperimenti otpustanja su uradeni u triplikatu.

3.5.1. Primena razli¢itih modela na podatke dobijene otpuStanjem aktivnih

supstanci iz sintetisanih hidrogelova

U cilju analiziranja procesa otpustanja aktivne supstance, eksperimentalno
dobijeni podaci otpustanja prvih 60 % aktivne supstance iz sintetisanih hidrogelova,
analizirani su primenom: Higuci, Ritger-Pepas, Pepas-Sahlin i Pepas-Sahlin (m=0,5)

modela. Kori§¢eni modeli su prikazani u Tabeli 3.
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Tabela 3. Higudi, Ritger-Pepas, Pepas-Sahlin i Pepas-Sahlin (m=0,5) modeli koris¢eni
za analizu mehanizma transporta molekula aktivne supstance za PHEA, P(HEA/IK),
PHPA i P(HPA/IK) hidrogelove.

Model Jednadina Parametri

1. Higu¢i model — opisuje

Fikovu difuziju aktivne f= kHtl/Z (12) gde je f frakcija otpuStene aktivne supstance, ky je
supstance [177]: kineticka konstanta i t je vremenski period
otpustanja.
2. Ritger-Pepas model gde je f frakcija otpustene aktivne supstance, k; je
f=lkqt" (13)

kineticka konstanta, t je vremenski period otpustanja

i n je difuzioni eksponent.

3. Pepas-Sahlin model,
uklju¢uje i Fikovu Prvi deo ove jednacine se odnosi na Fikovu difuziju,
L i f=kit™ + k,t>™ (14) ) i . ) )
difuziju i Slucaj 1I dok se drugi deo odnosi na relaksaciju polimernih
transporta [178]: lanaca kao mehanizme transporta aktivne supstance.
4. Pepas-Sahlin model gde gde je f frakcija otpustene aktivne supstance, K; i k;
. — 1/2 L . .
jem=0,5 f=hkt’" + Rkt (18) gy kineticke konstante, t je vreme otpustanja.

Na osnovu izracunatih vrednosti parametara k; i k, dobijenih primenom
jednacine 14 na eksperimentalne podatke ispitivanja otpuStanja aktivnih supstanci iz
sintetisanih hidrogelova, izracunat je odnos relaksacije (R) i Fikovog doprinosa (F)

primenom sledece formule:

R_ky v
F_kl x1 (16)

Eksperimentalni podaci su analizirani nelinearnom regresijom metodom
najmanjih kvadrata. Suma najmanjih kvadrata (Sum of the squered residuals, SSR) i
Akaike Informacioni Kriterijum (Akaike Information Criterion, AIC) su izraCunati
primenom navedenih modela na podatke dobijene ispitivanjem otpustanja aktivnih
supstanci iz sintetisanih hidrogelova. Model kojim su dobijene najmanje vrednosti AIC
najoptimalnije opisuje mehanizam otpusStanja aktivne supstance iz sintetisanih
hidrogelova [179].
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Hidrogelovi na bazi 2-hidroksietil akrilata i itakonske kiseline kao polimerne

matrice za kontrolisano otpustanje oksaprozina

Serija hidrogelova na bazi 2-hidroksietil akrilata i itakonske kiseline uspesno je
sintetisana polimerizacijom preko slobodnih radikala na 50 °C, tokom 24 h (Shema 4).
Monomer 2-hidroksietil akrilat je izabran kao strukturni analog detaljno ispitanog i
opsezno primenjivanog (posebno u biomedicini i farmaciji) monomer - 2-hidroksietil
metakrilat-a. U cilju ispitivanja uticaja sastava hidrogelova na njihovu morfologiju,
termi¢ka svojstva, ponasenje pri bubrenju i otpusStanju aktivne supstance, udeo

itakonske kiseline u sintetisanim hidrogelovima je variran.

o)
l o o
HC OH o OH
\/\O/\/ HO

HEA

+

Shema 4. Sinteza hidrogelova na bazi 2-hidroksietil akrilata i itakonske kiseline.

Nezasi¢ena dvostruka veza u molekulu itakonske kiseline omogucava izvodenje
reakcije polimerizacije, a dve karboksilne grupe omogucavaju reakcije esterifikacije.
Prisustvo karboksilnih grupa u polimernom materijalu uti¢e na hidrofilnost i pH-

osetljivost materijala. Ova svojstva €ine itakonsku kiselinu 1 njene derivate atraktivnim
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komponentama u brojnim nau¢nim istrazivanjima iz oblasti sinteze novih funkcionalnih
materijala. Pored toga, na znacajnu atraktivnost itakonske kiseline utiCe i njeno
industrijsko dobijanje bazirano na procesu fermentacije skroba ili melase, delovanjem
gljivica Aspergillus terreus ili Aspergillus itaconicus. Zahvaljuju¢i jedinstvenim
svojstvima itakonska kiselina i njeni derivati imaju Siroku primenu u proizvodnji
lekova, insekticida, povrSinski aktivnih materija, sintetickih vlakana, sredstava za

plastifikovanje itd.

4.1.1. Strukturna svojstva PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova

FT-IC spektroskopska analiza je koriS¢ena kako bi se utvrdila hemijska struktura
sintetisanih hidrogelova, kao i priroda formiranih veza. Ugradnja aktivne supstance -
oksaprozin, je takode analizirana FT-IC spektroskopijom. Dobijeni FT-1C spektri
PHEA, P(HEA/2IK) i P(HEA/7IK) hidrogelova, kao i PHEA, P(HEA/2IK) i
P(HEA/71IK) hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom su prikazani na Slici 35.

— o /) ; \._—— PHEA
i 54 V<VW~ OXA/PHEA
p\V / 1597 v(C=N)
N 1729 v(C=0)
3447 v(C=C
3 \((/3) S A PHEARIY)
R Vo' "/ OXA/P(HEA/2IK)
\/ / 1599 v(C=N)
R Y 1737 ¥(C=0)
iy, SBICO——4 & NN A — PHEA/TIK
A\ A\ A \AJ Wand =B ( ﬂ)
\ /N N —— OXA/P(HEA/7IK)
/ 1595 v(C=N)
Y 1739 v(C=0)

3430 v(C-0)

I . T T T g T ® T . T % T k T J 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Talasni broj (cm™)

Slika 35. FT-IC spektri PHEA, P(HEA/2IK) i P(HEA/7IK) hidrogelova i PHEA,
P(HEA/2IK) i P(HEA/7IK) hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom.

FT-IC spektar PHEA hidrogela pokazuje sledece karakteristicne pikove: pik
—OH grupe na 3447 cm ™, pik na 1729 cm™* ukazuje na vibracije karbonilne C=0 grupe
i pik za alifati¢ne C—H vibracije u opsegu od 3000 — 2900 cm . Intezivniji pikovi C=0
grupe na talasnom broju 1737 cm’ prikazani na spektrima P(HEA/2IK) i
OXA/P(HEA/2IK), kao i na 1739 cm ™ na spektrima P(HEA/7IK) i OXA/P(HEA/7IK)
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hidrogelova poti¢u od vibracija dodatnih C=O grupa itakonske kiseline i oksaprozina.
FT-IC spektri P(HEA/2IK) i P(HEA/7IK) hidrogelova pokazuju Siroku apsorpcionu
traku u oblasti 3700 — 3100 cm* §to odgovara O—H vibracijama karboksilnih grupa
itakonske kiseline [180]. Pikovi na 1597, 1599 i 1595 cm™ prikazani na spektrima
OXA/PHEA, OXA/P(HEA/2IK) i OXA/P(HEA/7IK) uzoraka poticu od istezanja C=N
veze oksaprozina i potvrduju uspes$nu ugradnju oksaprozina u sintetisane PHEA i
P(HEA/IK) hidrogelove [157].

4.1.2. Morfologija PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova

Morfologija sintetisanin PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova kao i uticaj ugradenog
oksaprozina na njihovu morfologiju, ispitivani su skeniraju¢om elektronskom
mikroskopijom. U cilju dobijanja jasnije slike o morfologiji ispitivanih uzoraka

analizirana je morfologija povrSine kao i poprecnog preseka uzorka. Dobijeni SEM

mikrografi su prikazani na Slikama 36 i 37.

a)

100 ‘pm

50 ;1m

Slika 36. SEM mikrografi povrsine a) PHEA, b) P(HEA/7IK), ¢c) OXA/PHEA i
d) OXA/P(HEA/7IK) hidrogelova.
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SEM mikrografi pokazuju da homopolimerni hidrogel (PHEA) (Slika 36 a)) ima
kompaktnu, glatku i ravnu povr§inu dok hidrogelove koji sadrze itakonsku kiselinu
(PHEAJTIK) (Slika 36 b)) karakterise neravna povrSina, nalik ,koralnoj* teksturi sa
mikrokanalima. Ugradnja oksaprozina u P(HEA/7IK) hidrogel rezultira manje
naboranom povr$inom, sa manje izrazenim mikrokanalima (Slika 36 d)), sto se moze
objasniti time da adsorbovani molekuli oksaprozina popunjavaju mikrokanale na
povrsini uzorka cine¢i povrSinu hidogela glatkijom. Znacajnija promena morfologije

povrsine PHEA hidrogela nakon ugradnje oksaprozina nije izrazena (Slika 36 c)).

a)

500 pm

Slika 37. SEM mikrografi popre¢nog preseka a) PHEA, b) OXA/PHEA, ¢) P(HEA/71K)
i d) OXA/P(HEA/7IK) hidrogelova.

SEM mikrografi popre¢nog preseka PHEA i P(HEA/7IK) hidrogelova (Slika 37
a) 1 c¢)) pokazuju da su uzorci sa vecim sadrZzajem itakonske kiseline porozniji, sa

jasnim, heterogeno rasporedenim porama. Ugradnja oksaprozina u PHEA i P(HEA/7IK)
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hidrogelove neznatno menja morfologiju u manje poroznu, usled popunjavanja pora
polimerne mreze molekulima oksaprozina (Slika 37 b) i d)).

Prikazani rezultati SEM analize ispitivanih PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova
pokazuju da sastav hidrogela kao i ugradnja aktivne supstance uticu na morfologiju
hidrogelova. Dodatak itakonske kiseline povecava poroznost hidrogela, dok ugradnja
aktivne supstance u hidrogel neznatno smanjuje njegovu poroznost usled popunjavanja
pora. Uticaj ugradnje oksaprozina na morfologiju izrazeniji je kod hidrogelova koji

sadrze itakonsku kiselinu u poredenju sa homopolimernim hidrogelom.

4.1.3. Termicka svojstva PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova

Termicka svojstva sintetisanih PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova, kao i PHEA i
P(HEA/IK) hidrogelova sa wugradenim oksaprozinom su ispitana upotrebom
diferencijalne skeniraju¢e kalorimetrije (DSC). Dobijene DSC krive i Ty vrednosti
PHEA 1 P(HEA/IK) hidrogelova 1 PHEA 1 P(HEA/IK) hidrogelova sa ugradenim
oksaprozinom, prikazani su na Slici 38 a) i b). T vrednost PHEA dostupna u literaturi je
niska i krece se u opsegu od —10 do 7 °C, usled ¢ega je PHEA na sobnoj temperaturi u
gumolikom stanju i pokazuje elasti¢na svojstva [181-183]. T4 vrednost poli(itakonske
kiseline) (PIK) nije moguce odrediti jer dolazi do degradacije PIK, $to je prac¢eno

pojavom Sirokih pikova na DSC termogramu [184].

a) b)

3 OXA/PHEA
N(‘
f T OXAP(HEARIK)

OXA/P(HEA/3.5IK)

2’
s __P(HEA/2IK)

P(HEA/3.51K)

Heat flow (a.u.)
Heat flow (a.u)

T T~40°C
L _ OXA/P(HEA/SIK)

P(HEA/5IK) o
\QL‘OXAPMM7|K)

P(HEA/7IK)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-40  -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160

Temperatura (°C) Temperatura ('C)
Slika 38. DSC termogrami i T4 vrednosti a) PHEA i P(HEA/IK) i b) PHEA i P(HEA/IK)

hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom.

Kao §to je prikazano na Slici 38 a) i b) svi uzorci jasno pokazuju jednu Ty

vrednost $to ukazuje na uspe$nu kopolimerizaciju P(HEA/IK). Dobijene Ty vrednosti
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PHEA, P(HEA/2IK), P(HEA/3.5IK), P/HEA/SIK) i P(HEA/7IK) hidrogelova iznose:
15, 22, 25, 30 i 34 °C. Uzorci sa ugradenim oksaprozinom (OXA/PHEA,
OXA/P(HEA/2IK), OXA/P(HEA/3.51K), OXA/P(HEA/5IK) i OXA/P(HEA/7IK))
pokazuju sledece Ty vrednosti: 20, 28, 32, 40 i 45 °C. Dobijeni rezultati DSC analize
ukazuju na zna¢ajan uticaj sastava hidrogelova i prisustva aktivne supstance na njihovu
Ty vrednost. Povecanje udela IK u kopolimenoj strukturi dovodi do povecanja Ty
vrednosti kopolimera. Ovakav uticaj IK na T4 vrednost kopolimera moze se objasniti
time da polarne grupe, kao $to je u ovom sluéaju karboksilna grupa itakonske kiseline,
povecavaju mogucénost uspostavljanja interakcija izmedu makromolekula kao 1 stvaranja
intramolekulskih vodoni¢nih veza koje deluju kao dodatna umrezenja u polimernoj
mrezi. Povecanje umrezenja u polimernoj mrezi rezultira povecanjem Ty vrednosti
polimera.

Rezultati DSC analize hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom pokazuju da
oksaprozin povecava Tg vrednosti gelova. Pokretljivost polimernih lanaca je bitan faktor
koji uti¢e na Ty vrednost i §to je pokretljivost veca to su vrednosti Ty nize. Svako
dodatno ometanje pokretljivosti polimernih lanaca dovodi do povecanja Ty vrednosti
polimera. Uzorci sa ugradenim oksaprozinom pokazuju vece vrednosti Tq u poredenju
sa uzorcima koji ne sadrze aktivnu supstancu $to se moze objasniti time da molekuli
oksaprozina popunjavaju pore, smanjuju slobodnu zapreminu u polimernoj mrezi i

ometaju pokretljivost polimernih lanaca.

4.1.4. Analiza naelektrisanja povrSine PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova

Odredivanje naelektrisanja povrSine hidrogelova je posebno vazno za njihovu
primenu u sistemima za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci ne samo zbog
efikasnosti ugradnje i kinetike otpustanja aktivne supstance vec¢ i zbog adsorpcije ovih
sistema na ¢elijskim membranama. Negativno naelektrisanje povrsine polimera je jedno
od poZeljnih svojstava za postizanje bolje mukoadhezivnosti, §to je posebno vazno u
sistemima za ciljano otpustanje aktivnih supstanci. Adekvatno naelektrisanje povrSine
hidrogela moze znac¢ajno da poboljsa svojstva otpustanja, redukuje nezeljene efekte i
poveca efikasnost farmakoterapije 1 komplijanse kod pacijenata [185].

Tacka nultog naelektrisanja (pHpzc) povrSine hidrogela je pH vrednost na kojoj

su koli¢ine pozitivnog i negativnog naelektrisanja na povrsini hidrogela izjednacene. U
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zavisnosti od pH vrednosti okolnog medijuma, povrsSina hidrogela ¢e biti negativno
naelektrisana na svim vrednostima pH>pHpzc, pozitivno naelektrisana na vrednostima
pPH<pHpzc 1 neutralna na pH= pHpzc [175]. Zavisnost ApH u funkciji pHo u 0,1M KNO3
rastvoru je prikazana na Slici 39 za a) PHEA, b) P(HEA/3.5IK) i c¢) P(HEA/7IK)
hidrogelove, bez i sa ugradenim oksaprozinom.
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Slika 39. Zavisnost ApH u funkciji pHou 0,1M KNOg rastvoru za Ciste i 0ksaprozinom
ugradene a) PHEA, b) P(HEA/3.5IK) i ¢) P(HEA/7IK) hidrogelove.

Naelektrisanje povr§ine PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova je pH-zavisno usled
postojanja jonskih grupa koje jonizuju u zavisnosti od pH vrednosti okolnog medijuma.
Kao $to je i ocekivano, izmerene vrednosti pHpzc zavise od sastava hidrogela.
Hidrogelovi sa ugradenim oksaprozinom pokazuju sliéne vrednosti pHpzc 1 SVi uzorci
imaju neutralnu povrSinu na pH vrednosti oko 7,00. Rezultati PZC analize pokazuju da
ugraden oksaprozin ne menja naelektrisanje povrSine PHEA hidrogelova, ali znac¢ajno
menja naelektrisanje povrSine hidrogelova koji sadrze itakonsku kiselinu. Adsorpcija
molekula oksaprozina na P(HEA/3.5IK) 1 P(HEA/7IK) hidrogelovima povecava
koli¢inu negativnog naelektrisanja na njihovoj povrsini S§to rezultira viSim pHpzc
vrednostima. Ovakavi rezultati su u saglasnosti sa ¢injenicom da sorpcija/adsorpcija

anjona pomera pHpzc vrednosti ka visim pH vrednostima [186].

4.1.5. Bubrenje PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova

Kapacitet bubrenja je veoma vazno svojstvo ,inteligentnih® hidrogelova za
njihovu primenu u sistemima za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci i predstavlja

kljucni parametar za dizajniranje Zeljenih profila otpustanja [187].
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4.1.5.1. pH- i temperaturno osetljivo bubrenje PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova

U cilju ispitivanja ,,inteligentnog* ponaSanja sintetisanih PHEA i P(HEA/IK)
hidrogelova, ispitivana su njihova svojstva bubrenja u puferima fizioloskog opsega pH
vrednosti (od pH 2,20 do 8,00), na temperaturi od 37 °C, kao i u temperaturnom opsegu
od 30 do 50 °C, u puferu pH vrednosti 7,40. Na Slici 40 prikazan je ravnotezni stepen
bubrenja (ge) Cistih i hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom u funkciji a) pH vrednosti

i b) temperature.
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Slika 40. Ravnotezni stepen bubrenja (ge) ¢istih PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova i
PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom u funkciji a) pH vrednosti

i b) temperature.

Rezultati prikazani na Slici 40 a) pokazuju da su P(HEA/IK) hidrogelovi pH-
osetljivi. Vrednosti q. prikazane u funkciji od pH pokazuju sli¢an trend za sve uzorke.
Na pH vrednostima ispod pK, vrednosti karboksilnih grupa itakonske Kkiseline
(pKa1=3,85 i pK42=5,45) vrednosti ge su nize u slu¢aju svih ispitivanih hidrogelova.
Niske vrednosti ge u ovom pH intervalu su posledica stvaranja intramolekulskih
vodoni¢nih veza preko karboksilnih grupa itakonske kiseline, Sto rezultira nastankom
kompaktne polimerne strukture koju karakteriSe manji kapacitet bubrenja. U slucaju
kada su pH vrednosti okolnog medijuma vece od pK, vrednosti karboksilnih grupa
itakonske kiseline, sile elektrostatickog odbijanja izmedu nastalih jonizovanih
karboksilnih grupa postaju dominantne, dovode do Sirenje polimerne mreze i kao

posledicu imaju vece vrednosti ge. PHEA hidrogelovi ne pokazuju pH- osetljivost jer je
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HEA monomer neutralan. Hidrogelovi sa ugradenim oksaprozinom pokazuju nize
vrednosti ge u poredenju sa odgovaraju¢im hidrogelovima bez aktivne supstance.
Ovakvo ponasanje se moze objasniti time $to molekuli oksaprozina zauzimaju pore
hidrogelova i smanjuju slobodnu zapreminu u polimernoj mrezi Sto rezultira nizim
vrednostima g hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom.

Temperaturna osetljivost sintetisanih PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova kao i
hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom ispitivana je pra¢enjem bubrenja na razliCitim
temperaturama (Slika 40 b)). Ostar pad vrednosti Qe izraZzen u temperaturnom opsegu od
37 do 40 °C ukazuje na temperaturnu osetljivost P(HEA/IK) hidrogelova. VPTT
P(HEA/IK) hidrogelova je ~39 °C, §to je posebno znaajno za njihovu primenu, s
obzirom da ta vrednost pripada opsegu fizioloske temperature. Vrednosti ge P(HEA/IK)
hidrogelova su vece na temperaturama niZim od VPTT, a na viS§im temperaturama
P(HEA/IK) hidrogelovi bubre manje. Na temperaturama nizim od VPTT uspostavljaju
se jake vodoni¢ne veze izmedu hidrofilnih grupa polimera i molekula vode §to dovodi
do Sirenja polimerne mreze i veéih vrednosti e. Na temperaturama vis§im od VPTT,
intramolekulske interakcije (polimer-polimer i/ili voda-voda) postaju znatno
dominantnije u odnosu na intermolekulske (polimer-voda) interakcije pa se manja
koli¢ina vode =zadrzava u polimernoj mrezi. Uspostavljanjem intramolekulskih
interakcija dolazi do smanjenja hidrofilnosti polimerne mreze §to rezultira manjim
kapacitetom bubrenja hidrogelova, odnosno manjim vrednostima ge.

Rezultati ispitivanja bubrenja PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova ukazuju na pH i
temperaturnu osetljivost P(HEA/IK) hidrogelova. Takode, rezultati pokazuju da ugraden
oksaprozin ne uti¢e na pH- i temperaturnu osetljivost P(HEA/IK) hidrogelova, ali

smanjuje njihove e vrednosti.

4.1.5.2. Reverzibilno ponasanje pri bubrenju PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova

Reverzibilno ponasanje sintetisanih hidrogelova prilikom bubrenja je ispitivano
u variranim uslovima pH i temperature, u dva ciklusa. Reverzibilno ponasanje i brzina
odgovora hidrogelova na promenu stimulansa je posebno vazno SVOjStvo za
kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci povratnim mehanizmom [188]. Rezultati
ispitivanja reverzibilnog ponasanja PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova pri bubrenju u

variranim uslovima pH i temperature su prikazani na Slici 41 a) i b).

69



Doktorska disertacija Marija Babic

H7.4 H22 H74 — H22
10_[’ p pH Y P! 104 40°C
9 37"(" 5 37°C { 37°C £ 37°C o
P A 4
8 S g L 8
’ 4 7
o7 ¢ 2 ” L 3
> ’ i > 74 & A &
< 64 ; o \\
5 s ‘= 64 -
q a ry (7]
5 S5 5 . e
S 4] =
2 o
=] = 44
2 31 2 -
& 2 2 31 — = e I
—m— PHEA
1 ®— P(HEA/2IK) 2 —m— PHEA
A— P(HEA/3.51K) 1 ®- P(HEA2IK)
0 —v— P(HEA/SIK) ] : BOBAR),
14 49— P(HEA/TIK) 04 —— P(HEA/TIK)
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Vreme (h) Vreme (h)

Slika 41. Reverzibilno ponasanje pri bubrenju PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova u

variranim uslovima a) pH vrednosti i b) temperature.

Kao $to je prikazano na Slici 41 a) 1 b) P(HEA/IK) hidrogelove karakterise
reverzibilno ponasanje pri bubrenju. Brzina bubrenja ispitivanih hidrogelova je manja
od brzine kontrahovanja usled toga sto molekuli fluida lakse izlaze iz nabubrele
polimerne mreze, dok je penetracija molekula fluida u kontrahovanu polimernu mrezu
otezana kontrahovanim polimernim lancima 1 porama. Rezultati takode pokazuju da
dodatak IK poboljsava pH- 1 temperaturno reverzibilno ponaSanje hidrogelova pri
bubrenju. Hidrogel sa najve¢im udelom IK (P(HEA/7IK)) je pokazao najbolja pH
reverzibilna svojstva i relativno brz odgovor na promenu pH vrednosti.

U slucaju variranja temperature (Slika 41 b)) P(HEA/IK) hidrogelovi su takode
pokazali reverzibilno ponaSanje pri bubrenju i relativno brz odgovor na promenu
stimulansa. Dobijeni profili zavisnosti vrednosti stepena bubrenja (g;) od temperature su
simetricnog oblika $to pokazuje da je brzina bubrenja u ovim uslovima sli¢na brzini
kontrahovanja hidrogelova. Ovakvo ponasanje moze biti posledica male razlike u
vrednostima g ispitivanih hidrogelova na temperaturama 37 i 40 °C, pa je u tom slucaju
brzina difuzije molekula vode iz polimerne mreze sli¢na brzini penetriranja molekula

vode u kontrahovanu polimernu mrezu.

4.1.5.3. Bubrenje PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova u simuliranim uslovima

gastrointestinalnog trakta
Rezultati ispitivanja bubrenja PHEA i P(HEAJ/IK) hidrogelova, kao i
odgovaraju¢ih hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom u simuliranim pH uslovima
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gastrointestinalnog trakta prikazani su na Slici 42 a) i b). Fotografije PHEA i
P(HEA/IK) hidrogelova 1 hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom su takode prikazane

na Slici 42 a) i b).
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Slika 42. Bubrenje a) PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova i b) PHEA i P(HEA/IK)
hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom u simuliranim pH uslovima gastrointestinalnog
trakta.

Kao $§to je prikazano na Slici 42 a) 1 b) stepen bubrenja hidrogelova (Q;) dostize
niske vrednosti u medijumu pH 2,20 dok je znacajniji porast vrednosti g; postignut kada
su uzorci prebaceni u medijume pH vrednosti 6,80 i1 8,00. Hidrogelovi sa ugradenim
oksaprozinom sporije bubre u poredenju sa odgovaraju¢im hidrogelovima koji ne sadrze
aktivnu supstancu. Razlog sporijeg bubrenja hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom
moze biti istovremena difuzija molekula oksaprozina kroz polimernu mrezu ka
spoljaSnjem medijumu (izazvana koncentracionim gradijentom) i difuzija molekula
vode u polimernu mrezu. Mali kapacitet bubrenja P(HEA/IK) hidrogelova u kiseloj pH
sredini i velike vrednosti g; u neutralnoj do slabo baznoj sredini, ¢ine ispitivane
hidrogelove odlicnim kandidatima za dizajniranje sistema za otpustanje aktivne
supstance u donjem delu gastrointestinalnog trakta. Ovi sistemi su naro¢ito pogodni kao
nosac¢i aktivnih supstanci koje su nestabilne u agresivnim uslovima zeluca ili koje

ispoljavaju neZeljene efekte na organima gornjeg dela gastrointestinalnog trakta.
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4.1.5.4. Kinetika bubrenja PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova

Vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja (ge), difuzionog eksponenta (n),
kineticke konstante (K) i koeficijenta difuzije fluida (D) ¢istih PHEA i P(HEA/IK) i
hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom, izracunate na osnovu podataka dobijenih

bubrenjem u puferu pH vrednosti 7,40 na 37 °C, prikazane su u Tabeli 4.

Tabela 4. Vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja (Qe), difuzionog eksponenta (n),
kineticke konstante (k) i koeficijenta difuzije fluida (D) ¢istih PHEA i P(HEA/IK) i

hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom.

e n k (s7) D x 10" (cm*s™)
Sa Sa Sa Sa

Uzorak Bez ugradenim Bez ugradenim Bez ugradenim Bez ugradenim
OXA OXA OXA OXA OXA OXA OXA OXA
PHEA 3,38 2,22 0,49 0,48 0,33 0,44 1,37 1,32
P(HEAJ2IK) 5,50 353 0,48 0,49 0,30 051 1,47 1,41
P(HEA/3.51K) 7,45 4,76 0,49 0,45 0,33 0,52 1,53 1,48
P(HEA/5IK) 9,11 581 0,58 0,67 0,32 0,40 1,91 1,88
P(HEA/7IK) 10,32 6,77 0,64 0,67 0,28 0,44 1,92 1,89

Mehanizam difuzije molekula fluida kroz polimernu mrezu se moze objasniti na
osnovu izracunatih vrednosti parametra n. Dobijene vrednosti parametra n za ispitivane
hidrogelove ukazuju da je mehanizam transporta molekula fluida Fikova difuzija u
slucaju PHEA, P(HEA/2IK) i P(HEA/3.51K) hidrogelova i PHEA, P(HEA/2IK) i
P(HEA/3.5IK) hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom. Mehanizam transporta fluida je
ne-Fikova difuzija u slu¢aju P(HEA/5IK) i P(HEA/7IK) hidrogelova i P(HEA/5IK) i
P(HEA/7IK) hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom. To znaCi da i1 difuzija 1
relaksacija polimernih lanaca kontroliSu transport molekula fluida kroz polimernu
mrezu P(HEA/SIK) 1 P(HEA/7IK) hidrogelova. Izracunate vrednosti koeficijenta
difuzije fluida ukazuju na zavisnost vrednosti ovog parametra od sastava hidogela.
Poveéanje sadrzaja IK rezultira ve¢im vrednostima D, dok prisustvo oksaprozina
smanjuje vrednosti D §to je u saglasnosti sa Svojstvima bubrenja hidrogelova

diskutovanih u poglavlju 4.1.5.1. ovog rada.
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4.1.5.5. Parametri mreze PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova

Molska masa polimernih lanaca izmedu dve susedne tatke umrezenja (M) i

veli¢ina pora (&) PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova, izraCunati su primenom teorije
ravnoteznog bubrenja upotrebom jednacina (2) i (4). Dobijeni rezultati prikazani su u
Tabeli 5.

Tabela 5. Vrednosti ravnoteznog stepena umrezenja (Qe), molske mase polimernih
lanaca izmedu dve susedne tacke umreZenja (M) i veli¢ine pora (&) &istih PHEA i

P(HEA/IK) hidrogelova i hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom, u puferu pH
vrednosti 7,40, na 37 °C.

Qe M. (g mol?) ¢ (nm)
Uzorak Bez Sa Bez Sa Bez Sa
OXA  ugradenim OXA ugradenim OXA  ugradenim

OXA OXA OXA
PHEA 3,38 2,22 5895,4 2152,2 7,146 4,317
P(HEA/2IK) 5,50 3,53 16838,9 5806,6 13,47 7,913
P(HEA/3.51K) 7,45 4,76 35635,5 11727,0 21,15 12,13
P(HEA/5IK) 9,11 5,81 58336,4 18949,4 28,54 16,26
P(HEA/7IK) 10,32 6,77 77920,1 27448,3 34,10 20,24

Na osnovu dobijenih rezultata prikazanih u Tabeli 5, jasno se uocava uticaj
sastava hidrogela, kao i prisustva aktivne supstance na vrednosti parametara mreze.
Povecanje sadrzaja IK u polimernoj strukturi rezultira ve¢im vrednostima molske mase
polimernih lanaca izmedu dve susedne tacke umrezenja 1 porama vec¢ih dimenzija.
Uzorke sa ugradenom aktivnom supstancom karakteriSu manje molske mase polimernih
lanaca izmedu dve susedne tacke umrezenja i pore manjih dimenzija u poredenju sa
odgovaraju¢im uzorcima koji ne sadrze aktivnu supstancu. Dobijeni rezultati su u
skladu sa rezultatima bubrenja (poglavlje 4.1.5. ovog rada), kao i rezultatima SEM
analize (poglavlje 4.1.2. ovog rada). Povecanje sadrzaja IK u polimeru dovodi do
povecanja veli¢ina pora u polimernoj strukturi, dok ugradjena aktivna supstanca

popunjava pore i na taj nacin redukuje poroznost ispitivanih hidrogelova.
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4.1.6. Efikasnost ugradnje oksaprozina u PHEA i P(HEA/IK) hidrogelove

Rezultati efikasnosti ugradnje (E %) oksaprozina u PHEA i1 P(HEA/IK)
hidrogelove prikazani su na Slici 43.

Efikasnost ugradnje oksaprozina (%)

PHEA P(HEA/2IK) P(HEA/3.51K) P(HEA/5IK) P(HEA/7IK)

Slika 43. Efikasnost ugradnje (E %) oksaprozina u PHEA i P(HEA/IK) hidrogelove.

Najmanja efikasnost ugradnje oksaprozina je ostvarena sa PHEA hidrogelom.
PHEA hidrogel je sposoban da apsorbuje najmanju koli¢inu oksaprozina usled malog
kapaciteta bubrenja u poredenju sa hidrogelovima koji sadrze IK. Pove¢anjem udela IK
u hidrogelu povecava se i kapacitet bubrenja, kao 1 sposobnost apsorpcije vece koli¢ine
oksaprozina. U slu¢aju hidrogelova sa veéim vrednostima e, difuzija molekula
oksaprozina kroz polimernu mrezu je olakSana Sto rezultira efikasnijom ugradnjom
oksaprozina u uzorke sa ve¢im sadrzajem IK. Najveca efikasnost ugradnje oksaprozina
(75 %) postignuta je u slucaju hidrogela sa najve¢im udelom IK (P(HEA/71K). Dobijeni
rezultati pokazuju da se hidrofobna aktivna supstanca - oksaprozin moZe uspe$no
ugraditi u PHEA i P(HEA/IK) hidrogelove i da se na efikasnost ugradnje aktivne
supstance moze uticati podesavanjem kapaciteta bubrenja, odnosno promenom sastava

hidrogela (u ovom slu¢aju variranjem udela 1K).

4.1.7. In vitro otpustanje oksaprozina iz PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova

In vitro ispitivanje otpustanja oksaprozina iz PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova
izvedeno je u medijumima razli¢itih pH vrednosti (pH 2,20 i pH 7,40), na 37 °C.
Prilikom ispitivanja otpustanja oksaprozina u puferu pH vrednosti 2,20, u medijumu za
otpustanje nije detektovano prisustvo oksaprozina ni nakon 48 h pracenja otpustanja
oksaprozina. Mali kapacitet bubrenja PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova u kiseloj sredini,

kao i nerastvorljivost oksaprozina, su osnovni razlozi izostanka efekta otpustanja
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oksaprozina u medijumu pH vrednosti 2,20. U puferu pH vrednosti 7,40 doslo je do

otpustanja oksaprozina i dobijeni profili otpustanja su prikazani na Slici 44.

105 . 77777@%;3'
- ’/ﬁ;//
0.8 1 .
1.0 B
o 1
0.6 4 08 g ,’X‘;o“.'. .
. !/x == i~"4"§ &
-5 Sl =
= 06+ 7"!. e ¥
="0.4 S f g
="04 jl’
1 —m— PHEA
02 i‘ e P(HEA/2IK)
024 —A— P(HEA/3.5IK)
/ v P(HEA/5IK)
07 —&— P(HEA/7IK)
0.0 - I R S S o
——— T ——————— \ifrg_n}c(hl) : —
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Vreme (h)

Slika 44. Profili otpustanja oksaprozina iz PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova u puferu pH
7,40 na 37 °C.

Kao S§to je prikazano na Slici 44 znatna razlika u profilima otpustanja
oksaprozina je izrazena izmedu PHEA i P(HEA/7IK) hidrogelova. Povec¢anje udela IK u
hidrogelovima rezultira brzim otpusStanjem oksaprozina. Ovakvo ponasanje se moze
objasniti time da je u medijumu pH vrednosti 7,40 doslo do potpune jonizacije molekula
oksaprozina (pKj 4.3) i karboksilnih grupa IK. Elektrostaticko odbijanje izmedu nastalih
jonskih grupa rezultira brzim otpustanjem oksaprozina, te je uzorak sa najve¢im udelom
IK pokazao najbrze otpustanje molekula oksaprozina. Takode, koli¢ina ugradene
aktivne supstance moze uticati na njen profil otpustanja [189]. Hidogel sa najveé¢im
sadrzajem oksaprozina (PHEA/7IK) najbrze otpusta aktivnu supstancu. Ovakvo
ponasanje se moze pripisati ve¢em koncentracionom gradijentu u sluc¢aju hidrogela koji
sadrzi najvecu koli¢inu ugradenog oksaprozina. Sto je koncentracioni gradijent izmedu
medijuma za otpuStanje i unutra$njosti polimerne mreze veéi to je i otpustanje
oksaprozina brze.

Dobijeni rezultati otpustanja oksaprozina iz ispitivanth PHEA 1 P(HEA/IK)
hidrogelova su pokazali naglo otpustanje oksaprozina u pocetnom periodu otpustanja,

takozvani ,,burst efekat, tokom pocetna 2 h. Nakon tog vremena, uspostavljeno je
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ravnomernije i sporije otpustanje molekula oksaprozina. Pojava ,,burst* efekta se moze
pripisati adsorbovanim molekulima oksaprozina koji se lako otpustaju sa povrSine

hidrogela.

4.1.8. Analiza procesa kontrolisanog otpustanja oksaprozina iz PHEA i P(HEA/IK)
hidrogelova

U cilju analize mehanizma transporta molekula oksaprozina iz sintetisanih
PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova, in vitro dobijeni podaci otpustanja 60 % oksaprozina
su analizirani primenom razli¢itih jedna¢ina (Jednacine (12-15)). Na Slici 45 a), b), c) i
d) su prikazani podaci otpustanja oksaprozina iz PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova

analizirani jednac¢inama koje su prikazane u Tabeli 3. Vrednosti izracunatih parametara

su prikazani u Tabeli 6.
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Slika 45. Podaci otpustanja oksaprozina iz PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova analizirani

a) Higu¢i, b) Ritger-Pepas, ¢) Pepas-Sahlin i d) Pepas-Sahlin (m=0,5) modelima.
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Tabela 6. Parametri otpustanja oksaprozina iz PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova dobijeni
primenom: Higuci, Ritger-Pepas, Pepas-Sahlin i Pepas-Sahlin (m=0,5) modela na
eksperimentalno dobijene podatke otpustanja 60 % oksaprozina u medijumu pH
vrednosti 7,40 na 37 °C.

Izradunati Uzorci

Primenjen parametri, SSR,  PHEA  P(HEA/2IK) P(HEA/3.5IK) P(HEA/5IK) P(HEA/7IK)
model AICiR?

Kn 0,047 0,049 0,062 0,061 0,060

1.Higué¢i model ~ SSR 0,003 0,006 0,004 0,005 0,012
AIC -62 -49 -42 -35 -33

R 0,991 0,981 0,987 0,979 0,964

ky 0,045 0,028 0,043 0,038 0,029

2.Ritger-Pepas n 0,505 0,619 0,582 0,614 0,670

model SSR 0,003 0,001 0,001 0,001 0,003
AIC -60 -66 -47 -48 -42

R? 0,990 0,997 0,993 0,995 0,989

Ky 0,025 0,020 0,029 0,0236 0,013

3.Pepas-Sahlin ~ k; -0,001  -0,001 -0,001 -0,001 -0,001

model m 0,696 0,737 0,734 0,787 0,930

SSR 0,001 0,0006 0,001 0,0008 0,001
AIC -69 -68 -47 -51 -47

R 0,996 0,998 0,994 0,996 0,994

Ky 0,049 0,038 0,051 0,046 0,041

4. Pepas-Sahlin  k; -0,001 0,001 0,001 0,002 0,002

model gde je SSR 0,003 0,002 0,002 0,002 0,004
m=0,5 AIC -64 -65 -45 -46 -45

R 0,991 0,995 0,992 0,993 0,988

Analizom vrednosti parametra AIK pokazano je da Pepas-Sahlin (Slika 45 c))
model najoptimalnije opisuje fenomen otpustanja molekula oksaprozina iz PHEA i
P(HEA/IK) hidrogelova. Mehanizam transporta molekula aktivne supstance kroz
polimernu mrezu moze Se analizirati na osnovu vrednosti parametra n izracunatog
primenom Ritger-Pepas modela. Dobijene vrednosti n (0,50 do 0,67) ukazuju da je
mehanizam transporta molekula oksaprozina iz PHEA hidrogela Fikova difuzija, dok u
sluaju hidrogelova koji sadrze IK i difuzija i relaksacija polimernih lanaca kontroliSu

transport molekula oksaprozina kroz polimernu mrezu P(HEA/IK) hidrogelova.
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Primenom jednacéine (16) i izraCunatih vrednosti parametra ki i ko (dobijenih
primenom Pepas-Sahlin modela), izracunat je odnos relaksacije polimernih lanaca (R) i
Fikovog doprinosa (F). Zavisnost vrednosti R/F odnosa i frakcije otpustenog
oksaprozina je prikazana na Slici 46.
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Slika 46. Zavisnost vrednosti odnosa relaksacije lanaca (R) i Fikovog doprinosa (F) od

frakcije otpustenog oksaprozina.

Dobijeni rezultati prikazani na Slici 46, su dodatna potvrda da je mehanizam
transporta molekula oksaprozina Fikova difuzija isklju¢ivo u slu¢aju PHEA hidrogela, u
svim ostalim slu¢ajevima mehanizam transporta molekula oksaprozina je kontrolisan i

difuzijom i relaksacijom polimernih lanaca.

4.2. Hidrogelovi na bazi 2-hidroksipropil akrilata i itakonske kiseline
kao polimerne matrice za kontrolisano otpustanje oksaprozina

Serija hidrogelova na bazi 2-hidroksipropil akrilata i itakonske kiseline uspesno
je sintetisana polimerizacijom preko slobodnih radikala na 50 °C, tokom 24 h (Shema 5)
[196]. Monomer 2-hidroksipropil akrilat je odabran kao strukturni analog detaljno
ispitanog i opsezno primenjivanog (naroc€ito u biomedicini i farmaciji) monomera, 2-
hidroksietil metakrilata. U reakcijama kopolimerizacije je koris¢ena itakonska kiselina
zbog znacajnog doprinosa hidrofilnosti i pH-osetljivosti sintetisanih kopolimera. U cilju

ispitivanja uticaja sastava hidrogelova na njihovu morfologiju, termic¢ka svojstva, kao i
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na ponasenje pri bubrenju i otpustanju aktivne supstance, udeo itakonske kiseline u

hidrogelovima je variran.

HPA e

Shema 5. Sinteza hidrogelova na bazi 2-hidroksipropil akrilata i itakonske kiseline.

4.2.1. Strukturna svojstva PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova

FT-IC spektroskopskom analizom je utvrdena hemijska struktura sintetisanih
PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova, kao i priroda formiranih veza. Ugradnja oksaprozina u
PHPA i P(HPA/IK) hidrogelove je takode ispitana FT-IC spektroskopijom. Dobijeni
FT-IC spektri PHPA, P(HPA/2IK) i P(HPA/7IK) hidrogelova i PHPA, P(HPA/2IK) i
P(HPA/7IK) hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom su prikazani na Slici 47.
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Slika 47. FT-IC spektri ¢istih i PHPA, P(HPA/2IK) i P(HPA/71K) hidrogelova sa

ugradenim oksaprozinom.

FT-IC spektar PHPA hidrogela pokazuje slede¢e karakteristicne pikove: pik
—OH grupe na 3436 cm™, pik na 1729 cm™ odnosi se na vibracije karbonilne C=0
grupe i pik za alifatiéne C—H vibracije u opsegu od 3000 — 2900 cm*. Intezivniji
pikovi C=0 grupe na talasnom broju 1723 cm™ prikazani na spektru P(HPA/2IK) i
OXA/P(HPA/2IK), kao i na 1732 cm™ na spektru P(HPA/7IK) i OXA/P(HPA/7IK)
hidrogelova poticu od dodatnih C=0O grupa itakonske kiseline i oksaprozina. FT-IC
spektri P(HPA/2IK) i P(HPA/71K) hidrogelova pokazuju Siroku apsorpcionu traku u
oblasti 3700 — 3100 cm ™ §to odgovara O—H vibracijama karboksilnih grupa itakonske
kiseline [180]. Pikovi na 1590 i 1600 cm™ prikazani na spektrima OXA/PHPA,
OXA/P(HPA/2IK) 1 OXA/P(HPA/7IK) uzoraka poticu od istezanja C=N veze
oksaprozina i potvrduju uspe$nu ugradnju oksaprozina u sintetisane PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelove [157].

4.2.2. Morfologija PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova
Morfologija sintetisanih PHPA 1 P(HPA/IK) hidrogelova kao i uticaj ugradenog

oksaprozina na njihovu morfologiju ispitivani su skenirajutom elektronskom

mikroskopijom. U cilju dobijanja jasnije slike o morfologiji ispitivanih uzoraka

80



Doktorska disertacija Marija Babic

analizirana je morfologija povrSine, kao i poprecnog preseka uzoraka pre i posle

ugradnje oksaprozina. Dobijeni SEM mikrografi su prikazani na Slikama 48 i 49.
a)
I()()num

50 ftm

Z -;\»\\‘ )
PAPAIK)

OXA/PHPA

Slika 48. SEM mikrografi povrsine: a) PHPA, b) P(HPA/71K), ¢) OXA/PHPA i
d) OXA/P(HPA/7IK) hidrogelova.

SEM mikrografi pokazuju da je povr$ina PHPA uzorka (Slika 48 a)) kompaktna,
glatka, sa blagim neravninama, dok je povrsina hidrogela koji sadrzi itakonsku kiselinu
(PHPA/7IK) (Slika 48 b)) neravna, naborana, teksture nalik ,,koralnoj*, sa znatnim
brojem mikrokanala. Povr§ina P(HPA/7IK) hidrogela sa ugradenim oksaprozinom
(Slika 48 d)) je ravnija, sa manje izrazenim naborima u poredenju sa povr§inom
P(HPA/7IK) hidrogela, S§to moZe biti posledica popunjavanja mikrokanala
adsorbovanim molekulima oksaprozina. Molekuli oksaprozina, ugradeni u homopolimer

PHPA ne menjaju znacajno morfologiju njegove povrsine (Slika 48 c)).
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a)
L 500 um

Slika 49. SEM mikrografi popre¢nog preseka: a) PHPA, b) OXA/PHPA, c¢) P(HPA/7IK)
i d) OXA/P(HPA/7IK) hidrogelova.

SEM mikrografi poprec¢nog preseka PHPA 1 P(HPA/7IK) hidrogelova (Slika 49
a) i ¢)) pokazuju da su uzorci koji sadrze itakonsku kiselinu porozniji, sa izrazenim,
heterogeno rasporedenim porama. Ugradnja oksaprozina u P(HPA/7IK) hidrogel utice
na morfologiju popre¢nog preseka hidrogela ¢ine¢i je manje poroznom, Sto se moze
pripisati popunjavanju pora molekulima oksaprozina (Slika 49 d)). Morfologija
popre¢nog preseka PHPA hidrogela nije znacajno promenjena ugradnjom oksaprozina
(Slika 49 b)). Prikazani rezultati SEM analize morfologije PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelova pokazuju da sastav hidrogela, kao i ugradnja aktivne supstance imaju uticaj
na morfologiju PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova.
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4.2.3. Termicka svojstva PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova

Termicka svojstva PHPA 1 P(HPA/IK) hidrogelova, kao i hidrogelova sa
ugradenim oksaprozinom su ispitana upotrebom diferencijalne skenirajuc¢e kalorimetrije
(DSC). Dobijene DSC krive i Ty vrednosti PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova i
hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom prikazane su na Slici 50 a) i b). Ty vrednost

PHPA dostupna u literaturi krece se oko 22 °C, §to je u skladu sa dobijenim rezultatima
u ovom radu [190].

a) —— PHPA P(HPA/2IK) —— P(HPA/3.5IK) b) —— OXA/PHPA OXA/P(HPA/2IK) —— OXA/P(HPA/3.51K)
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Slika 50. DSC termogrami i Ty vrednosti a) PHPA i P(HPA/IK) i b) PHPA i P(HPA/IK)

hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom.

Kao s$to je prikazano na Slici 50 a) i b) svi uzorci jasno pokazuju jednu Ty
vrednost §to ukazuje na uspeSnu kopolimerizaciju. Dobijene Ty vrednosti PHPA,
P(HPA/2IK), P(HPA/3.51K), P/HPA/5IK) i P(HPA/7IK) hidrogelova iznose: 21, 27, 35,
38 1 43 °C. Uzorci sa ugradenim oksaprozinom (OXA/PHPA, OXA/P(HPA/2IK),
OXA/P(HPA/3.51K), OXA/P(HPA/SIK) i OXA/P(HPA/7IK)) pokazuju sledece Ty
vrednosti: 23, 38, 44, 48 1 57 °C. Dobijeni rezultati DSC analize ukazuju na znacajan
uticaj sastava hidrogelova i prisustva aktivne supstance na Ty vrednost polimera.
Povecanje udela IK u kopolimenoj strukturi dovodi do povecanja Ty vrednosti
kopolimera. PodeSavanjem odnosa hidrofilno-hidrofobnih segmenata u polimernoj
strukturi moZe se dizajnirati polimer sa Zeljenom Ty vrednoS$¢u. Povecanje sadrzaja
hidrofilnih grupa (poput karboksilne grupe) u polimernoj strukturi rezultira polimerom
sa visim Ty vrednostima. To se moze objasniti time da prisustvo hidrofilnih grupa u

polimernoj strukturi povecava mogucénost uspostavljanja interakcija izmedu
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makromolekula kao i stvaranja intramolekulskih vodoni¢nih veza koje deluju kao
dodatna umrezenja, Sto rezultira vi§im vrednostima Tg.

Rezultati DSC analize PHPA 1 P(HPA/IK) hidrogelova sa ugradenom
oksaprozinom pokazuju da u ovom slucaju aktivna supstanca povecava Ty vrednosti
gelova. Povecanje Ty vrednosti se moZe objasniti time da molekuli oksaprozina
popunjavaju pore, smanjuju slobodnu zapreminu u polimernoj mrezi i ometaju

pokretljivost polimernih lanaca $to ima za posledicu povecéanje T4 vrednosti polimera.

4.2.4. Analiza naelektrisanja povrsine PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova

Odredivanje naelektrisanja povrSine hidrogelova je od posebnog znacaja za
njihovu primenu u sistemima za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci kao §to je
objasnjeno u poglavlju 3.4.5. ovog rada. Zavisnost ApH u funkciji pHp u 0,1 M KNO3
rastvoru je prikazana na Slici 51 za Ciste a) PHPA, b) P(HPA/3.5IK) i c) P(HPA/7IK)

hidrogelove i hidrogelove sa ugradenim oksaprozinom.

q)454— » oo
AL mmryy b) |- PHPABSIK) c) | PHPATIK) "
| —®— OXA/PHPA| o OXA/P(HPA/3.5IK) & OXAP(HPA/TIK)
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pH pH/ . pH,
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Slika 51. Zavisnost ApH u funkciji pHp u 0,1 M KNO3 rastvoru za Ciste i oksaprozinom
ugradene a) PHPA, b) P(HPA/3.51K) i c) P(HPA/7IK) hidrogelove.

Naelektrisanje povrsine PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova je pH-zavisno usled
postojanja jonskih grupa u polimernoj strukturi koje jonizuju u zavisnosti od pH
vrednosti okolnog medijuma. Kao §to je i o¢ekivano, izmerene vrednosti pHpzc zavise
od sastava hidrogela, kao i prisustva adsorbovanih molekula oksaprozina. Hidrogelovi
sa ugradenim oksaprozinom pokazuju sli¢ne vrednosti pHpzc 1 Svi uzorci imaju
neutralnu povrsinu na pH vrednosti oko 7,0. Rezultati PZC analize pokazuju da ugraden
oksaprozin ne menja naelektrisanje povr§ine PHPA hidrogela, ali da znacajno menja
naelektrisanje povrSine hidrogelova koji sadrZze itakonsku kiselinu. Znacajnija
adsorpcija molekula oksaprozina na P(HPA/3.51K) i P(HPA/7IK) hidrogelovima

povecava koli¢inu negativnog naelektrisanja na njihovoj povSini §to rezultira viSim
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PHpzc vrednostima u odnosu na odgovarajuée uzorke koji ne sadrze oksaprozin.
Ovakavi rezultati su u saglasnosti sa literarurnim podatkom da sorpcija/adsorpcija

anjona pomera pHpzc vrednosti ka visim pH vrednostima [186].

4.2.5. Bubrenje PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova

4.2.5.1. pH- itemperaturno osetljivo bubrenje PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova

U cilju ispitivanja ,,inteligentnog™ ponasanja sintetisanih PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelova, ispitivana su svojstva bubrenja u puferima fizioloskog opsega pH vrednosti
(od pH 2,20 do 8,00), na temperaturi od 37 °C, kao i u temperaturnom opsegu od 30 do
55 °C u puferu pH vrednosti 7,40. Na Slici 52 prikazan je ravnotezni stepen bubrenja
(ge) ¢istih i hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom u funkciji a) pH vrednosti i b)

temperature.
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Slika 52. Ravnotezni stepen bubrenja (qe) PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova i PHPA i
P(HPA/IK) hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom u funkciji a) pH vrednosti i b)

temperature.

Rezultati prikazani na Slici 52 a) pokazuju da su P(HPA/IK) hidrogelovi pH-
osetljivi. Vrednosti . prikazane u funkciji od pH pokazuju sli¢an trend za sve uzorke.
Na pH vrednostima ispod pK, vrednosti karboksilnih grupa itakonske Kkiseline
(pKa1=3,85 i pK42=5,45) vrednosti ge su nize u slu¢aju svih ispitivanih hidrogelova.
Niske vrednosti . u ovom pH intervalu su posledica uspostavljanja intramolekulskih
vodoni¢nih veza preko karboksilnin grupa itakonske kiseline. Uspostavljene

intramolekulske vodoni¢ne veze ¢ine polimernu strukturu kompaktnijom §to rezultira
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manjim kapacitetom bubrenja hidrogela. U slu¢aju kada su pH vrednosti okolnog
medijuma vece od pK, vrednosti karboksilnih grupa, sile elektrostatickog odbijanja
izmedu nastalih jonizovanih grupa postaju dominantne, dovode do Sirenja polimerne
mreze 1 za posledicu imaju veée vrednosti ge. PHPA hidrogelovi ne pokazuju pH-
osetljivost jer je HPA monomer neutralan. Rezultati analize bubrenja takode pokazuju
da hidrogelovi sa ugradenim oksaprozinom imaju nize vrednosti (e u poredenju sa
odgovaraju¢im hidrogelovima bez aktivne supstance. Ovakvo ponasanje se moze
objasniti time da molekuli oksaprozina zauzimaju pore hidrogelova, smanjuju slobodnu
zapreminu 1 ometaju pokretljivost i relaksaciju polimernih lanaca §to rezultira niZim
vrednostima g hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom.

Temperaturna osetljivost sintetisanih PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova kao i
PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom ispitivana je pra¢enjem
bubrenja na razli¢itim temperaturama (Slika 52 b)). PHPA je nedovoljno ispitan,
temperaturno osetljiv polimer koji pokazuje znafajnu promenu svoje zapremine na
temperaturi od 16 °C [191]. Poznato je da VPTT wvrednost zavisi od
hidrofilno/hidrofobnog odnosa u polimernoj strukturi, pa se variranjem sastava polimera
moze dizajnirati materijal sa definisanom vrednoséu VPTT [191]. Usled niske VPTT
vrednosti PHPA homopolimera, njegovom kopolimerizacijom sa hidrofilnim
monomerima moZze se uticati na povecanje VPTT, ¢ime ¢e se povecati mogucnost
primene novonastalog temperaturno osetljivog polimera u fizioloskim uslovima. Kao
Sto je prikazano na Slici 52 b) osStar pad vrednosti (e izrazen u temperaturnom opsegu od
37 do 40 °C ukazuje na temperaturnu osetljivost P(HPA/IK) hidrogelova. VPTT
vrednost P(HPA/IK) hidrogelova je ~39 °C, $to je posebno znac¢ajno za njihovu primenu
u sistemima za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci, s obzirom da ta vrednost
pripada opsegu fizioloske temperature. Vrednosti e P(HPA/IK) hidrogelova su vece na
temperaturama nizim od VPTT, dok na viSim temperaturama P(HPA/IK) hidrogelovi
bubre manje. Na temperaturama nizim od VPTT uspostavljaju se jake vodoni¢ne veze
izmedu hidrofilnih grupa polimera i molekula vode §to dovodi do Sirenja polimerne
mreze i vecih vrednosti Q.. Na temperaturama visim od VPTT intramolekulske
interakcije (polimer-polimer i/ili voda-voda) postaju znatno dominantnije u odnosu na
intermolekulske (polimer-voda) interakcije pa se manja koli¢ina vode zadrzava u

polimernoj mrezi. Uspostavljanjem intramolekulskih interakcija dolazi do smanjenja
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hidrofilnosti polimerne mreze §to rezultira manjim kapacitetom bubrenja hidrogelova,

odnosno manjim vrednostima ge.

4.2.5.2. Reverzibilno ponasanje pri bubrenju PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova
Reverzibilno ponasanje pri bubrenju sintetisanin P(HPA/IK) hidrogelova je
ispitivano u promenljivim uslovima pH i temperature. Reverzibilno ponaSanje i brzina
odgovora na promenu stimulansa je posebno vazno svojstvo za kontrolisano otpustanje
aktivnih supstanci povratnim mehanizmom. Rezultati ispitivanja reverzibilnog
ponasanja PHPA 1 P(HPA/IK) hidrogelova pri bubrenju u variranim uslovima pH 1

temperature su prikazani na Slici 53 a) i b).
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Slika 53. Reverzibilno ponasanje PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova pri bubrenju u

variranim uslovima a) pH vrednosti i b) temperature.

Kao $to je prikazano na Slici 53 a) i b), P(HPA/IK) hidrogelovi pokazuju
reverzibilno ponaSanje pri bubrenju. Brzina bubrenja ispitivanih hidrogelova pri
variranju pH vrednosti medijuma je manja od brzine kontrahovanja usled lakse difuzije
molekula fluida iz nabubrele polimerne mreze u poredenju sa difuzijom molekula fluida
u kontrahovanu polimernu mrezu. Rezultati takode pokazuju da dodatak IK poboljSava
pH- 1 temperaturno reverzibilno ponaSanje hidrogelova pri bubrenju. Hidrogel sa
najve¢im udelom IK (P(HPA/7IK) ) je pokazao najbolja pH reverzibilna svojstva i brz

odgovor na promenu pH vrednosti.
U sluc¢aju variranja temperature (Slika 53 b)) P(HPA/IK) hidrogelovi su takode

pokazali reverzibilno ponaSanje pri bubrenju i relativno brz odgovor na promenu

stimulansa. Dobijeni profili zavisnosti stepena bubrenja (g;) od temperature su
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simetricnog oblika usled sli¢nih brzina bubrenja i kontrahovanja polimerne mreZze.
Ovakvo ponaSanje moze biti posledica male razlike u vrednostima Qe ispitivanih
hidrogelova na temperaturama 37 i 40 °C, te je u tom slucaju brzina difuzije molekula
fluida iz polimerne mreze slicna brzini difuzije molekula fluida u kontrahovanu

polimernu mrezu.

4.25.3. Bubrenje PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova u simuliranim uslovima
gastrointestinalnog trakta
Rezultati ispitivanja bubrenja cistih i PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova sa

ugradenim oksaprozinom u simuliranim uslovima gastrointestinalnog trakta prikazani su
na Slici 54 a) i b). Fotografije PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova i PHPA i P(HPA/IK)

hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom su takode prikazane na Slici 54.

a) o b) ~- OXAPHPA
@ OXA/P(HPARIK)
9 4 " 2140 9 - —A- OXAPHPARSIK)
SRR SRR L5 S A
K) [PHPA P(HPARIK) PHPASSIK) P(HPASIK) P(HPATIK) B il
8 4 —& P(HPATTIK) 388393
H H pH -
7] B p o
S z
.6 <
8, yyvv—v Y (=
g 3
2 = 5
z E
D 4 o
(= AAAA A4 (7]
8 ' A
2 n
n
24
S I N ]
1 eRE—u—4o
0+ T T T T T T

0 l 5 ' 10 15 20 25 ' 30 15 20 25 30
Vreme (h) Vreme (h)
Slika 54. Stepen bubrenja (qy): a) PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova i b) PHPA i
P(HPA/IK) hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom, u simuliranim uslovima

gastrointestinalnog trakta.

Kao sto je prikazano na Slici 54 a) i b) stepen bubrenja hidrogelova (q;) dostize
niske vrednosti u medijumu pH vrednosti 2,20 dok je znacajan porast vrednosti g
postignut kada su uzorci prebaceni u medijume pH vrednosti 6,80 i 8,00. Mali kapacitet
bubrenja P(HPA/IK) hidrogelova u Kiseloj pH sredini i velike vrednosti g; u neutralnoj
do slabo baznoj sredini ¢ine ispitivane hidrogelove odlicnim kandidatima za dizajniranje
sistema za otpustanje aktivnih supstanci u donjem delu gastrointestinalnog trakta. Ovi
sistemi su narocito pogodni kao polimerni nosaci aktivnih supstanci koje su nestabilne u
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kiselim uslovima zeluca, kao i aktivnih supstanci koje ispoljavaju nezeljene efekte u

gornjem delu gastrointestinalnog trakta.

4.2.5.4. Kinetika bubrenja PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova

Vrenosti ravnoteznog stepena bubrenja (Qe), difuzionog eksponenta (n),
kineticke konstante (k) i koeficijenta difuzije fluida (D), ¢istih i PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom, izraunate na osnovu rezultata bubrenja u

puferu pH 7,40 na 37 °C, prikazane su u Tabeli 7.

Tabela 7. Vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja (Qe), difuzionog eksponenta (n),
kineticke konstante (K) i koeficijenta difuzije fluida (D), ¢istih i PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom, izraCunate na osnovu rezultata bubrenja u

puferu pH 7,40 na 37 °C.

Qe n ) Dx 107 (cm?s )
Uzorak Sa Sa Sa Sa
Bez ugradenim  Bez ugradenim  Bez ugradenim  Bez ugradenim
OXA OXA OXA OXA OXA OXA OXA OXA
PHPA 0,46 0,43 0,35 0,37 0,47 0,41 1,19 1,12
P(HPA/2IK) 1,22 1,20 0,43 0,48 0,40 0,47 1,28 1,24
P(HPA/35IK) 3,20 2,50 0,46 0,45 0,34 0,48 1,36 1,28
P(HPA/5IK) 5,13 4,13 0,51 0,57 0,33 0,44 1,53 1,47
P(HPA/7IK) 9,70 6,79 0,51 0,59 0,17 0,42 1,77 1,51

Mehanizam difuzije molekula fluida kroz polimernu mreZu se moze objasniti na
osnovu izraCunatih vrednosti parametra n. Dobijene vrednosti parametra n za ispitivane
hidrogelove ukazuju da je mehanizam transporta fluida Fikova difuzija u sluc¢aju PHPA,
P(HPA/2IK) i P(HPA/3.51K) hidrogelova bez i sa ugradenim oksaprozinom.
Mehanizam transporta fluida je ne-Fikova difuzija u slu¢aju P(HPA/5IK) i P(HPA/7IK)
hidrogelova bez i1 sa ugradenim oksaprozinom. To znaci da i difuzija i relaksacija
polimernih lanaca kontrolisu transport molekula fluida kroz polimernu mreZzu
P(HPA/5IK) i P(HPA/7IK) hidrogelova. Izraunate vrednosti koeficijenta difuzije fluida
D ukazuju na zavisnost ovog parametra od sastava hidrogela i prisustva aktivne

supstance. Povecanje sadrzaja IK rezultira veéim vrednostima D, dok prisustvo
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oksaprozina smanjuje vrednosti D S§to je u saglasnosti sa Svojstvima bubrenja

hidrogelova prikazanih i diskutovanih u poglavlju 4.2.5.1. ovog rada.

4.2.5.5. Parametri mreze PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova

Molska masa polimernih lanaca izmedu dve susedne tacke umrezenja (M) i

veli¢ina pora (¢) PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova, izracunati su primenom teorije
ravnoteznog bubrenja upotrebom jednacina (12-15). Dobijeni rezultati prikazani su u
Tabeli 8.

Tabela 8. Vrednosti ravnoteznog stepena umrezenja (Qe), molske mase polimernih
lanaca izmedu dve susedne tacke umrezenja (M_) i veli¢Gine pora (&) PHPA i

P(HPA/IK) hidrogelova, u puferu pH vrednosti 7,40, na 37 °C.

G M, ¢
Uzorak (g mol™) (nm)
Bez Sa Bez Sa Bez Sa
OXA ugradenim OXA ugradeni OXA  ugradenim
OXA m OXA OXA
PHPA 0,46 0,43 23,790 21,350 0,277 0,261
P(HPA/2IK) 1,22 1,20 163,964 157,716 0,838 0,819
P(HPA/3.51K) 3,20 2,59 2108,40  1150,30 3,717 2,605
P(HPA/5IK) 5,13 4,13 8447,34  4416,54 8,439 5,751
P(HPA/7IK) 9,70 6,79 54782,9  19409,4 25,87 13,857

Na osnovu dobijenih rezultata prikazanih u Tabeli 8, jasno se uocava uticaj
sastava hidrogela, kao 1 prisustva aktivne supstance na vrednosti parametara mreze.
Poveéanje sadrzaja IK u polimernoj strukturi rezultira ve¢im vrednostima molske mase
polimernih lanaca izmedu dve susedne tacke umreZenja i porama veéih dimenzija.
Uzorke sa ugradenom aktivnom supstancom karakteriSu manje molske mase polimernih
lanaca izmedu dve susedne tacke umrezenja i pore manjih dimenzija u poredenju sa
odgovaraju¢im uzorcima koji ne sadrze aktivnu supstancu. Dobijeni rezultati su u
skladu sa rezultatima bubrenja (poglavlje 4.2.5. ovog rada), kao i rezultatima SEM
analize (poglavlje 4.2.2. ovog rada). Povecanje sadrzaja IK u polimeru dovodi do
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povecéanja poroznosti polimerne strukture, dok molekuli ugradjene aktivne supstance

popunjavaju pore i na taj nacin redukuju poroznost ispitivanih hidrogelova.

4.2.6. Efikasnost ugradnje oksaprozina u PHPA i P(HPA/IK) hidrogelove

Rezultati efikasnosti ugradnje (E%) oksaprozina u PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelove prikazani su na Slici 55.

Efikasnost ugradnje oksaprozina (%)

PHPA P(HPA/2IK) P(HPA/3.51K) P(HPA/SIK) P(HPA/7IK)

Slika 55. Efikasnost ugradnje (E %) oksaprozina u PHPA i P(HPA/IK) hidrogelove.

Najmanja efikasnost ugradnje oksaprozina je ostvarena sa homopolimernim
PHPA hidrogelom. PHPA hidrogel je sposoban da apsorbuje najmanju koli¢inu
oksaprozina usled malog kapaciteta bubrenja u poredenju sa hidrogelovima koji sadrze
IK. Povecanjem udela IK u hidrogelu povecava se i kapacitet bubrenja, kao i sposobnost
apsorbovanja vece koli¢ine oksaprozina. U slu¢aju hidrogelova sa ve¢im vrednostima
Je, difuzija molekula oksaprozina kroz polimernu mrezu je olakSana $to rezultira
efikasnijom wugradnjom oksaprozina. Najveéa efikasnost ugradnje oksaprozina
postignuta je sa uzorkom koji sadrzi najveéi udeo IK (P(HPA/7IK)). Dobijeni rezultati
pokazuju da se hidrofobna aktivna supstanca oksaprozin moze uspesno ugraditi u PHPA
i P(HPA/IK) hidrogelove, kao i da se na efikasnost ugradnje aktivne supstance moze
uticati podesavanjem kapaciteta bubrenja, odnosno sastava hidrogela (variranjem udela
IK).

4.2.7. In vitro otpustanje oksaprozina iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova
In vitro ispitivanje otpustanja oksaprozina iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova

izvedeno je u medijumima razli¢ite pH vrednosti (pH 2,20 i 7,40), na 37 °C.
Ispitivanjem otpustanja oksaprozina u puferu pH vrednosti 2,20, u medijumu za

otpustanje nije detektovano prisustvo oksaprozina ni nakon 48 h pracenja otpustanja. Do
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otpustanja oksaprozina u puferu pH 2,20 nije doslo usled malog kapaciteta bubrenja
hidrogelova i nerastvorljivosti oksaprozina u kiseloj pH sredini. U puferu pH 7,40 doslo

je do otpustanja oksaprozina i dobijeni profili otpustanja su prikazani na Slici 56.
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Slika 56. Profili otpustanja oksaprozina iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova u puferu pH
7,40, na 37 °C.

Kao S§to je prikazano na Slici 56 znatna razlika u profilima otpuStanja
oksaprozina je izrazena izmedu PHPA i P(HPA/7IK) hidrogelova. Povecanje udela IK u
hidrogelovima rezultira brzim otpustanjem oksaprozina. Ovakvo ponaSanje se moze
objasniti time da u medijumu pH vrednosti 7,40 dolazi do potpune jonizacije molekula
oksaprozina (pKa 4,3) i karboksilnih grupa IK. Elektrostati¢ko odbijanje izmedu nastalih
istoimenih naelektrisanja rezultira brzim otpustanjem oksaprozina, te je najbrze
otpustanje oksaprozina postignuto sa uzorkom koji sadrzi najveci udeo IK. Takode,
koli¢ina ugradene aktivne supstance moze da uti¢e na profil otpustanja [189]. Hidogel
sa najve¢im sadrzajem oksaprozina je pokazao najbrze otpustanje. Ovakvo ponaSanje se
moze pripisati veCem koncentracionom gradijentu u sluaju uzorka hidrogela sa
najveéom koli¢inom ugradenog oksaprozina. Sto je koncentracioni gradijent izmedu
medijuma za otpuStanje 1 unutrasnjosti polimerne mreze vec¢i to se oksaprozin brze
otpusta.

Dobijeni rezultati otpustanja oksaprozina iz ispitivanih hidrogelova su pokazali
naglo otpustanje oksaprozina u pocetnom periodu otpustanja, takozvani ,,burst* efekat,

tokom prvog sata otpuStanja. Nakon tog vremena, uspostavljeno je ravnomernije i
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sporije otpustanje oksaprozina. Pojava ,,burst efekta se moze pripisati adorbovanim

molekulima oksaprozina koji se lako otpustaju sa povrsine hidrogela.

4.2.8. Analiza procesa kontrolisanog otpustanja oksaprozina iz PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelova

U cilju analize mehanizma transporta molekula oksaprozina iz sintetisanih
hidrogelova, in vitro dobijeni podaci otpustanja 60 % oksaprozina su analizirani
razli¢itim jedna¢inama (jednacine (12-15)). Na Slici 57 a), b), ¢) i d) su prikazani podaci
otpustanja oksaprozina iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova analizirani jednacinama koje

su prikazane u Tabeli 3. IzraCunati parametri su prikazani u Tabeli 9.
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Slika 57. Podaci otpustanja oksaprozina iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova analizirani
a) Higuci, b) Ritger-Pepas, ¢) Pepas-Sahlin i d) Pepas-Sahlin (m=0,5) modelima.
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Tabela 9. Parametri otpustanja oksaprozina iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova dobijeni

primenom Higuci, Ritger-Pepas, Pepas-Sahlin i Pepas-Sahlin (m=0,5) modela na

podatke otpustanja 60 % oksaprozina.

Izradunati Uzorci
Primenjen  parametri, SSR, PHPA  P(HPA/2IK) P(HPA/3.5IK) P(HPA/5IK) P(HPA/7IK)
model AICiR?
K 0,033 0,040 0,048 0,049 0,055
1. Higudi SSR x 10°* 9,67 1,93 3,40 4,40 6,22
model AIC -123 -109 -86 -75 -64
R? 0,965 0,993 0,990 0,987 0,984
k; 0,045 0,028 0,043 0,038 0,029
2.Ritger-Pepas  n 0,505 0,619 0,582 0,614 0,670
model SSR x 10°* 30,00 9,23 20,00 10,00 30,00
AIC -60,58  -65,88 -46,78 -48,35 -42,18
R? 0,990 0,997 0,993 0,995 0,989
ki 0,036 0,034 0,024 0,023 0,044
3.Pepas-Sahlin  k,x 10* 4.7 -3.3 2,2 -1,8 0,004
model m 0,54 0,58 0,72 0,72 0,44
SSR x 10* 0,9 1,2 1,7 2,3 3,0
AIC -170 -120 -89 -78 -59
R? 0,997 0,996 0,995 0,993 0,991
k; 0,043 0,043 0,048 0,042 0,043
4.Pepas-Sahlin  k,x 10* -5,92 -2,32 -2,10 7,34 0,001
model gde je SSRx10* 1,12 1,57 3,77 2,96 2,26
m=0,5 AIC -160 -110 -83 77 -72
R? 0,996 0,995 0,989 0,991 0,994

Analizom vrednosti AIK pokazano je da Pepas-Sahlin (Slika 57 c¢)) model

najoptimalnije opisuje fenomen otpustanja oksaprozina iz PHPA, P(HPA/2IK),
P(HPA/3.5IK) i P(HPA/5IK) hidrogelova, dok Pepas-Sahlin model kada je m=0,5 (Slika

57 d)) najoptimalnije opisuje mehanizam transporta molekula oksaprozina iz

P(HPA/7IK) hidrogela. Mehanizam transporta aktivne supstance se moze analizirati na

osnovu vrednosti parametra n izraunatog primenom Ritger-Pepas modela. Dobijene

vrednosti n (0,50 do 0,67) ukazuju da je mehanizam transporta oksaprozina iz PHPA

hidrogela Fikova difuzija, dok je u slu¢aju hidrogelova koji sadrze IK zastupljen ne-

94



Doktorska disertacija Marija Babic

Fikov mehanizam transporta oksaprozina, odnosno i difuzija i relaksacija polimernih

lanaca kontroliSu mehanizam otpustanja oksaprozina.
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Slika 58. Zavisnost frakcije otpustenog oksaprozina iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova

od dnosa relaksacije polimernih lanaca (R) i Fikovog doprinosa (F).

Primenom jednacine (16) i izracunatih parametra k; i ky (primenom Pepas-Sahlin
modela) izracunat je odnos relaksacije polimernih lanaca (R) i Fikovog doprinosa (F).
Zavisnost vrednosti R/F odnosa i frakcije otpustenog oksaprozina je prikazana na Slici
58. Dobijeni rezultat je dodatna potvrda da je mehanizam transporta oksaprozina Fikova
difuzija isklju¢ivo u slu¢aju PHPA hidrogela u svim ostalim slu¢ajevima mehanizam

transporta oksaprozina je kontrolisan difuzijom i relaksacijom polimernih lanaca.

4.3. Procena podobnosti hidrogelova na bazi 2-hidroksialkil akrilata i
itakonske kiseline kao polimernih matrica za kontrolisano otpustanje
aktivnih supstanci

U cilju oderdivanja podobnosti primene sintetisanih hidrogelova na bazi
2-hidroksialkil akrilata i itakonske kiseline kao polimernih matrica za kontrolisano
otpustanje aktivnih supstanci, pored aktivne supstance - oksaprozin, ispitana je i
mogucnost ugradnje i kontrolisanog otpustanja derivata oksaprozina [193-195]. U tu
svrhu, koris¢eni su kompleksi prelaznih metala (Ni(ll) i Zn(11)) sa oksprozinom, kao

potencijalno bioloski aktivne supstance sa antiproliferativnim efektom [195].
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4.3.1. Hidrogelovi na bazi 2-hidroksietil akrilata i itakonske kiseline kao polimerne
matrice za kontrolisano otpustanje Zn(11) kompleksa sa oksaprozinom

Sintetisani hidrogelovi na bazi 2-hidroksietil akrilata i itakonske kiseline su
dodatno testirani i kao polimerne matrice za kontrolisano otpustanje Zn(ll) kompleksa
sa oksaprozinom (ZnOXA). Strukturna formula ZnOXA prikazana je na Slici 59.

T”’
i \ / > - 1.5H,0
OHq

Slika 59. Strukturna formula Zn(11) kompleksa sa oksaprozinom (R-ligand OXA) [158].

Ugradnja ZnOXA u sintetisane P(HEA/IK) hidrogelove potvrdena je FT-IC
spektroskoskopijom, kao i UV-Vis spektofotometrijom. FT-IC spektri PHEA i
P(HEA/7IK) hidrogelova sa ugradenim ZnOXA prikazani su na Slici 60.
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Slika 60. FT-IC spektar PHEA i P(HEA/7IK) hidrogelova sa ugradenim ZnOXA

Dobijeni FT-IC spektri PHEA i P(HEA/7IK) hidrogelova sa ugradenim ZnOXA
pokazuju sledeée krakteristi¢ne pikove: pik —OH grupe na 3435 cm*, pik na 1739 cm™
odnosi se na vibracije karbonilne C=0 grupe i pik za alifati¢cne C—H vibracije u opsegu

od 3000 — 2900 cm . Uspesnu ugradnju ZnOXA u ispitivane hidrogelove potvrduje
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pojava slabih apsorpcionih traka u opsegu 450 — 440 cm* §to odgovara Zn-O
vibracijama [192]. Dodatna potvrda ugradnje ZnOXA u hidrogelove je pojava Siroke
apsorpcione trake u oblasti 3300 — 3200 cm™ (O-H vibracije) koja potie od prisustva
koordinativno i nekoordinativno vezanih molekula vode ZnOXA kompleksa.

U daljem istrazivanju ispitan je uticaj ugradenog ZnOXA u PHEA i P(HEA/IK)
hidrogelove na njihovo ,inteligentno” ponaSanje. Rezultati ispitivanja pH- i
temperaturne osetljivosti hidrogelova sa ugradenim ZnOXA su prikazani na Slici 61 u

vidu zavisnosti vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja e 0d a) pH vrednosti i b)

temperature.
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Slika 61. Zavisnost vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja (qe) PHEA i
P(HEA/IK) hidrogelova sa ugradenim ZnOXA od: a) pH i b) temperaturne.

Dobijeni rezultati ispitivanja pH i temperaturne osetljivosti PHEA i P(HEA/IK)
hidrogelova sa ugradenim ZnOXA pokazuju da ugradena aktivna supstanca smanjuje
kapacitet bubrenja ispitivanih hidrogelova, ali ne uti¢e na pH i temperaturnu osetljivost
P(HEAV/IK) hidrogelova. Pored pH- i temperaturne osetljivosti, ispitivano je i bubrenje
hidrogelova sa ugradenim ZnOXA u simuliranim pH uslovima gastrointestinalnog

trakta. Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 62.
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Slika 62. Vrednost stepena bubrenja (g;)) PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova sa ugradenim
ZnOXA u simuliranim pH uslovima gastrointestinalnog trakta.

Rezultati ispitivanja bubrenja PHEA 1 P(HEA/IK) hidrogelova sa ugradenim
ZnOXA, u simuliranim pH uslovima gastrointestinalnog trakta pokazuju da ispitivani
hidrogelovi bubre manje u kiseloj sredini, dok vrednost stepena bubrenja znatno raste u
medijumima pH vrednosti 6,80 i 8,00. Ovakvo ponaSanje ispitivanih hidrogelova, ¢ini
ih pogodnim kandidatima za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci u neutralnoj do
slabo baznoj sredini, dok ¢e otpustanje u kiseloj sredini zeluca biti onemoguéeno.

Efikasnost ugradnje ZnOXA u PHEA i P(HEA/IK) hidrogelove odreden je
primenom jednac¢ine 8. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 63. Najveca efikasnost
ugradnje ZnOXA postignuta je sa P(HEA/7IK) uzorkom, dok je PHEA hidrogel manje
efikasan. Kao i u slu¢aju ugradnje oksaprozina u PHEA i P(HEA/IK) hidrogelove, udeo
itakonske kiseline u hidrogelu utie na efikasnost ugradnje aktivne supstance. Uzorci sa
ve¢im sadrzajem itakonske kiseline, imaju veci kapacitet bubrenja i pokazuju veéu

efikasnost ugradnje aktivne supstance.
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Slika 63. Efikasnost ugradnje ZnOXA u PHEA i P(HEA/IK) hidrogelove.

PHEA i P(HEA/IK) hidrogelovi sa ugradenim ZnOXA su dalje ispitivani kao
polimerne matrice za kontrolisano otpustanje aktivne supstance. Kinetika otpustanja je
prac¢ena u medijumima razli¢ite pH vrednosti (pH 2,20 1 7,40, na 37 °C), merenjem
apsorbance na A=284 nm, upotrebom UV-Vis spektrofotometra. U medijumu pH
vrednosti 2,20 nije detektovano prisustvo ZnOXA nakon 48 h pracenja otpustanja, dok
je u medijumu pH vrednosti 7,40 doslo do otpustanja ZnOXA i dobijeni profili su
prikazani na Slici 64.
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Slika 64. Profili otpustanja ZnOXA iz PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova u medijumu pH
vrednosti 7,40, na 37 °C.

Rezultati otpustanja ZnOXA iz PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova pokazuju da
profil otpustanja ZnOXA zavisi od sastava hidrogela. Uzorak sa najve¢im sadrZajem

itakonske kiseline (P(HEA/7IK)) je pokazao brze otpusStanje ZnOXA, §to moze biti
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posledica veceg kapaciteta bubrenja P(HEA/7IK) hidrogela, kao i veceg sadrzaja
ZnOXA u ovom uzorku.

Dobijeni rezultati otpustanja 60 % ZnOXA iz PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova
analizirani su jednac¢inama prikazanim u Tabeli 3 i izracunati parametri su prikazani u
tabelama u okviru Slike 65.
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Slika 65. Eksperimentalno dobijeni podaci otpustanja 60 % ZnOXA iz PHEA i
P(HEAJIK) hidrogelova analizirani a) Higuci, b) Ritger-Pepas, c) Pepas-Sahlin i
d) Pepas-Sahlin (m=0,5) modelima.

Na osnovu vrednosti AIC parametra moze se zakljuciti da Peppas-Sahlin model
(Slika 65 c)) najoptimalnije opisuje otpustanje ZnOXA iz PHEA i P(HEA/IK)

hidrogelova. Mehanizam transporta aktivne supstance kroz polimernu mreZzu moze Se
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analizirati na osnovu vrednosti parametra n izraCunatog primenom Ritger-Peppas
modela. Dobijene vrednosti n>0,5 ukazuju da je mehanizam transporta molekula
ZnOXA iz PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova ne-Fikova difuzija, sto znaci da i difuzija i
relaksacija polimernih lanaca uti¢u na mehanizam transporta ZnOXA kroz polimernu
mrezu PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova.

Primenom jednacine (16) i izraunatih vrednosti parametra ki i ko (primenom
Pepas-Sahlin modela) izracunat je odnos relaksacije polimernih lanaca (R) i Fikovog
doprinosa (F). Zavisnost vrednosti R/F odnosa i frakcije otpuStenog ZnOXA je

prikazana na Slici 66.
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Frakcija otpustenog ZnOXA

Slika 66. Zavisnost frakcije otpustenog ZnOXA iz PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova od

dnosa relaksacije polimernih lanaca (R) i Fikovog doprinosa (F).

Dobijeni rezultati su dodatna potvrda da je mehanizam transporta ZnOXA ne-
Fikova difuzija za PHEA i P(HEA/IK) hidrogelove. Oba fenomena, i difuzija i
relaksacija polimernih lanaca, uti€u na mehanizam transporta ZnOXA iz PHEA i

P(HEA/IK) hidrogelova.

4.3.2. Hidrogelovi na bazi 2-hidroksipropil akrilata i itakonske Kiseline kao

polimerne matrice za kontrolisano otpustanje Ni(II) kompleksa sa oksaprozinom

Sintetisani hidrogelovi na bazi 2-hidroksipropil akrilata i itakonske Kkiseline su
dodatno testirani kao polimerne matrice za kontrolisano otpustanje Ni(II) kompleksa sa

oksaprozinom (NiOXA). Strukturna formula NiOXA prikazana je na Slici 67.
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Slika 67. Strukturna formula Ni(Il) kompleksa sa oksaprozinom (R-ligand OXA) [158].

Ugradnja NiOXA u PHPA i P(HPA/IK) hidrogelove potvrdena je FT-IC
spektroskoskopijom, kao i UV-Vis spektofotometrijom. Dobijeni FT-1C spektri PHPA i
P(HPA/7IK) hidrogelova sa ugradenim NiOXA prikazani su na Slici 68.

Ay,
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3(CH),y(CH)
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Slika 68. FT-IC spektar PHPA i P(HPA/7IK) hidrogelova sa ugradenim NiOXA

kompleksom.

FT-1C spektri PHPA i P(HPA/7IK) hidrogelova sa ugradenim NiOXA pokazuju
sledeée karakteristiéne pikove: pik —OH grupe na 3436 cm*, pikovi na 1729 cm™
(spektar NiOXA/PHPA) i na 1732 cm™ (spektar NiOXA/P(HPA/7IK) odnose se na
vibracije karbonilne C=0 grupe, pik za alifaticne C—H vibracije u opsegu od 3000 —
2900 cm . Uspesnu ugradnju NiOXA u ispitivane hidrogelove potvrduje pojava
izrazenog pika na 447 cm *, kao i pojava slabih apsorpcionih traka u opsegu 450 — 440
cm® §to odgovara Ni-O vibracijama [192]. Dodatna potvrda ugradnje NiOXA u
hidrogelove je pojava $iroke apsorpcione trake u oblasti 3300 — 3200 cm* (O-H
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vibracije) koja potice od prisustva koordinativno i nekoordinativno vezanih molekula
vode iz NiOXA kompleksa.

U daljem istrazivanju ispitan je uticaj ugradenog NiOXA u PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelove na njihovo ,,inteligentno” ponaSanje. Rezultati ispitivanja pH- |
temperaturne osetljivosti hidrogelova sa ugradenim NiOXA su prikazani na Slici 69 u
vidu zavisnosti vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja ge ispitivanih hidrogelova od a)
pH vrednosti i b) temperature.
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Slika 69. Zavisnost vrednosti ravnoteznog stepena bubrenja (qe) PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelova sa ugradenim NiOXA od: a) pH i b) temperaturne.

Dobijeni rezultati ispitivanja pH i temperaturne osetljivosti PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelova sa ugradenim NiOXA pokazuju da ugradena aktivna supstanca smanjuje
kapacitet bubrenja ispitivanih hidrogelova, ali ne uti¢e na pH- i temperaturnu osetljivost
P(HPAJ/IK) hidrogelova. Pored pH i temperaturne osetljivosti, ispitivano je i bubrenje
hidrogelova sa ugradenim NiOXA u simuliranim pH uslovima gastrointestinalnog
trakta. Dobijeni rezultati prikazani su na Slici 70.

Dobijeni rezultati ispitivanja bubrenja u simuliranim pH uslovima
gastrointestinalnog trakta pokazuju da PHPA i1 P(HPA/IK) hidrogelovi sa ugradenim
NiOXA bubre manje u kiseloj sredini, dok u medijumima pH vrednosti 6,80 i 8,00,
stepen bubrenja ispitivanih hidrogelova raste. Ovakvo ponasanje ispitivanih
hidrogelova, ¢ini ih pogodnim kandidatima za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci u neutralnoj do slabo baznoj sredini, dok ¢e efekat otpustanja u kiseloj sredini

zeluca izostati.

103



Doktorska disertacija Marija Babic

—m— NiOXA/PHPA
—@®— NiOXA/P(HPA/2IK)
74| —A—NIOXA/P(HPA/TIK)
84 pH pH pH
= adatan AAA
S54922| 684 8.0 .
= %
S4 2n fsh 12h
< |
Hal
2] |4
g 1 i e — see
Ph 2 §
] ) e
il 1T
0
1 - T M T ad T - T o T » T
0 5

10 0 25 30 35

Vreﬁe (h) .
Slika 70. Vrednost stepena bubrenja (g)) PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova sa ugradenim
NiOXA u simuliranim pH uslovima gastrointestinalnog trakta.

Efikasnost ugradnje NiOXA u PHPA 1 P(HPA/IK) hidrogelove odreden je
primenom jednac¢ine 8. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 71. Najveca efikasnost
ugradnje NiOXA postignuta je sa P(HPA/71K) uzorkom, dok je PHPA hidrogel pokazao
manju efikasnost. Kao i u slucaju ugradnje oksaprozina u PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelove, udeo itakonske kiseline u hidrogelu uti¢e na efikasnost ugradnje aktivne
supstance. Uzorci sa vec¢im sadrzajem itakonske kiseline, poseduju veci kapacitet

bubrenja i usled toga pokazuju veéu efikasnost ugradnje aktivne supstance u ispitivane
polimerne matrice.
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Slika 71. Efikasnost ugradnje NiOXA u PHPA i P(HPA/IK) hidrogelove.
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PHPA i P(HPA/IK) hidrogelovi sa ugradenim NiOXA su dalje ispitivani kao
polimerne matrice za kontrolisano otpustanje aktivne supstance. Kinetika otpustanja je
pra¢ena u medijumima razli¢ite pH vrednosti (pH 2,20 1 7,40, na 37 °C), merenjem
apsorbance na A=284 nm, upotrebom UV-Vis spektrofotometra. U medijumu pH
vrednosti 2,20 nije detektovano prisustvo NiOXA nakon 48 h pracenja otpustanja, dok

je u medijumu pH vrednosti 7,40 doslo do otpustanja NiOXA i dobijeni profili su

prikazani na Slici 72.
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Slika 72. Profili otpustanja NiOXA iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova u medijumu pH
vrednosti 7,40, na 37 °C.

Rezultati otpustanja NiOXA iz PHPA i1 P(HPA/IK) hidrogelova pokazuju da
profil otpustanja NiOXA zavisi od sastava hidrogela. Uzorak sa najve¢im sadrzajem
itakonske Kiseline (P(HPA/7IK)) je pokazao brze otpustanje NiOXA, §to moze biti
posledica veceg kapaciteta bubrenja P(HPA/7IK) hidrogela, kao i veleg sadrzaja

NiOXA u ovom uzorku.
Dobijeni rezultati otpustanja 60 % NIOXA iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova

analizirani su primenom jedna¢ina prikazanih u Tabeli 3, (Slika 73) i izracunati

parametri su prikazani u tabelama u okviru Slike 73.
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Slika 73. Podaci otpustanja NiOXA iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova analizirani a)
Higuci, b) Ritger-Pepas, ¢) Pepas-Sahlin i d) Pepas-Sahlin (m=0,5) modelima.

Na osnovu vrednosti AIC parametra moze se zakljuéiti da Pepas-Sahlin (m=0,5)

model (Slika 73 d)) najoptimalnije opisuje otpustanje NiOXA iz PHPA i P(HPA/2IK)

hidrogelova, dok Pepas-Sahlin model (Slika 73 c)) najoptimalnije opisuje otpustanje

NiOXA iz P(HPA/7IK) hidrogela. Mehanizam transporta aktivne supstance kroz

polimernu mrezu moze Se analizirati na osnovu vrednosti parametra n izracunatog

primenom Ritger-Pepas modela. Dobijene vrednosti n<0,50 ukazuju da je mehanizam
transporta molekula NiOXA iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova Fikova difuzija.

106



Doktorska disertacija Marija Babic

Primenom jednaéine (16) i izraunatih vrednosti parametra k; i ko (primenom
Pepas-Sahlin modela) izracunat je odnos relaksacije polimernih lanaca (R) i Fikovog
doprinosa (F). Zavisnost vrednosti R/F odnosa i frakcije otpustenog NIOXA je
prikazana na Slici 74. Dobijeni rezultati, prikazani na Slici 74, su dodatna potvrda da je
mehanizam transporta molekula NiOXA kroz polimernu mrezu PHPA i P(HPA/IK)

hidrogelova Fikova difuzija.
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Slika 74. Zavisnost frakcije otpustenog NiOXAiz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova od

dnosa relaksacije polimernih lanaca (R) i Fikovog doprinosa (F).

4.4. Uticaj sastava hidrogelova na njihova svojstva kao polimernih matrica za

kontrolisano otpustanje oksaprozina

U cilju ispitivanja uticaja sastava hidrogela na njegova svojstva kao polimerne
matrice za ugradnju i kontrolisano otpustanje oksaprozina, u okviru ove disertacije
sintetisane su dve serije hidrogelova upotrebom monomera razli¢ite hemijske strukture.
Prva serija hidrogelova je na bazi 2-hidroksietil akrilata i itakonske kiseline, dok su kao
polazni monomeri za sintezu druge serije hidrogelova koris¢eni 2-hidroksipropil akrilat
i itakonska kiselina. U svim uzorcima je variran molski udeo itakonske Kiseline.
Osnovna razlika izmedu odabranih monomera je prisustvo dodatne metil grupe u
strukturi 2-hidroksipropil akrilata u poredenju sa strukturom 2-hidroksietil akrilata.

U okviru ove disertacije izvrSena je analiza hemijske strukture, morfologije,
termickih svojstava, naelektrisanja povrsine, pH- i temperaturne osetljivosti sintetisanih
hidrogelova, kao 1 moguénost njihove primene u vidu polimernih matrica za ugradnju 1

kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci. Rezultati navedenih analiza su detaljno i
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pojedina¢no prikazani u prethodnim poglavljima ove disertacije, dok su u ovom
poglavlju dobijeni rezultati sumirani i dovedeni u vezu sa hemijskom strukturom
hidrogela. Na Slici 75 prikazan je uticaj sastava hidrogela na pH- i temperaturnu
osetljivost, termicka svojstva, morfologiju sintetisanih hidrogelova i njihova svojstva

kao polimernih matrica za ugradnju i kontrolisano otpustanje oksaprozina.
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Slika 75. Uticaj sastava hidrogela na temperaturnu i pH- osetljivost, termic¢ka svojstva i
morfologiju, kao 1 na njegova svojstva kao matrice za ugradnju i kontrolisano otpustanje

oksaprozina.

Kao §to je prikazano na Slici 75, osnovna razlika izmedu sintetisanih
hidrogelova je prisustvo dodatne metil grupe u strukturi 2-hidroksipropil akrilata (HPA)
u poredenju sa strukturom 2-hidroksietil akrilata (HEA). Kao posledica prisustva
dodatne metil grupe dobijen je polimerni materijal manje hidrofilnosti u poredenju sa
P(HEA/IK) hidrogelom. Manje hidrofilna priroda P(HPA/IK) hidrogelova rezultira

polimernim materijalom manjeg kapaciteta bubrenja. Medutim, prisustvo dodatne metil
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grupe u strukturi P(HPA/IK) hidrogelova ne uti¢e na njihovu pH- i temperaturnu
osetljivost.

Rezultati ispitivanja morfologije sintetisnih hidrogelova ne ukazuju na znacajniji
uticaj dodatne metil grupe na morfologiju hidrogelova, dok je uticaj udela IK izrazeniji i
odrazava se na vecu poroznost hidrogelova koji sadrze IK. Rezultati DSC analize
pokazuju da PHPA i P(HPA/IK) hidrogelovi imaju veée Ty vrednosti u poredenju sa
PHEA i P(HEA/IK) hidrogelovima, $to je u skladu sa literaturnim podacima T
vrednosti PHEA (-10 do 7 °C) i PHPA (22 °C) [181-183,190].

U daljem istrazivanju, sintetisani hidrogelovi su ispitivani kao polimerne matrice
za ugradnju 1 kontrolisano otpustanje oksaprozina. Postignuta efikasnost ugradnje
oksaprozina primenom ispitivanih hidrogelova ne ukazuje na znacajan uticaj dodatne
metil grupe u strukturi PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova na ovo svojstvo, dok je uticaj
udela IK znatno izrazeniji. Dobijeni profili otpuStanja oksaprozina u medijumu pH
vrednosti 7,40, na 37 °C, pokazuju da se molekuli oksaprozina sporije otpustaju iz
PHPA i P(HPAJ/IK) hidrogelova u poredenju sa PHEA i P(HEA/IK) hidrogelovima.
Ovakvo ponaSanje se moze pripisati manjoj hidrofilnosti hidrogelova na bazi HPA,
odnosno njihovom manjem kapacitetu bubrenja S§to ima za rezultat sporije otpustanje
aktivne supstance.

Prethodno navedeni eksperimentalno dobijeni podaci i njihova analiza ukazuju
da sastav hidrogelova uti¢e na njihovo ,,inteligentno” ponasanje, morfologiju i termicka
svojstva, kao 1 na efikasnost ugradnje i kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci.
Prisustvo dodatne metil grupe u PHPA i P(HPA/IK) hidrogelovima ne uti¢e zna¢ajno na

navedena svojstva hidrogelova, dok je uticaj sadrzaja IK izraZeniji.

4.5. Uticaj tipa aktivne supstance na svojstva hidrogelova na bazi 2-hidroksietil
akrilata i itakonske kiseline kao polimernih matrica za kontrolisano otpustanje

aktivnih supstanci

Pored ispitivanja uticaja sastava hidrogela na njegova svojstva kao polimerne
matrice za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci, ispitan je i uticaj tipa aktivne
supstance na pH i temperaturnu osetljivost sintetisanih hidrogelova, kao i na efikasnost
ugradnje i kontrolisano otpustanje aktivne supstance. U tom cilju, u PHEA i P(HEA/IK)

hidrogelove su ugradene razli¢ite aktivne supstance: oksaprozin (OXA) i Zn(ll)
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kompleks sa oksaprozinom (ZnOXA) i ispitan je njihov uticaj na ,,inteligentno”
ponasanje hidrogelova, kao i na efikasnost ugradnje i kontrolisano otpustanje. Na Slici
76 su prikazani rezultati ispitivanja uticaja tipa aktivne supstance na svojstva PHEA i
P(HEA/IK) hidrogelova kao polimernih matrica za kontrolisano otpustanje aktivnih

supstanci.
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Slika 76. Uticaj tipa aktivne supstance na svojstva PHEA i P(HEA/IK) hidrogelova kao

polimernih matrica za kontrolisano otpuStanje aktivnih supstanci.

Ispitivanjem bubrenja hidrogelova dobijeni su rezultati koji pokazuju da PHEA i
P(HEA/IK) hidrogelovi sa ugradenim OXA imaju veci stepen bubrenja u poredenju sa
istim hidrogelovima sa ugradenim ZnOXA. ZnOXA je veéi molekul u poredenju sa
OXA, te kao takav znatno popunjava pore hidrogela i ometa pokretljivost polimernih
lanaca Sto oteZava penetraciju molekula fluida u polimernu mreZu i rezultira manjim
kapacitetom bubrenja hidrogela sa ugradenim ZnOXA. Medutim, ugradnja OXA kao i
ZnOXA u P(HEA/IK) hidrogelove ne uti¢e na njihovu pH- i temperaturnu osetljivost.
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Rezultati ispitivanja efikasnosti ugradnje OXA i ZnOXA u PHEA i P(HEA/IK)
hidrogelove pokazuju da je znatno vecéa efikasnost postignuta u sluc¢aju ugradnje
ZnOXA. Ugradnja OXA je izvrSena u medijumu pH vrednosti 8,00 u kome je doslo do
potpune jonizacije i OXA i karboksilnih grupa P(HEA/IK) hidrogelova. Usled
elektrostatickog odbijanja izmedu nastalih istoimenih naelektrisanja, ugradnja OXA u
P(HEA/IK) hidrogelove je otezana u poredenju sa ugradnjom ZnOXA. Ugradnja
ZnOXA je izvrSena difuzijom ZnOXA rastvorenog u smesi dimetil sulfoksid/pufer pH
vrednosti 8,00 i ostvarena je efikasnost ugradnje preko 95 %.

Dobijeni profili otpustanja OXA 1 ZnOXA iz PHEA 1 P(HEA/IK) hidrogelova u
medijumu pH vrednosti 7,40, na 37 °C, pokazuju da je otpustanje OXA iz PHEA i
P(HEA/IK) hidrogelova sporije u poredenju sa otpustanjem ZnOXA. Ovakvo ponaSanje
se moze dovesti u vezu sa koli¢inom ugradene aktivne supstance u ispitivane
hidrogelove. S obzirom da je postignuta bolja efikasnost ugradnje ZnOXA u poredenju
sa OXA time je i sadrzaj ZnOXA veéi u PHEA i P(HEA/IK) hidrogelovima. Poznato je
da uzorke sa veéim sadrzajem aktivne supstance karakteriSe brZe otpustanje usled
uspostavljanja veceg koncentracionog gradijenta izmedu medijuma za otpuStanje i
unutrasnjosti polimerne strukture.

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da tip aktivne supstance,
odnosno veli¢ina molekula, njegova hidrofilnost i1 naelektrisanje, takode uticu na
svojstva PHEA i P(HEAJ/IK) hidrogelova kao polimernih matrica za ugradnju i

kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci.

4.6. Uticaj tipa aktivne supstance na svojstva hidrogelova na bazi 2-hidroksipropil
akrilata i itakonske kiseline kao polimernih matrica za kontrolisano otpustanje

aktivnih supstanci

Uticaj tipa aktivne supstance na ,,inteligentno” ponasanje i svojstva PHPA i
P(HPA/IK) hidrogelova kao polimernih matrica za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci je takode ispitan. U tu svhu su koris¢ene dve razli¢ite aktivne supstance:
oksaprozin i Ni(ll) kompleks sa oksaprozinom (NiOXA). Navedene supstance su
ugradene u PHPA i P(HPA/IK) hidrogelove i ispitana je pH i temperaturna osetljivost

hidrogelova, efikasnost ugradnje, kao i kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci.
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Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 77 u vidu zavisnosti od tipa ugradenog molekula
aktivne supstance u PHPA i P(HPA/IK) hidrogelove.
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Slika 77. Uticaj tipa aktivne supstance na svojstva PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova kao

polimernih matrica za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci.

Ispitivanjem bubrenja hidrogelova u medijumima razli¢itih pH vrednosti i
temperature dobijeni su rezultati koji pokazuju da PHPA i P(HPA/IK) hidrogelovi sa
ugradenim OXA imaju neznatno veci stepen bubrenja u poredenju sa istim
hidrogelovima sa ugradenim NiOXA. NiOXA je ve¢i molekul u poredenju sa OXA, te
kao takav znatno viSe popunjava pore hidrogela, zauzima ve¢i deo slobodne zapremine
u polimernoj strukturi i na taj nacin ometa pokretljivost polimernih lanaca $to otezava
penetraciju molekula fluida u polimernu mreZu i rezultira manjim kapacitetom bubrenja
hidrogela sa ugradenim NiOXA. Medutim, ugradnja OXA kao i NiOXA u P(HPA/IK)

hidrogelove ne uti¢e na njihovu pH- i temperaturnu osetljivost.
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Rezultati odredivanja efikasnosti ugradnje OXA i NiOXA u PHPA i P(HPA/IK)
hidrogelove pokazuju da je znatno veca efikasnost ostvarena u slucaju ugradnje
molekula NiOXA. Ugradnja OXA je izvrsena u medijumu pH vrednosti 8,00 u kome je
doslo do potpune jonizacije i OXA i karboksilnih grupa P(HPA/IK) hidrogelova. Usled
elektrostatickog odbijanja izmedu nastalih istoimenih naelektrisanja, ugradnja OXA u
P(HPA/IK) hidrogelove je otezana u poredenju sa ugradnjom NiOXA. Ugradnja
NIOXA je izvrSena difuzijom NiOXA rastvorenog u smesi dimetil sulfoksid/pufer pH
vrednosti 8,00 1 u tom slu€aju ostvarena je efikasnost ugradnje preko 94 %.

Dobijeni profili otpustanja OXA 1 NiOXA iz PHPA 1 P(HPA/IK) hidrogelova u
medijumu pH vrednosti 7,40, na 37 °C, pokazuju da je otpusStanje OXA iz PHPA i
P(HPA/IK) hidrogelova sporije u poredenju sa otpuStanjem NiOXA. Dobijeni rezultati
otpustanja OXA 1 NiOXA iz PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova se mogu dovesti u vezu sa
kolicinom ugradene aktivne supstance u ispitivane hidrogelove. S obzirom da je
postignuta bolja efikasnost ugradnje NiOXA u poredenju sa OXA time je 1 sadrzaj
NiOXA ve¢i u PHPA 1 P(HPA/IK) hidrgelovima. Poznato je da uzorke sa veéim
sadrzajem aktivne supstance karakteriSe brze otpustanje usled uspostavljanja veceg
koncentracionog gradijenta izmedu medijuma za otpustanje i unutrasnjosti polimerne
strukture.

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da tip aktivne supstance,
odnosno veli¢ina molekula, njegova hidrofilnost i naelektrisanje, takode uticu na
svojstva PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova kao polimernih matrica za ugradnju i

kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci.
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5. ZAKLjUCAK

U cilju dizajniranja efikasnog sistema za kontrolisano otpustanje aktivne
supstance — oksaprozin, sintetisane su dve serije hidrogelova reakcijom polimerizacije
preko slobodnih radikala, na 50 °C u toku 24 h. Prvu seriju hidrogelova ¢ine hidrogelovi
na bazi 2-hidroksietil akrilata i itakonske kiseline (P(HEA/IK)), dok drugu seriju ¢ine
hidrogelovi na bazi 2-hidroksipropil akrilata i itakonske kiseline (P(HPA/IK)). U obe
serije hidrogelova variran je molski udeo itakonske kiseline (0,0; 2,0; 3,5; 5,0 i 7,0 mol
% IK) kako bi se ispitao uticaj sastava hidrogela na njegova svojstva. Hidrofobna
aktivna supstanca - oksaprozin je uspeS$no sintetisana i ugradena u ispitivane
hidrogelove metodom difuzije. Pored aktivne supstance — oksaprozin, ispitivan je i
uticaj njegovih derivata (Ni(Il) i Zn(11) kopleksa sa oksaprozinom (NiOXA i ZnOXA))
na svojstva hidrogelova kao polimernih matrica za kontrolisano otpustanje aktivnih
supstanci. U cilju ispitivanja uticaja hemijskog sastava, kao i tipa aktivne supstance na
svojstva sintetisanih hidrogelova, izvrSena je analiza hemijske strukture, morfologije,
termickih svojstava, bubrenja i ,,inteligentnog® ponasanja sintetisanih hidrogelova, pre i
posle ugradnje aktivne supstance. Pored toga, ispitana je efikasnost ugradnje aktivnih
supstanci u sintetisane hidrogelove i mogucnost njihove primene u vidu polimernih
matrica za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci. S obzirom da terapija
oksaprozinom podrazumeva uglavnom dugoro¢nu oralnu upotrebu oksaprozina i
neretko je pracena ozbiljnim nezeljenim efektima posebno izrazenim u gornjem delu
gastrointestinalnog trakta, osnovni cilj ove disertacije je dizajn polimerne matrice koja
¢e spreciti otpustanje oksaprozina u kiseloj sredini zeluca i1 na taj nacin redukovati
ozbiljne neZeljene efekte ovog leka ispoljene u segmentima gornjeg dela
gastrointestinalnog trakta. 1z tog razloga, otpustanje oksaprozina iz sintetisanih
polimernih matrica je ispitivano u medijumima pH vrednosti 2,20 i 7,40, na 37 °C.
Dobijeni eksperimentalni podaci otpustanja aktivne supstance u medijumu pH 7,40 su
analizirani primenom: Higuéi, Ritger-Pepas, Pepas- Sahlin i Pepas-Sahlin (m=0,5)
modela.

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeéi zakljucci:

Na osnovu dobijenih FT-IC spektara ustanovljena je uspe$sna homo- i
kopolimerizacija sintetisanih hidrogelova, kao i uspe$na ugradnja oksaprozina i

njegovih derivata u sintetisane hidrogelove. Karakteristicni pikovi sintetisanih
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hidrogelova su oni koji poti¢u od vibracija —OH grupa na talasnom broju 3436 cm* (za
PHEA hidrogel) i 3447 cm™ (za PHPA hidrogel), vibracija karbonilne C=0O grupe na
1729 cm?, alifaticnih C—H vibracija u opsegu 2900 — 3000 cm*, kao i od O-H
vibracija karboksilnih grupa IK u oblasti 3700 — 3100 cm* (za hidrogelove sa IK). FT-
IC spektri hidrogelova sa ugradenim oksaprozinom pored navedenih karakteristicnih
pikova funkcionalnih grupa hidrogelova, pokazuju dodatni pik na talasnom broju
izmedu 1600 i 1590 cm™* koji poti¢e od istezanja C=N veze molekula oksaprozina. FT-
IC spektri hidrogelova sa ugradenim Zn(II) i Ni(ll) kompleksima oksaprozina pokazuju
pikove u opsegu 450 — 440 cm* §to odgovara vibracijama Zn—O odnosno Ni-O veza.

Rezultati SEM analize povrSine 1 poprecnog preseka sintetisanih hidrogelova
bez 1 sa ugradenim oksaprozinom pokazuju da sastav hidrogela, kao i1 ugradena aktivna
supstanca uticu na morfologiju hidrogelova. Uticaj dodatne metil grupe u PHPA i
P(HPA/IK) u poredenju sa PHEA i P(HEA/IK) hidrogelovima, na njihovu morfologiju
nije posebno izrazen, dok je uticaj sadrzaja IK evidentan. Veci sadrzaj IK povecava
poroznost hidrogelova, dok ugradnja aktivne supstance redukuje poroznu strukturu
sintetisanih hidrogelova usled popunjavanja pora polimerne mreze.

Na osnovu rezultata diferencijalne skenirajuc¢e kalorimetrije, moze se zakljuciti
da hemijski sastav, kao 1 ugradena aktivna supstanca uticu na termicka svojstva
sintetisanih hidrogelova i dovode do povecanja Ty vrednosti. Hidrogelovi na bazi HPA
imaju vece Ty vrednosti u poredenju sa hidrogelovima na bazi HEA, §to je u skladu sa
literaturnim podacima T4 vrednosti PHEA (10 do 7 °C) i PHPA (22 °C). Povecanje
sadrzaja IK kao i ugradnja aktivne supstance rezultiraju polimernim materijalom vecih
Tgy vrednosti.

Rezultati analize naelektrisanja povrSine sintetisanih hidrogelova su pokazali da
ugradnja oksaprozina dovodi do znacajnije promene pH vrednosti tacke nultog
naelektrisanja kod hidrogelova koji sadrze IK. Nastala promena pH vrednosti tacke
nultog naelektrisanja se moze pripisati vecem afinitetu adsorpcije molekula oksaprozina
na uzorcima koji sadrze IK u poredenju sa uzorcima bez IK.

Na stepen bubrenja i ,,inteligentno* ponasanje hidrogelova uti¢u odabir i odnos
polaznih monomera. Dodatna metil grupa u hidrogelovima na bazi HPA smanjuje
njihovu hidrofilnost u poredenju sa hidrogelovima na bazi HEA, Sto ima za rezultat

manji kapacitet bubrenja PHPA i P(HPA/IK) hidrogelova. Povecanje sadrzaja IK u
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hidrogelovima povecava njihovu hidrofilnost a time i kapacitet bubrenja. P(HEA/IK) i
P(HPAJ/IK) hidrogelovi su pokazali pH- i temperaturnu osetljivost, kao i reverzibilno
ponasanje pri bubrenju u variranim uslovima pH i temperature, $to ih ¢ini odli¢nim
kandidatima za izradu polimernih matrica za kontrolisano, kao i ciljano otpustanje
aktivnih supstanci. Ugradnja aktivnih supstanci u sintetisane hidrogelove ne uti¢e na
njihovo ,inteligentno* ponaSanje, ali Smanjuje stepen bubrenja usled zauzimanja
slobodnog prostora u polimernoj mreZi 1 ometanja relaksacije polimernih lanaca.
Rezultati bubrenja sintetisanih hidrogelova (pre i nakon ugradnje aktivne supstance) u
pH uslovima koji simuliraju pH uslove gastrointestinalnog trakta, pokazuju da su
sintetisani hidrogelovi pogodni kao matrice za kontrolisano otpustanje aktivne
otpustanje u kiseloj sredini Zeluca i omoguéiti otpuStanje u donjem delu
gastrointestinalnog trakta.

Postignuta efikasnost ugradnje oksaprozina primenom ispitivanih hidrogelova ne
ukazuje na znacajan uticaj dodatne metil grupe u strukturi PHPA 1 P(HPA/IK)
hidrogelova na ovo svojstvo, dok je uticaj udela IK znatno izraZzeniji. Minimalna
efikasnost ugradnje oksaprozina (42 i 54 %) je postignuta sa PHEA i PHPA
hidrogelovima, dok su uzorci koji sadrze IK pokazali bolju efikasnost. Najbolja
efikasnost ugradnje oksaprozina (75 i 76 % ) je postignuta sa P(HEA/7IK) i
P(HPA/7IK) hidrogelovima, usled njihovog veceg kapaciteta bubrenja u poredenju sa
uzorcima koji sadrze manje IK.

Rezultati ispitivanja otpustanja ukazuju na pH-osetljivo otpustanje aktivnih
supstanci iz sintetisanih hidrogelova. U kiseloj sredini (pH 2,20) ne dolazi do otpustanja
aktivne supstance, dok se u slabo baznom medijumu (pH 7,40) dobijaju razli¢iti profili
otpustanja U zavisnosti od hemijskog sastava hidrogelova, kao i od koli¢ine ugradene
aktivne supstance. Uzorci sa najve¢im sadrzajem IK, koji su ujedno i uzorci sa
najve¢om koli¢inom apsorbovane aktivne supstance, pokazali su najbrze otpustanje
aktivne supstance u medijumu pH 7,40, na 37 °C. Dobijeni rezultati pokazuju da se
profili otpustanja aktivnih supstanci mogu dizajnirati variranjem hemijskog sastava
hidrogela, kao i1 koli¢ine ugradene aktivne supstance.

Rezultati postignuti u okviru ove disertacije doprinose razvoju novih

sofisticiranih sistema za kontrolisano otpustanje aktivnih supstanci, izradenih na bazi
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Hinteligentnih® polimera. Efikasnost ugradnje oksaprozina (preko 75 %) i njegovih
derivata (preko 90 %), kao i dobijeni profili otpustanja pokazuju da su sintetisani
hidrogelovi pogodni kandidati za izradu polimernih matrica za kontrolisano otpustanje
aktivnih supstanci. Ispitivane polimerne matrice su naroc¢ito pogodne za kontrolisano
otpustanje (zbog nezeljenih efekata) u kiselim uslovima Zeluca i obezbediti njihovo
otpustanje u donjem delu gastrointestinalnog trakta. Profili otpustanja dobijeni
primenom ispitivanih sistema se mogu jednostavno dizajnirati odabirom tipa polaznih
monomera, kao i variranjem njihovog odnosa. Primenom ispitivanih polimernih matrica
za kontrolisano otpustanje oksaprozina, mogucée je spreiti otpuStanje molekula
oksaprozina u kiseloj sredini 1 na taj nafin prevazi¢i problem nastanka ozbiljnih
nezeljenih efekata koje ova aktivna supstanca ispoljava na organima gornjeg dela
gastrointestinalnog trakta. Specificna svojstva sintetisanih hidrogelova, ispitana i
analizirana u okviru ove disertacije, ¢ine polimerne sisteme na bazi 2-hidroksialkil
akrilata i itakonske kiseline posebno interesantnim za buducéa klinic¢ka ispitivanja, u cilju
poboljSanja efikasnosti farmakoterapije i komplijanse, kao i prevencije nezeljenih

efekata aktivnih supstanci.
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