UNIVERSITATEA TEHNICA “GHEORGHE ASACHI” DIN IASI
FACULTATEA DE INGINERIE CHIMICA SI PROTECTIA MEDIULUI
in cotuteld cu
UNIVERSITATEA “ALEXANDRU IOAN CUZA” DIN IASI
FACULTATEA DE CHIMIE

Andor Toni CIGU

NANOCAPSULE SI NANOPARTICULE POLIMERE,
TRANSPORTATORI DE COMPUSI BIOLOGICI CU APLICATII iN
STOMATOLOGIE
Rezumatul tezei de doctorat

Conducatori de doctorat:
Prof. univ. em. dr. ing. dr. h. c.Marcel POPA
Prof.univ. em. dr. Valeriu SUNEL

TASI
2017



Formularul PO.CSUD.01-F9

UNIVERSITATEA TEHNICA “GHEORGHE ASACHI” DIN IASI
RECTORATUL

Catre

Va facem cunoscut cad in ziua de 3 aprilie 2017 la ora 10.00, in Sala de
Consiliu a Facultatii de Inginerie Chimicd si Protectia Mediului va avea loc
sustinerea publicd a tezei de doctorat intitulata:

NANOCAPSULE SI NANOPARTICULE POLIMERE, TRANSPORTATORI DE
COMPUSI BIOLOGICI CU APLICATII IN STOMATOLOGIE

elaboratd de domnul Cigu Andor Toni in vederea conferirii titlului stiintific de
doctor.

Comisia de doctorat este alcatuita din:

1. MALUTAN Teodor, Prof. univ. dr. ing., Presedinte
Universitatea Tehnica “Gheorghe Asachi” din Iasi

2. POPA Marcel, Prof. univ. em. dr. ing. dr. h. c., Conducdtor de doctorat
Universitatea Tehnica “Gheorghe Asachi” din Iasi

3. SUNEL Valeriu, Prof.univ. em. dr., Universitatea Conducator de doctorat in
“Alexandru loan Cuza” din lasi cotuteld

4. DESBRIERES Jacques, Prof. univ. dr. ing. dr. h. c., Referent oficial
Université de Pau des Pays de I'’Adour, Franta

5. BARSA Mihail-Lucian, Prof. univ. dr., Universitatea Referent oficial
“Alexandru loan Cuza” din lasi

6. OCHIUZ Lacramioara, Conf. univ. dr. farm., Referent oficial
Universitatea de Medicina si Farmacie "Grigore T.

Popa" din lasi

Cu aceasta ocazie va invitam sa participati la sustinerea publici a tezei de
doctorat.

/ RECTOR;{

Prof. unjv.jdr. ing. DAN CASCAVAL

‘ Secretar Universitate,
Ing. Cristina Nagit

(.}M/



Multumiri

La finalul acestei etape de pregatire stiintifica dedic aceasta teza si doresc sa adresez
multumiri tuturor persoanelor care mi-au fost aproape.

Cu deosebita recunostinta si alese sentimente de consideratie, doresc sa multumesc
coordonatorului stiintific al lucrarii, domnului profesor univ. em. dr. ing. dr. h. c. Marcel
POPA, pentru increderea acordata prin faptul ca m-a acceptat ca doctorand, pentru
indrumarea competentd si de inalta tinuta morala si stiintifica, pentru sugestiile si indicatiile
pretioase fard de care aceasta lucrare nu s-ar fi realizat si pentru faptul ca mi-a fost, cu atdta
rabdare si entuziasm molipsitor, conducdtor de doctorat.

In egali mdasurd, cu deosebitd recunostintd si alese sentimente de consideratie doresc
sa multumesc domnului profesor univ. em. dr. Valeriu SUNEL, conducator stiintific in
cotuteld pentru increderea pe care a avut-o in mine, pentru modelul de conduita morala si
stiintifica, pentru sfaturile si sprijinul stiintific acordat, pentru indrumarea pe toata perioada
pregatirii mele din cadrul studiilor doctorale si pentru contributia pe care a adus-0 la
formarea mea profesionala.

Multumesc in mod special Membrilor comisiei care m-au onorat cu acceptarea
propunerii de a-mi analiza si aprecia continutul tezei de doctorat, manifestind interes si
competenta pentru subiectul abordat.

In mod special aduc multumiri d-nei sef lucrari dr. Corina Cheptea, de la
Universitatea de Medicina si Farmacie "Grigore T. Popa"” din lasi, d-nei C.S. dr. ing. Silvia
Vasiliu, de la Institutul de Chimie Macromoleculara "Petru Poni" din lasi pentru
colaborarea la articolele realizate.

De asemenea, dar nu in ultimul rdnd, mulfumesc familiei, tuturor prietenilor si
colegilor care m-au sprijinit si sustinut pe tot parcursul derularii stagiului de doctorat.

Multumesc lui Dumnezeu, ca a facut posibila aceasta clipa!



CUPRINS

INTRODUCERE-RL......ccoiiiiiiiiiiiiitiiiiiiniiiiiiiississeiiiiiiiiisssssssssiiiiiimmssssssssssiiiissssssssssssss
STUDIU BIBLIOGRAFICEL.......cciiiiuiiiiiineiiiiieniiiiineisiirnnssetisssessssiensssssisssssssssssssssssssesssssssssns @2
CAPITOLUL L BOALA PARODONTALA — CONSIDERATII GENERALER...........cceueeeeeeee a3
1.1, ASPECLE INtFOTUCTIVEE....ccuvieieeieeitiieie ettt ettt ste et eseae st e s sbeestaesaaessbeebeenbeesaeesnsesnseenseesanes @3
1.2. Clasificarea bolilor parodontalell............ccecveiiieieeiie et @3
1.3. Factori favorizanti in aparitia si evolutia bolii parodontalel...........c..ccceevveveervereencireceerieenenn, @5
1.3.1. Organisme asociate bolilor parodontaleRl...........cccoveerieiiiiiiinee e B
1.3.2. Boli asociative care pot influenta evolutia afectiunii parodontaler..............cceceverierereennnne a7
I.4. Diferente intre parodontita marginala cronica si cea agreSiVall.......c.occvecvveveereereesveereereeenenns @9
1.4.1. Modificari [egate de VAISTARL..........c.eeriirieiieiie ettt sttt ettt e b e e @9
1.4.2. Starea generala de sanatate ca indicator in parodontitele agresive sau Cronicefi.................... 20
1.4.3. Ritmul de evolutie in cele doua tipuri de parodontitell...........ccveerveererrerieereereenee e 20
I.5. Teste moderne de diagnostic al afectiunii parodontalell............ccocevvveeeieeveeviecienie e, 21
1.5.1. Metoda culturilor bacteriene PatOgENERL.........c.ecvvveveereerieeeireeceesreere e ste et seesre e reesenas 21
1.5.2. Tehnici folosind fragmente specifice de ADNEL..........ccovvveeciiireeriireir e 21
1.5.3. EXamene radiolOgiCERL........cciueeiuiiiiieiteeciee ettt et ste e st e s taesreebeesteesbeeateebeesbaesbaesabeeareenteesenas 21
1.5.4. Testarea CU DIOMAIKEIIEL......c..ooeiiiiiieie ittt sttt sttt sttt et sbe e b 23
1.6. Tehnici si tratament in patologia parodontalal.............ccceverierinieninieneneeeeeee e 24
1.6.1. Posibilitati de control in inflamatia parodontalall..............ccooceeeereeienineeee e 24
1.6.1.1. AQenti antiadezZiVIL.......ccciiuieieieee ettt st ae e 24
1.6.1.2. AQENtT ANTISEPLICIEL. ....eveeterteeiteie ettt ettt sttt st be e 25
1.6.1.3. Agenti antiinflamatoriBl.........ccooieriiieee e e 25
1.6.1.3. 1. ANTIOXTAANTIEL......eotiitieieeteeteeet ettt sttt b e et b e s b et b et e b et 26
1.6.1.3.2. EXIracte DOTANICER. ... ccvuieiiietieitie ettt ettt ettt e st st sb e saee e 26
1.6.2. Regenerarea tesutului moale si @ teSUtUIUT dUFRL...........ooueeiieieeiese e 26
1.6.3. Tehnici moderne de modulare ale terapiilor si terapeuticelor invaziveRl...........ccocceceevereennene 29
1.6.3.1. Sistemul medical ONE Plasma (One Plasma Medycal System)&L.........c.ccceeeeveenieennnnnne 29
1.6.3.2. Oxigenoterapia. Laserterapia si OZONOLErapial..........ceoevveereereenienieriereeeereeseeee e B30
1.6.3.3. Produse stomatologice INOVALIVEEL..........cccverierierienieeieeseesteeieenteesieesieesne e esseeseeeenne 31
CAPITOLUL ILANDAZOLIRL....ciittuiiiiiinniiiiinniiiiinesiirassseiissssssssismsssssissssssssssssssssssesssssssssns 24
I1.1. Metode de PrePArarell........cccccceereereeerieereeseesteesteesteeseesseessseesseesseesssessseesseesseessessssesnsesssesssees B34
I1.1.1. Folosind drept materie prima acidul 0-hidrazinoCinamicE............ccceeereerinerieeneneeneneenns B34
11.1.2. Tratarea o-toluidinei U aCidul BZOTOSEL.........cc.eeruireieiiieeie sttt B4
11.1.3. Tratarea clorurilor acide cu esteri ai acidului furan-2-carboXiliCRl..........c.ccecervereneencneennne 35
11.1.4. incalzirea fenilhidrazinei cu 0-aminobenzaldehida..............cc.ovevrveveeveieercveiereeeeeeeeee s 35
I1.1.5. Tratarea 2-fluoro-5-benzaldehidei cu hidrazinall...........coccoveeiereiienieeeee e 36
I1.1.6. Reactia dintre aldehida salicilica si hidrazinall...........cccceceveriinenienineeeeeeee e 36
11.1.7. Actiunea hidrazinei asupra pentafluorobenzaldehideill............coooeeeiiriienienieniieeeeee, 36
11.1.8. Tratarea acizilor aromatici halogenati cu clorurd de tionilE...........ccecvevvevveveeriecceeeeeee, B7
11.1.9. Din baze Schiff si carbonat de SOQIUEL..........ccceeruireeriiiiriierieeiese et 37
11.1.10. Din 0Xime i SUIFOCIOTUNIEL.....c..oovieiiiriiiienieeieecr et s B8
11.1.11. Din 2-clorobenzonitril si Ridrazinakl..........c...ccovviiiviieeie et e B8
11.1.12. Tratarea acidului 2-cloro-5-nitrobenzoic cu hidrazinall...........ccecevereenineniienenieneneene 39
11.1.13. Din imide ale acizilor CarbOXiliCIEL.........ccooveieriiieieeee e B39
11.1.14. Din azide prin tranSpozitie CUMIUSEL.......c.eevveerieereereereeereeeeseeereereesreesseesseesseesnseesseesenas @0
11.1.15. Reactia ciclohexanonei cu formiatul de etilil...........ccoecvveeiieieinieniiceeeeeeee e @0
[1.2. PrOPIETALIEL ...c.veieeetesteeest ettt st b e s bt bt e bt sbe et b e san e b e sseennesreenne s @1



11.2.1. Tautomeria indazolului si @ UNOF derIVALIEL.........coerierere e @1l

11.2.2. Reactii la ambele nuclee constituenti ai structurii indazolulUiBl............ceeeveeevieereeneeceeneenn, @3
11.2.2.1. Formarea de Saruri CU acCizi $i DAzZERl..........ccoveeiueeiieecieeeiee ettt ettt E:]]
11.2.2.2. HIidrOQGENAIEAML.......cccvieereeereeeeesieeieeeesteeteesteereesteesseessesssesseessesssesssesseessesssesseessesssessesseens @41
11.2.2.3. OXIOAIBARL ......eeueerteetieieette ettt ettt ettt sttt et e s bt et e et e satesbeesbesatesbeenbeenbeebesaeens @ 5!

11.2.3. Reactii 1a grupa iMiNOE..........cceiuieiieeiiecieesteeseeestee e e sae e e steeseteessaeeteesnseessseessneesaeanses =6l
11.2.3.1. Reactia cu halogeno-derivatii alifatiCifL...........ccooeeiiriiiniiiieieeeec e @6l
11.2.3.2. Reactia cu halogenuri si anhidride aCidell..........ccccvveviierereeieesieerr e A7l
11.2.3.3. REACHIA CU BPOXIZIE. ... .eeivieiereeitieeieeetee sttt e et e st eesaeeste e e e e sateeseaeenteesnseesaseeseeeseeansens @70
11.2.3.4. Reactia de CIan0Etilaredl........coveuirieiuierieeie ettt @8l
11.2.3.6. Reactia cu fenilizoCIianatll............cceeeeiieiieeiie ettt @9l
11.2.3.7. Reactia cu monocloroacetatul de tilRl..........covveviiriiicinieeee e @9l
11.2.3.8. Reactia cu formaldehida si amine SECUNUAreRl...........ceevereerieeriereereerieeeeseesieeseeeiesneens @9l
11.2.3.9. Reactia cu derivati halogenati aromatiCil...........cccvevvireeerierieenieniereere e B0l

11.2.4. Reactii T iNEIUT ArTlE.........c.oooiieiie ettt et re e e areeraeeareas B0l
11.2.4.1. Substitutia NUCIEOTITARL...........eooviieiee ettt et ettt e E30
11.2.4.2. Substitutia leCtrofilaRl.........c.cooiiiciiecie et ettt et e Bl
11.2.4.2.1. Reactia de NITFAIERL.........ccovieeuieectie et ettt e et eee e eteeeeteeeeteeeteeetaeeeteeebeeeareeetseeeteeenreas Bl
11.2.4.2.2. Reactia de halogenarel..........ccvecvereerieeieeiesieieere s e steesreereseeestee e ssnesreesreeseeensesneens B 1l
11.2.4.2.3. Reactia de SUITONAIEEL...........covieiieeee ettt ettt ettt et e tee v E Yl

CAPITOLUL HI.EMICRO/NANOPARTICULE SI MICRO/NANOCAPSULE POLIMERER.B3

T L. GENEIAIITALIEL.....cc.eeeeeeeete ettt sttt b ettt b e b b e e bt ene e et e sbesbe e B3l

111.2. Clasificarea sistemelor polimere partiCUlateRl.........cccvevvievirierieeie e B4l

I11. 3.Metode de obtinere a micro/nanoparticulelor pOlIMEreRl.........cccoveevvveereeririereere e B9l

LR Y 1<) (oo =T A o= PO SRRPSTR B0l
HTL3 L L EXITUAEIEARL......ceveeteeiteeete ettt sttt ettt et st b et et sat e be et e st e sbeenbeesbeebesaeens B0l
111.3.1.2. Pulverizare-uscare (SPray-arying)El.......ccccceveeceerrurerueesereseesreesreesseesseessseessseessessnsees £
111.3.1.3. Pulverizare-congelare (spray-chilling) si pulverizare-racire (spray cooling)@.............. Bl
111.3.1.4. Procedeul in pat fIUIAIZALEL..........cceeeeieeieecee e Bl
111.3.1.5. Coacervarea solutiilor de POIIMErIEL.........cccveecieiieeiieeee e B2l

111.3.2. Metode chimice de obtinere a particulelor poliMeriCem.........ccocvevcieevieecee e, B3l
111.3.2.1. Metode de obtinere pornind de 1a MONOMENIE.........cocveieiierinenirereneeeeeeee e B3I
111.3.2.2. Metode de obtinere pornind de la polimeri preformati@............cccocevveevneenieeniennennns B6!

I11.4. Aplicatii biomedicale ale sistemelor micro/nanoparticulatel...........c.ccoceeererereeeenenenennenn B8l

REZULTATE PROPRIIEL.....cciittiiimiiiiiiiieniniiiresseesiiiiiiirnsesssssssieessssssssssisssssssssssssssssssssssssssssns @2
Obiectivele TUCTAriil......coiiiieuuiiiiiiiiirrrr e ssa s s s aaa e @3(
CAPITOLUL IV.BMATERIALE. TEHNICI DE SINTEZA. TEHNICI DE INVESTIGARER..25(

IV .1 IMTBEEEIAIEEL.......eeveeeee ettt sttt et s e s e bt et e st e sbeestesasesaeesteensesnbesneesreenes 75!

IV.2. Tehnici de sinteza a principiilor biologiC aCtiVER..........cccuevveveevieeieere e Erol

IV.2.1. Esterul etilic al acidului 5-nitroindazol-1-il-formic (DB.......ccccceeevrveerirerirrereere e EFol

1V.2.2. 5-Nitro-1H-indazol-1-carbohidrazida (IE........ccccceereveeriireiieeiee e e Erol

1V.2.3. 5-Nitro-N'-benziliden-1H-indazol-1-carbohidrazida (HH)E..........cccevevveevrevcerieene e BOI

IV.2.4. 5-Nitro-N'-(2-nitrobenziliden)-1H-indazol-1-carbohidrazida (IV)3.......ccccccevvvevveververennnn. BOI

1V.2.5. 5-Nitro-N'-(4-nitrobenziliden)-1H-indazol-1-carbohidrazida (V)&........cccceeveevveevveecireenen. BOI

IV.2.6. 5-Nitro-N'-(2-hidroxibenziliden)-1H-indazol-1-carbohidrazidd (VI&E........cccceeverivreennenne Bl

IV.2.7. 5-Nitro-N-(4-oxo-2-feniltiazolidin-3-il)-1H-indazol-1-carboxamida (VID@...................... Bl

1V.2.8. 5-Nitro-N-[4-ox0-2-(o-nitrofeniltiazolidin)-3-il]-1H-indazol-1-carboxamida (VIINA........ Bl

1V.2.9. 5-Nitro-N-[4-ox0-2-(p-nitrofeniltiazolidin)-3-il]-1H-indazol-1-carboxamida (1X)a........... B2l
1V.2.10. 5-Nitro-N-[4-o0x0-2-(0-hidroxifeniltiazolidin)-3-il]-1H-indazol-1-carboxamida (X)&......B2(



IV.2.11. Esterul metilic al acidului 4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-fenoxiacetic (X1)@................. B30
IV.2.12. Esterul metilic al acidului 2-cloro-4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-fenoxiacetic (XI1)&...B3C
1V.2.13. Esterul metilic al acidului 2-metil-4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-fenoxiacetic (X111)2.3B4t
IV.2.14. Esterul metilic al acidului 2-metoxi-4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-fenoxiacetic (X1V)EBA4C

IV.2.15. 7-(5'-Nitroindazol-1'-il-acetamidil)-cefalosporina sodatda (XV)&........cccccvevvervrvrrrcrernnnns B4L
IV.3. Tehnici de obtinere a nanocapsulelor si microparticulelorfl.............ccoooerereieneeiceieneee @B50
IV.3.1. Prepararea nanoparticulelor si nanocapsulelor de tip complex polielectrolitica.................. @B5E
IV.3.2. Prepararea microparticulelor pe baza de glicidil metacrilat (tip G) si a microparticulelor pe
baza de glicidil metacrilat si chitosan (P C)BlL......cccveveereirieiiee e B6L
IV.4. TehniCi & INVESTIGAIEEL........coiiiiuierieeie ettt ettt ettt sttt st st e st e sbeesbeestesabesasesaeens BSL
IV.4.1. Spectroscopie i iNFrarogu (FTIR)E......ccooiriiirieieesenereeteeee e BaL
IV.4.2. Spectroscopie de rezonantd magnetica NUCIEAraE...........cceeeeeriereneeeeeese e BIC
IV.4.3. Analiza elementald CantitatiVaZ...........ocoerueriiiieiieree et BIG
IV.4.4. Determinarea punctelor de tOPIFERL.........ovvererereeierere sttt BIG
IV.4.5. Caracterizarea dimensionala a nanocapsulelor si nanocapsulelor..........c.ocevveevveriviciennnnne B9
IV.4.6. Determinarea potentialului ZEtAR..........cceouevererieee e BOL
IV.4.7. Caracterizarea nanoparticulelor si nanocapsulelor prin microscopie electronica de baleiaj® 1t
IV.4.8. Analiza suprafetei particulelor prin AFME...........ccoovvereeniernieiiee e @20
IV.4.9. Determinarea suprafatei SpecifiCe (Sp)Bl.......occvvviiiiiiiiiiiiiiiiiice s @20
IV.4.10. Determinarea capacitatii de retinere a apei (gradul de umflare)@..........cccoceeveeniiiirinnenne @ 3L
IV.4.11. Determinarea continutului de medicament imobilizat in nanoparticule si nanocapsulegl..®3C
IV.4.12. Studiul adsorbtiei 7-NAC in particule de tip G i CRl......eeoeevererieieeereeeeeeee e DAL
IV.4.13. Cinetica eliberarii in vitro a principiilor active sintetizate............ccccceeeveeeceeeceesceesreene @6l
1V.4.14. Cinetica eliberarii in vitro @ T-NACEL.......c.ccevouerieriereere ettt @8
IV.4.15. Determinarea toxicitatii acute a sistemelor continand prinicipiile active sintetizateg....... @8C
IV.4.16. Determinarea activitatii antimicrobieneRl............ccooevirerieierere et BIL
CAPITOLUL V.BINTEZA UNOR NOI DERIVATI AT INDAZOLULUIE.......ccccooveiirirnnnennnne @oo:
V.1. Sinteza si caracterizarea esterului etilic al acidului 5-nitroindazol-1-il-formic (D@............... ELO0C
V.2. Sinteza si caracterizarea 5-nitro-1 H-indazol-1-carbohidrazidei (I1).B........ccccoovvevvecrereereenne EL03C
V.3. Sinteza unor hidrazidone ale 5-nitro-1H-indazol-1-carbohidrazidei (I11-VI1).G...................... ELO6E

V.4. Sinteza unor 5-nitro-N-(4-oxo-2-ariltiazolidin-3-il)-1H-indazol-1-carboxamide (VII-X)&...EL17C
V.5. Esteri metilici ai acizilor 4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-R-fenoxiacetici (XI-XIV)a........ @21c

V.6. Sinteza unei cefalosporine p-lactamice derivata de la 5-nitroindazol (XV)B.......ccccccevvveeene. EL26L
CAPITOLUL VI.B3TUDIUL PROPRIETAIILOR BIOLOGICE ALE UNORA DINTRE
DERIVATII INDAZOLICI SINTETIZATIEL....cccooiiiiiiiimmirmrnnnnnnniiiiiiiiiinieeeeeeeeeessssesssssees @33:

VI.1. Evaluarea toxicitatii compusilor (I — XV) folosind animale de experienta.............c.cceu.e... B330

VI.2. Activitatea antifungica a 5-nitro-N'-ariliden-1H-indazol-1-carbohidrazidelor  (l11 — VI)&E34C
VI1.3. Activitatea antimicrobiana a derivatilor de 5-nitro-N-(4-oxo-2-ariltiazolidin-3-il)-1H-indazol-
1-carboxamidelor (V11 — X) si a esterilor metilici ai acizilor 4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-R-

(=100 )T o= Lo I O I AV [ S B37C
VI1.4. Activitatea antimicrobiana a 7-(5'-nitroindazol-1'-il-acetamidil)-cefalosporinei sodice (XV)
..................................................................................................................................................... EL39C

CAPITOLUL VII.ENANOPARTICULE SI NANOCAPSULE PE BAZA DE COMPLECSI

POLIELECTROLITICI PURTATOARE DE NOI 5-NITROINDAZOL TIAZOLIDINE

POTENTIAL UTILIZABILE PENTRU TRATAREA UNOR INFECTII ORALEL............... @42;
VII.1. Obtinerea unor nanoparticule si nanocapsule pe baza de complex polielectrolitica............ @430
VII.2. Caracterizarea nanoparticulelor si nanocapsulelor pe baza de complex polielectroliticR....2L44C
VI1.2.1. Caracterizarea nanoparticulelor si nanocapsulelor din punct de vedere dimensional si

0 T0] (0] [oT o T USRS EL45C
VI1.2.2. Caracterizarea nanocapsulelor si nanocapsulelor din punct de vedere al stabilitatii in
SUSPENSTT APOASEE. ... evveeureeereieeesteesreesteeteesteaaesseesssesseesseesseesseassessssssessseessesssesssesssesssesssessesssesssennses E148L



VI1.2.3. Caracterizarea nanoparticulelor si nanocapsulelor din punct de vedere al capacitatii de a

INCArCA PriNCIPIT ACTIVEEL ... .eeiviiiieiiee it ertee st esee et e st e et e e e e seteebeessseesbeessseesteesnseessseeseeanseesnsanns A49E
VI1.2.4. Caracterizarea sistemelor nanoparticulate din punct de vedere al toxicitatii@.................. A51E
VI1.2.5. Caracterizarea sistemelor nanoparticulate din punct de vedere al activitatii antibacteriene
..................................................................................................................................................... EL52F
CAPITOLUL VIILEMICROPARTICULE POLIMERICE POROASE INCARCATE CU 7-(5’-
NITROINDAZOL-1 ’-IL-ACETAMIDIL)-CEFALOSPORINA SODATAR......ccouererereererennens @A58E
VI111.1. Obtinerea si caracterizarea sistemelor polimer-cefalosporingl..........c.ccceeevererenenennenne. EL60E
VI111.1.1. Caracterizarea morfologica a micropartiCulelorz.............cceeeeeeieieieienieneneneseeeee BL62C
VII1.1.2. Studii de adsorbtie a derivatului de cefalosporind (7-NAC)R........cccceveverieereesceerneenn, [m63E
VII1.1.2.1. Influenta concentratiei solutiei apoase de 7-NAC si a timpului de contactz............ F64E
VIL1.2.2. Influenta temMPEeraturiiBl.........ccveereeiceesreeiieeeiee e esieesreeseeesreeseeesreessaeeseeesnreesnneenns B 65E
VII1.1.2.3. Influenta pH-ului si a raportului microparticule:7-NAC asupra capacitatii de
adsorbtie a derivatului de cefaloSPOriNARL.........c.cccvveieiieriieeiie e FL66E
VII1.1.2.4. Influenta raportului dintre GMA si reticulant si a naturii reticulantului asupra
capacititii de adsorbtie @ 7-NACE.........cccueeceeiie e erre e sre et e s be e e e tresreestaeenreesenas B 68E
VI11.1.3. Studii cinetice de adSOrDLIERL........ceceeeveriereeieriese et ae e es FL70E
VII1.1.3.1. Modelul Lagergren (Modelul cinetic de ordinul DE.........cccoccvvveviiienieenirnieennenn, E70E
VII1.1.3.2. Modelul Ho (Modelul cinetic de ordinul HNRL........cccoocverieriiinineieecieeeeeveenee e @m72e
VII1.1.3.3. Modelul difuziei intraparticula Weber-MOrITisE.........ccccevierviinieneieeseeree e @m74c
VIIL.1.4. 1zotermele de adSOMDTIER........cccuviiiviee ettt ettt e et BA77C
VIIIL1.4.1. 1zoterme CU dOi PAramMELIiBl.......cccveeiieecieerieeeeeeeseteeseeste e e sreesreesreesrreesenesareeseneenns A77c
VIL1.4.1.1. 1Zoterma LangmMUIMTL.........ccccueevueeiieesreeseeeieestreeseesveesseesseesenessreessseessnssnseessnsenns 77
VII1.1.4.1.2. 1zoterma FreundliChE...........couoeiiiieiee e e BL79E
VI11.1.4.1.3. 1zoterma Dubinin-RadushKeViChEl...........ccooeeiieiiiieeeeee e A81F
VI.1.4.1.3. 120terma TeMKINEL.......ccciiieieeieeeereee ettt sttt ee e FL83F
VIIL1.4.2. 1zoterme CU trei ParametriBl........c.eeeeeeeieerieeieeeieeseeeieesreesreesreeseeesseeseseesseessseesanesnne [85E
VILL.4.2. 1. 1ZOtErMA SIPSEl....ceeiieerreerieeiieesieeieesreesieeeieestreeseessseesseesseessesssseessseensessnseessessnne [ 85
VI11.1.4.2.2. 1zoterma RedliCh-PetersonEl..........cccoeeueriereeiieeienieeieeie e e @A87e
VI1.1.4.2.3. 120terma KNANEL.......coouiiiiiieieeeeeeeee ettt st st F88E
VI1.4.2.4. 120terma TOhEL.....cc.eeiieiiiiese ettt st EL90E
VIII.1.5. Determinarea parametrilor termodinamiCi@..........cccevvvevieeniiiiieni e @92
VIIIL1.6. ENergia de aCtiVArell........cccueeveeiieeiieesiieeieeseeesteeesteestreeteesebeestaessseessassasaessseessessnsessssesnns F94C
VII1.2. Studii de eliberare a derivatului de cefalosporina 7-NAC din microparticule poroaseq....FL95E
A N 2 Y/ oo [ 1] I o U Tod o T A97C
VI11.2.2. Modelul KOrsmeyer-PEPPasE.........c.ceveieierierierienienieniesieeie ettt FL98E
CONCLUZIIEL.cccccuteeinueerinteiesseesssssesisssesssssesssssssosstessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssesssssssessses 200C
BIBLIOGRAFIER.....ccuuiiiiiiiiiiiiniiiiiiiniiiiiiisiiisiisiisisssiiesmmissssstisemmssssstimmsssssssssssssssssssas 206E



INTRODUCERE

Parodontita constituie faza evolutiva si/sau complicatia gingivitei, si afecteaza in prezent toate
grupele de varsta. In placa subgingivala au fost identificate peste 500 specii bacteriene care constituie
o0 nisa ecologicd complexa. Sub influenta unor factori locali sau sistemici, unele bacterii din biofilmul
dentar subgingival devin agentii etiologici primari ai bolii parodontale. Esecul eliminarii acestor
bacterii este asociat cu progresia bolii si un raspuns slab la tratament. Astfel, agentii patogeni
parodontali produc numerosi factori de virulenta care faciliteaza colonizarea zonelor subgingivale si
rezistentd la mecanismele de aparare ale gazdei, conducand in final la distrugerea tesuturilor de
sustinere a dintilor.

Avand 1n vedere natura infectioasa a parodontitei si a limitelor terapiei mecanice, folosirea
anumitor compusi cu activitate biologica si in special a antibioticelor este justificatd in anumite forme
de boala. Terapia medicamentoasd clasica se dovedeste insd adeseori ineficientd in cazul bolilor
sistemului stomatognat, si in special al bolii parodontale (parodontopatia) din cauza distributiei
nediscriminatorii a principiului biologic activ, toxicitatii sistemice ridicate (indeosebi in cazul
antitumoralelor), hidrofobicitatii crescute sau permeabilitétii slabe a tesuturilor. O cale de a elimina
sau diminua aceste efecte adverse o constituie administrarea tintitd, locald adeseori, utilizand
formulari complexe capabile sd asigure o eliberare controlatd si prelungita (spre exemplu, la
jonctiunile dentogingivale). Studiile recente sunt orientate cétre inglobarea principiilor active in
micro/nanostructuri polimere. Comparativ cu alti coloizi utilizati in aplicatii stomatologice, astfel de
transportatori de medicamente prezintd o serie de avantaje: stabilitate mai buna in fluidele biologice,
stabilitate ridicata la stocare timp indelungat, preparare facild prin tehnici foarte variate, producere
relativ usoard la scard chiar industriald, bund reproductibilitate, bun control al cantititii de
medicament Tncapsulat, eliberare controlata a principiului activ inclus sau Incapsulat.

Motivatia alegerii acestei teme de cercetare rezida din necesitatea de a realiza noi formulari —
constand pe de o parte in noi compusi cu activitate antibacteriana si pe de alta parte 1n asocierea lor cu
transportori micro/nanoparticulti de naturd polimerd — cu potentiale aplicatii in tratarea bolii
parodontale, care sa diminueze riscul unor efecte secundare nedorite, constituind o alternativa la
tratamentul antibacterian al cavitatii orale, avand ca efect prevenirea sau ameliorarea semnificativa a
bolii parodontale.

In prezenta tezi de doctorat sunt expuse, in consecinti, cercetarile intreprinse de autor in
scopul sintezei si caracterizarii unor noi derivati cu structurd indazolicd, studiul proprietatilor lor
biologice, realizarea unor noi formuldri pe baza acestor principii active constdnd 1In
includerea/incapsularea in micro/nanostructuri polimere, cu potentiale aplicatii in stomatologie. Este
vizata astfel evitarea, Intarzierea sau chiar eliminarea procesului de degradare de natura patologica a
tesuturilor organice din cavitatea orald afectate de paradontoza (indeosebi a celor moi) si chiar
refacerea acestora.

Teza este organizata in opt capitole, imbinand studiul bibliografic reprezentat de primele trei
capitole, cu rezultatele proprii ale cercetarii conturate in urmatoarele cinci capitole. Lucrarea se
intinde pe 220 pagini, contine 77 figuri, 39 tabele, 15 scheme de reactie, 40 relatii de calcul si se
incheie cu o listd de 360 trimiteri bibliografice.

In rezumat au fost pastrate numerele corespunzatoare capitolelor, subcapitolelor, paragrafelor,
figurilor, tabelelor, schemelor de reactie, relatiilor de calcul, trimiterilor bibliografice, utilizate 1n teza
de doctorat extinsd. Sunt prezentate, selectiv, o parte dintre rezultatele cercetarii, considerante
relevante pentru lucrare.


http://ro.wikipedia.org/w/index.php?title=Gingivit%C4%83&action=edit&redlink=1

OBIECTIVELE LUCRARII

Obiectivul general al lucrarii il constituie realizarea unor noi formulari de principii
active cu potentiale aplicatii in stomatologie, vizand in principal refacerea tesuturilor
organice din cavitatea orala afectate de paradontoza, indeosebi a celor moi, evitand, intarziind
sau eliminand procesul de degradare de natura patologica al acestora.

Pentru realizarea acestui deziderat, activitatea de cercetare a vizat doua directii,
constituind obiective specifice:

Sinteza, caracterizarea fizico-chimica si din punct de vedere al activitatii biologice
a unor noi compusi derivati din indazol, cu potential in efectuarea de tratamente
stomatologice;

Obtinerea si caracterizarea fizico-chimica si morfologicd a unor noi tipuri de
micro- si nanoparticule (capsule) utilizabile ca purtatori ai principiilor active
sintetizate;

Obtinerea de sisteme micro/nanoparticulate realizate prin includerea noilor
principii  biologic active 1n micro/nanoparticulele (capsulele) obtinute si
caracterizarea acestora din punct de vedere al capacitatii de includere si eliberare
in vitro a principiului activ.

Rezolvarea obiectivelor amintite a presupus o serie de obiective operationale, si

anume:

Studiul bibliografic aprofundat, actualizat, pentru stabilirea a noi tipuri de derivati
indazolici urméand a fi sintetizati, de interes in tratarea unor afectiuni ale cavitatii
orale;

Studiul bibliografic privind tehnicile de obtinere a micro/nanoparticulelor
(capsulelor) polimere si selectarea celor mai adecvate pentru scopul lucrarii;
Elaborarea metodelor de sinteza a noilor derivati indazolici si a tehnicilor de
caracterizare fizico-chimica;

Studiul activitatii antimicrobiene a noilor derivati indazolici comparativ cu
medicamente clasice si selectarea 1n vederea includerii ulterioare in
micro/nanoparticule (capsule) a celor mai eficienti;

Selectarea polimerilor adecvati pentru includerea noilor principii biologic active si
elaborarea metodelor de obtinere a micro/nanoparticulelor (capsulelor) pe baza
acestora;

Elaborarea tehnicilor de obtinere a sistemelor micro/nanoparticulate polimer-
principiu biologic activ si selectarea tehnicilor de caracterizare a acestora din
punct de vedere fizico-chimic si morfologic;

Studiul capacitatii de absorbtie a unor principii biologic active nou sintetizate in
microparticule poroase;

Evidentierea proprietatilor antimicrobiene ale noilor principii biologic active;
Studiul procesului de eliberare in vitro a noilor principii biologic active din
suporturile micro/nanoparticulate in care au fost incluse.



CAPITOLUL V
SINTEZA UNOR NOI DERIVATI Al INDAZOLULUI

O clasa importanta de heterociclici o constituie aceea a azolilor care sunt compusi cu
caracter aromatic, cu ciclu de cinci atomi, in structurd simpld sau condensatd cu nucleu
benzenic, avand in heterociclu unul sau doi atomi de azot.

Indazolul, un reprezentant al clasei azolilor, prezinta in structura doi atomi de azot in
pozitie adiacenta (1, 2) inclusi intr-un heterociclu de cinci atomi condensat cu un nucleu
benzenic.

Cercetdrile noastre au fost Intreprinse in scopul sintezei si caracterizdrii unor noi
derivati cu structurd indazolica, clarificarea mecanismelor reactiilor abordate, cét si cu scopul
de a le studia unele proprietati biologice, in vederea unei eventuale utilizari in diferite
domenii medicale.

In atentia noastra a fost si inglobarea acestor principii active in nanostructuri polimere
urmadrind atit reducerea toxicitdtii lor cat si cresterea actiunii retard a sistemului polimer-
principiu activ.

V.1. Sinteza si caracterizarea esterului etilic al acidului 5-nitroindazol-1-il-formic (1)

Este cunoscut faptul cd nucleul indazolic se poate constitui parte integrantd a unor
medicamente cu actiune farmacodinamicd destul de variatd: antimicrobiana [161],
antiinflamatoare [162-164], analgezica [165, 166], antivirala [167, 168], citostatica [169-
172], antifungica [173], antimalarica [174], anti-HIV [175].

Cercetdrile noastre s-au bazat pe aceste date si ele ne-au condus spre obtinerea unor
derivati ai 5-nitroindazolului care sd contribuie la suplimentarea gamei de produsi noi,
biologic activi.

Initial se pleacd de la sarea de sodiu a 5-nitroindazolului, care la randul sdu se obtine,
dupa un protocol cunoscut in literatura [151], prin refluxarea unui amestec de 5-nitroindazol
in solutie etanolici continand etoxid de sodiu. In continuare, derivatul sodat izolat se trateazi
cu cloroformiat de etil, In mediu de alcool absolut si amestecul de reactie se supune
refluxarii, timp de 60-70 minute. Dupd separarea clorurii de sodiu rezultatd din reactie, la
cald, concentrarea solutiei etanolice conduce la esterul etilic al acidului 5-nitroindazolil-1-
formic (1) care, se precipitd prin turnare in apa si gheatd. Dupa filtrare la vid se usuca si se
recristalizeaza din alcool etilic diluat [176] (schema 9).

ON A N CHONa/C,HOoH 0N N\
| X - | X

/ _ . ./
\ N CZHSOH \ N _+
}|I Na

Sarea de sodiu a

5-nitroindazol 5-nitroindazolului

O,N
Cl—COOC,H; a | \N
- NaCl N N
COOC,H;

(D

Schema 9. Sinteza esterului etilic al acidului 5-nitroindazol-1-il-formic (1).
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Compusul (1) a fost caracterizat prin proprietati fizice, analiza chimica elementala si
spectrald (FT-IR, *H-RMN).
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Figura 23. Spectrul *H-RMN al esterului etilic al acidului 5-nitroindazol-1-il-formic
Q)
V.2. Sinteza si caracterizarea 5-nitro-1 H-indazol-1-carbohidrazidei (I1).

Numeroase studii de literaturd acordd compusilor cu aceastd structurd un spatiu
amplu, datoritd interesului pe care-l prezinta, in special din punct de vedere practic, datorita
activitatii lor farmacologice sau altor proprietati aplicative [179-195].

Tinand seama de aceste rezultate ne-am propus sa sintetizam 5-nitro-1H-indazol-1-
carbohidrazida (1) si anume prin tratarea esterului etilic al acidului 5-nitroindazol-1-il-formic
(D) cu hidrat de hidrazina in alcool etilic, la temperatura camerei, rezultdnd un produs care,
dupd recristalizare din alcool etilic se topeste Intr-un interval mic de temperaturd [176]
(schema 10).

| N + H,N-NH, - | N
AN N - C,HsOH X N
| |
COOC,H CO—NH—NH,
1) 2 (IT)

Schema 10. Sinteza 5-nitro-1H-indazol-1-carbohidrazidei (11).

Hidrazida (Il) a fost caracterizatd prin proprietati fizice, analiza elementala si
spectrald (FT-IR, *H-RMN).
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Figura 25. Spectrul *H-RMN al 5-nitro-1H-indazol-1-carbohidrazidei (11).
V.3. Sinteza unor hidrazidone ale 5-nitro-1H-indazol-1-carbohidrazidei (111-V1)

Dezvoltarea cercetarii hidrazidonelor (hidrazonelor) a demonstrat o gama larga de
proprietati biologice cum sunt: antibacteriene [195-201], inhibitori ai monoaminooxidazei A
si B [201], antifungice [202, 203], antiinflamatoare [199, 204, 205], analgezice [206],
antitumorale [207-209], anti-HIV [210] si antiangiogenice [211].

Hidrazidonele au fost semnalate in literatura [212-215] si pentru activitatea lor
tuberculostatica, activitate considerata de autori, ca fiind generata de prezenta in molecula a
gruparii, =C-NH-N=CH-.

Tinand cont de aceste date si in ideea potentarii uneia sau alteia din actiunile amintite,
s-a intervenit asupra 5-nitro-1H-indazol-1-carbohidrazidei (l1), careia, i-au fost aduse
modificari structurale prin inlocuirea atomilor de hidrogen de la azotul terminal din gruparea
hidrazinica cu restul ariliden nesubstituit, fie substituit cu gruparea nitro In pozitia orto, para
sau gruparea hidroxil in pozitia orto.

Astfel, 5-nitro-1H-indazol-1-carbohidrazida (I1) a fost condensata cu aldehida
benzoica, o- si p-nitrobenzoicd, aldehida salicilicd, obtindndu-se seria corespunzatoare de
patru hidrazidone noi (I11-V1) [176], sintezele urmand schema de reactie 11, data mai jos:

E\/N + R-CH=0 — 5> | N
N N 2 X II\I

III-VI

Il R=-CcHs ; IV R=-C¢H, -NO,(0); V R=-C¢H, - NO,(p); VI R=-CgH, - OH(0)
Schema 11. Hidrazidone (111-V1) preparate din 5-nitro-1H-indazol-1-carbohidrazida.
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Folosind un model matematic 3 factorial s-a optimizat reactia de sintezd a
hidrazidonelor, obtinand randamente superioare [176].

Compusii (I11-V1) au fost caracterizati prin proprietati fizice, analize elementale si
spectrale (FT-IR, *H-RMN).

Figura 27 ilustreazi, spre exemplificare, spectrul "H-RMN al 5-nitro-N'-benziliden-
1H-indazol-1-carbohidrazidei (I11).
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Figura 27. Spectrul *H-RMN al 5-nitro-N'-benziliden-1H-indazol-1-carbohidrazidei
(111)

V.4. Sinteza unor 5-nitro-N-(4-oxo-2-ariltiazolidin-3-il)-1H-indazol-1-carboxamide (VI1I-
X)

Tiazolidinele sunt cunoscute mai ales pentru utilitatea lor terapeutica, structura
acestora fiind regasita in produse folosite in diverse patologii.

Structuri tiazolidinice apar ca agenti farmacofori in medicamente cu actiune
antimicrobiana [231- 233], tuberculostatica [234], anticanceroasa [220, 235], antivirala
[236], antioxidanta [237], agonista [238].

In baza acestor date, am abordat ideea potrivit cireia, legand un rest 4-oxo-tiazolidinic
in structura 5-nitroindazolului se obtin produse cu proprietati biologice mai performante, ele
fiind generate, in acest caz, de intregul sistem heterociclic.

In continuarea studiului reactivitatii chimice a 5-nitro-1H-indazol-1-carbohidrazidelor
(111-V1) am efectuat reactia acestora cu acidul tioglicolic, in dioxan anhidru, in prezenta
clorurii de zinc anhidre, drept agent deshidratant.
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In ceea ce priveste mecanismul de formare, a 5-nitro-N-(4-oxo-2-ariltiazolidin-3-il)-
1H-indazol-1-carboxamidelor (V11-X), se admite ca este acela al unei ciclizari dezhidratante
clasice 1n seria heterociclurilor, putand fi rezumat prin schema de mai jos [239]:

—Q— — 02N
am-vp H-S—CH—COOH \CE\N .
N

| .
HOS.C/CH2
//
o)
Zl’lClZ _ | \/N
-H,0 N
CO—NH— N——CH—R
l \
~C >
7 e, /
VII-X

I, VII R =-CgHs; IV, VIII R =-CgHsi—NO; (orto); V, IX R = -CgHs—NO; (para);
VI, X R =-CgHs—OH (orto).
Schema 12. Reactia de obtinere a 5-nitro-N-(4-oxo-2-ariltiazolidin-3-il)-1H-indazol-
1-carboxamidelor (V11-X)
Tiazolidinele (V11-X) au fost caracterizate prin proprietati fizice, analiza elementala si
spectrald (FT-IR, *H-RMN).

In figura 30 este prezentat spectrul de rezonantd magnetici nucleard a compusului
(1X).
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Figura 30. Spectrul *H-RMN al derivatului tiazolidinic (IX) (R = —-C¢Hs~NO, para).
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V.5. Esteri metilici ai acizilor 4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-R-fenoxiacetici (XI-X1V)

In cadrul cercetirilor noastre am considerat interesant obtinerea de noi derivati
indazolici care sa contind in structura lor grupa sulfonil, cunoscuta fiind utilizarea acestora in
practica terapeuticd ca medicamente antihelmintice [242], antimicrobiene [243-245],
antiinflamatoare [246, 247], antimalarice [248], antitumorale [249, 250], anti-HIV [251],
analgezice [246, 252], antireumatice [253], antifungice [254].

Actiunea sulfonelor este bine cunoscutd si in terapia curentd impotriva bacilului
tuberculozei [255, 256], actiune superioara atunci cand sulfonele sunt asociate cu
sterptomicina [257].

Tinidnd seama de aceste rezultate ne-am propus sa studiem comportarea sarii de sodiu
a 5-nitroindazolui (l;) in reactie cu diverse sulfocloruri ale esterilor metilici ai acizilor
fenoxiacetici-R-substituiti.

Noi am obtinut esterii metilici ai acizilor 4-(5"-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-R-
fenoxiacetici (XI-XIV) prin reactia directd a sarii de sodiu a 5-nitroindazolului (1) cu 4-
clorosulfonil-fenoxiacetat de metil, 2-cloro-4-clorosulfonil-fenoxiacetat de metil, 2-metil-4-
clorosulfonil-fenoxiacetat de metil si 2-metoxi-4-clorosulfonil-fenoxiacetat de metil, conform
schemei 5.

O—CH,~COOCH;

\ | \N
N T Nacl N
§ SO,~Cl SAZQO—CHZ—COOC&

R XI-XIV
XI R=—H; XII R=—Cl(orto); XIII R= —CHj(orto) ; XIV R = —OCH;(orto)

Schema 13. Reactia de obtinere a esterilor 5-nitroindazol-sulfonil-fenoxiacetici (XI-
X1V)

Folosirea 5-nitroindazolului sub forma de sare de sodiu drept centru nucleofil a permis
separarea rapida a compusilor din mediul de reactie, acetona, sub forma de cristale incolore
care, dupa purificare, prezintd puncte de topire nete.

Derivatii (IX-XIV) au fost caracterizati prin proprietati fizice, analiza elementala si
spectrald (FT-IR, *H-RMN).

Figura 32 ilustreaza, spre exemplificare spectrul "H-RMN al esterului (XI1).
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Figura 32. Spectrul *H-RMN al esterului metilic al acidului 2-cloro-4-(5"-nitroindazol-1"il-
sulfonil)-fenoxiacetic (X11).

V.6. Sinteza unei cefalosporine p-lactamice derivata de la 5-nitroindazol (XV)

O literaturd vasta se ocupa de acilarea acidului 7-aminodezacetoxicefalosporanic in
vederea formarii legaturii peptidice necesare obtinerii cefalosporinelor noi. Aceasta se
realizeaza in prezenta unui solvent inert folosind anhidride, cloruri acide, acizi carboxilici
activati cu diciclohexilcarbodiimida, cetene, tioesteri, polifenoli sau alti agenti acilanti
utilizati in mod curent in sinteze peptidice [261, 264, 268 - 273].

Anhidridele mixte, ca forme activate ale acizilor carboxilici au cucerit un loc
primordial in sinteza peptidica, remarcandu-se si prin faptul ca ele nu provoaca racemizare in
cursul acilarii.

In cercetarile noastre folosirea acestei metode ne-a permis acilarea acidului 7-
aminodezacetoxicefalosporanic cu acidul 5-nitroindazol-1-il-acetic si obtinerea, cu randament
bun, a unei cefalosporine semisintetice noi, din clasa indazolului.

Initial a fost sintetizata sarea de sodiu a 5-nitroindazolului (1a) [151], prin dizolvarea
la cald a 5-nitroindazolului in solutie alcoolica continand etoxid de sodiu care, tratata cu
monocloroacetatul de sodiu a condus la sarea de sodiu a acidului 5-nitroindazol-1-il-acetic
(XVa) [151, 156] (schema 13).
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Schema 13. Obtinerea sarii de sodiu XVa

Pentru cresterea reactivitatii grupei carboxil din sarea de sodiu (XVa), aceasta a fost
transformata prin tratarea cu clorurd de pivaloil (clorura acidului trimetilacetic) in anhidrida
mixtd pivalicd (A), capabila sa reactioneze rapid si in conditii blande cu acidul 7-
aminodezacetoxicefalosporanic. Am considerat clorura de pivaloil drept un partener ideal al
acestei transformari datoritd efectelor +I si sterice a celor trei grupari metilice la acelasi atom
de carbon, efecte ce permit ca scindarea anhidridei mixte sa aiba loc in sensul dorit.

Deoarece anhidrida mixta (A) este nestabila, greu izolabila, noi am optat pentru
folosirea ei ”in situ” in solutie diclorometanica in care acidul 7-aminodezacetoxi
cefalosporanic se afla dizolvat sub forma de sare de trietilamoniu (B).

Dupa terminarea reactiei de cuplare, diclorometanul se indeparteazd sub vid, la 25-
30°C, iar reziduul de distilare se dizolva in solutie saturatd de bicarbonat de sodiu cand
cefalosporina trece in solutia alcalind sub formad de sare de sodiu. Aciduland solutia
bicarbonata pana la pH = 1,5 — 2, in prezenta acetatului de butil, cefalosporina acida trece in
stratul organic, de unde se izoleaza sub forma de sare de sodiu (XV) prin precipitare cu
acetat de sodiu anhidru sau etilhexanoat de sodiu [274] (schema 14).
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Schema 14. Reactiile de obtinere a 7-(5'-nitroindazol-1'-il-acetamidil)-cefalosporinei
sodice (XV).
Cefalosporina (XV) se caracterizeaza prin urmatoarele proprietati fizice: microcristale
albe, stabile la temperatura camerei, miros caracteristic de antibiotic, solubild la rece in
dimetilsulfoxid, dimetilformamida, acetonitril, apa.

Structura antibioticului (XV) a fost stabilita prin analiza elementala si spectrala (FT-
IR, *H-RMN).
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Figura 34. Spectrul *H-RMN al 7-(5-nitroindazol-1"il-acetamidil)-cefalosporinei
sodice (XV).
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CAPITOLUL VI
STUDIUL PROPRIETATILOR BIOLOGICE ALE UNORA DINTRE DERIVATII
INDAZOLICI SINTETIZATI
Testarile pe animale de experienta folosite in scop stiintific s-au efectuat in baza
Ordonantei nr. 37/2002 din 30/01/2002 publicatd in Monitorul Oficial, Partea I nr. 95 din
02/02/2002.

VI1.1. Evaluarea toxicititii compusilor (I — XV) folosind animale de experienta

S-a determinat DLs, folosind metoda Spearman-Kérber [277], iar rezultatele obtinute
sunt trecute in tabelul 16.

Tabel 16. Valorile DLs (mg/kg corp) pentru derivatii indazolici (I — XV)

DLsy (mg/kg corp)
Compusul 24 ore 48 ore 7 zile Media
1 2 3 4 5
[ 3450 3450 3320 3406
1 2850 2850 2810 2836
11 1384 1384 1340 1369
v 1070 1070 1060 1066
\ 1135 1135 1125 1131
VI 1620 1620 1600 1613
VII 1100 1100 1090 1096
VIII 1120 1120 1105 1115
I1X 1310 1310 1295 1305
X 1585 1585 1542 1570
Xl 1265 1265 1260 1263
XIl 994 994 990 992
X1l 1460 1460 1450 1456
X1V 1630 1630 1620 1626
XV 400 400 381 393

Determindrile toxicologice efectuate asupra derivatilor indazolici (I — XV) prezinta
valori DLs care 1i recomanda screening-ului de laborator.

VI.2. Activitatea antifungici a 5-nitro-N'-ariliden-1H-indazol-1-carbohidrazidelor
(nr=vi

S-a cercetat comportarea fatd de suse microbiene a patru 5-nitro-N'-ariliden-1H-
indazol-1-carbohidrazide noi ce contin in moleculd gruparea bioactiva,
=C-NH-N =CH -

La determinarea actiunii antifungice a substantelor sintetizate (111 — VI), au fost
utilizati urmatorii fungi test: Aspergillius niger, Aspergillius flavus, Fusarium S.P. si
Trichophyton S.P.

Rezultatele actiunii substantelor testate sunt indicate in tabelul 17.

- Hidrazidonele V si VI au actiune evidenta asupra speciilor de Fusarium S.P. si
Trichophyton S.P., probabil datorita restului p-nitrofenil si o-hidroxifenil din structura
acestora, fapt care concorda cu unele date din literatura privind derivatii hidrazonici [278-
280].

- Se apreciazd ca spectrul antifungic depinde, in general, de natura si pozitia
gruparilor grefate pe nucleul fenilic din structura 5-nitro-N'-ariliden-1H-indazol-1-
carbohidrazidelor testate.
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Tabel 17. Spectrul antifungic al 5-nitro-N'-ariliden-1H-indazol-1-carbohidrazidelor

Fusarium S.P.

(11 = VI)

Nr. ore Trichanhvton S.P Aspergillius niger Aspergillius flavus
Compusul | termosta- 1 0,5 0,25 1 0,5 0,25 1 05 0,25 1 0,5 0,25
tare mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
24 + + + + + + + + ++ + + +
48 + + + + + + + + + + + +
. 72 —+ —+ —+ + + + + + + —+ —+ +
96 + —+ + ++ + + + ++ ++ —+ + +
120 —+ —+ —+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + —+
24 —+ —+ —+ + + + + + + + + +
v 48 —+ + —+ + + + ++ ++ ++ —+ —+ —+
72 + —+ + + ++ + ++ ++ ++ —+ —+ -
96 + + + ++ + + ++ ++ ++ + —+ +
120 + + —+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ —+ —+ —+
24 -+ - - + + + ++ ++ ++ - - -
Vi 48 -+ - - + + + ++ ++ ++ - - -
72 —+ - - ++ + + ++ ++ ++ - - —+
96 - —+ - + + + ++ ++ ++ - - —+
120 - - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - —+
24 - - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - -
Vi 48 - - - ++ + + ++ ++ ++ - - -
72 - - - + + ++ ++ ++ ++ - - -
96 - - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - —
120 - - - ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - -

- Lipsa de dezvoltare

- + Dezvoltare moderata
+ Dezvoltare normala

++ Dezvoltare abundenta.
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VL.3. Activitatea antimicrobiana a derivatilor de 5-nitro-N-(4-oxo-2-ariltiazolidin-3-il)-
1H-indazol-1-carboxamidelor (VII — X) si a esterilor metilici ai acizilor 4-(5'-
nitroindazol-1'-il-sulfonil)-R-fenoxiacetici (XI — XIV)

Testarile s-au efectuat pe urmitoarele suse microbiene: Staphylococcus aureus
(ATCC-25923), Bacillus subtilis (ATCC-6638), Bacillus aureus (ATCC-10876),
Escherichia coli (ATCC-25922) si Salmonela enteritidis (P1131) din bacterioteca
Laboratorului de Microbiologie, sector Epidemiologic a Institutului de Sanatate Publica din
[asi in conformitate cu normele internationale NCCLS elaborate in USA, anul 2000 [282].
Efectul antibacterian al acestora s-a stabilit prin diametrul zonei de inhibitie conform metodei
difuzimetrice Kirby-Bauer [283], kanamicina fiind substanta activa de referinta (tabelul 18).

Tabel 18. Activitatea antimicrobiana a 5-nitroindazol-4-oxo-ariltiazolidin-carboxamidelor
(VI = X) [239] si a esterilor 5-nitroindazol-sulfonil-fenoxiacetici (X1 — X1V) la concentratia
de 1000 pg/disc.

Diametrul zonei de inhibitie (mm)
Compusul — - —
S. aureus B. subtilis B. cereus E. coli S. enteritidis
Vil 7-8 18-19 19-20 11-12 16 -17
Vil 8-9 19-20 18-19 14 -15 18-19
IX 6-7 2122 20-21 13-14 19-20
X 7-8 2526 23 -24 15-16 19-20
Xl 17-18 5-6 6-7 12-13 4-5
X1l 18-19 6-7 8-9 14 -15 7-8
XIHI 20-21 8-9 10-11 16 -17 6-7
XV 22 -23 9-10 12-13 19-20 9-10
Kanamicina 31-32 27 -28 30-31 29-30 28-29

Comparand spectrul antimicrobian al fiecaruia dintre noii compusi sintetizati (VI —

X1V) cu al kanamicinei, se deduce ca acesta este inferior substantei de referinta si depinde de
natura si pozitia substituentilor existenti in nucleul fenilic (VII — X ), respectiv in restul
fenoxiacetic (XI — XIV).

VI.4. Activitatea antimicrobianid a 7-(5'-nitroindazol-1'-il-acetamidil)-cefalosporinei
sodice (XV)

Activitatea antimicrobiand a cefalosporinei B-lactamice (XV) s-a testat pe tulpinile
microbiene provenite din colectia Institutului Cantacuzino Bucuresti, cum sunt:
Streptococcus pneumoniae — ATTC 46619, Staphylococcus aureus — ATCC 25923 (germeni
gram pozitivi) si Klebsiella pneumoniae — C82, Pseudomonas aeruginosa — ATCC 27853,
Escherichia coli — ATCC 25922 (germeni gram negativi) comparativ cu cefalexina,
antibiotic de referintd cu importanta eficacitate clinica [274]. S-a aplicat metoda difuzimetrica

Kirby-Bauer [283], conform careia citirile s-au inregistrat dupa 24 de ore (tabelul 19).
Tabel 19. Activitatea antimicrobiand si concentratia minima inhibitorie (CMI) a
cefalosporinei (XV)

Diametrul zonei de inhibitie (mm)
Compusul K. pneumoniae P. aeruginosa S. pneumoniae S. aureus E. coli
XV 9-10 - 20-21 18-19 8-9
Cefalexin 20-21 - 22-23 32-33 23-24
XV CMI (pg/mL)
52 | - | 14 | 12 | 54

Examinand datele din tabel se remarca efectul antibacterian destul de puternic al
cefalosporinei (XV) asupra tulpinii Streptococcus pneumoniae, comparabil cu cefalexina si
un efect moderat asupra tulpinii Staphylococcus aureus.

Se poate afirma ca cefalosporina de semisinteza (XV) prezintd eficacitate

antimicrobiand apreciabild asupra unor germeni gram pozitivi, eficacitate sustinutd prin
grefarea restului de acid 5-nitroindazol-1-il-acetic drept catena laterala, la gruparea aminica a
acidului 7-aminodezacetoxicefalosporanic.
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CAPITOLUL VII
NANOPARTICULE SI NANOCAPSULE PE BAZA DE COMPLECSI
POLIELECTROLITICI PURTATOARE DE NOI 5-NITROINDAZOL
TIAZOLIDINE POTENTIAL UTILIZABILE PENTRU TRATAREA UNOR
INFECTII ORALE

Terapia medicamentoasa clasica se dovedeste adeseori ineficientd datorita distributiei
nediscriminatorii a principiului biologic activ, toxicitatii sistemice ridicate (indeosebi in cazul
antitumoralelor), hidrofobicitatii crescute sau permeabilitatii slabe a tesuturilor. O cale de a
surmonta aceste efecte adverse o constituie administrarea tintita, locald adeseori, utilizand
formulari complexe capabile sa asigure o eliberare controlatd si prelungitd. Pe ldngd aceste
caracteristici, o formulare ideald trebuie sd manifeste si o buna retentie la locul aplicarii.
Acest ultim deziderat poate fi indeplinit utilizind formulari bioadezive [285].

Nanotehnologia ofera oportunitatea de obtinere a unor astfel de sisteme, utilizabile ca
suport pentru incarcarea medicamentelor, pana in prezent fiind raportate mai multe tipuri de
nanoparticule/nanocapsule uitilizabile 1n acest scop.

Comparativ cu alti coloizi utilizati in aplicatii stomatologice, micro/nanoparticulele
polimere prezintd o serie de avantaje, precum: stabilitate mai bund in fluidele biologice,
stabilitate ridicata la stocare timp indelungat, preparare facila prin tehnici foarte variate,
producere relativ usoard la scard chiar industriald, bund reproductibilitate, bun control al
cantititii de medicament incapsulat, eliberare controlatd a principiului activ inclus sau
incapsulat. In aceasta categorie intra intra particulele pline (sfere), capabile de a incarca
principiul activ in matricea polimerd (obisnuit cu caracter de hidrogel), precum si cele cu
caracter vezicular — capsule -, capabile de a include/incapsula principiul activ in miezul lor,
protejat de o membrand. Evident, comparativ cu micro/nanosferele, capsulele sunt preferate
datorita capacitatii lor de incarcare cu cantitati mai mari de principiu activ.

Pornind de la aceste considerente, abordarea noastrd in obtinerea nanocapsulelor ca
suport pentru incapsularea unor principii active sintetizate constd in realizarea de complecsi
interpolimerici pornind de la un amestec de polimeri cu caracter ionic diferit, respectiv un
polication si un polianion.

VII.1. Obtinerea unor nanoparticule si nanocapsule pe baza de complex
polielectrolitic

Metoda utilizata pentru obtinerea acestui tip de nanoparticule/capsule este inspirata
din literatura, fiind propusa pentru prima data in lucrarea lui Fessi s.a. [157]; metodei initiale
i-au fost aduse mici modificari care au avut ca efect ameliorarea sa, in sensul obtinerii de
particule mai mici si cu polidispersitate mai redusa.

Principiul este urmatorul: intr-o prima faza se obtin nanoparticule al caror miez este
format din principiul activ, eventual dizolvat intr-o faza organica. Miezul este protejat de o
membrana formata dintr-un polielectrolit (Eudragit) ce precipitd din faza organica in care se
afla dizolvat Tmpreuna cu principiul activ, la contactul cu apa. Consolidarea membranei si
asigurarea astfel a unui invelis stabil mecanic, respectiv formarea nanocapsulelor finale se
face prin complexarea polielectrolitului ce alcatuieste membrana, cu un alt polielectrolit de
semn contrar, rezultand astfel un complex polielectrolitic de cele mai multe ori cu caracter de
hidrogel, usor de penetrat de catre lichidele fiziologice, in esenta solutii apoase.

in studiul nostru am selectat ca polimer sintetic cationic Eudragit E100, care este
permeabil si cu capacitate de umflare in medii apoase cu pH peste 5. Principiul activ care va
forma miezul nanoparticulelor si nanocapsulelor, respectiv douda dintre tiazolidinele
sintetizate selectate pe baza activitatii lor antimicrobiene mai ridicate, a fost dizolvat intr-un
vehicol uleios (desigur, nemiscibil cu apa), respectiv Miglyol 840.
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Crearea unei membrane stabile a fost realizatd prin depunerea in suprafata
nanoparticulelor acoperite cu Eudragit, a unui polianion cu care formeza complexul
polielectrolitic, respectiv alginatul de sodiu, deoarece asigurda ca efect secundar cresterea
mucoadezivitatii particulelor la membrane biologice, ceea ce constituie o caracteristica
importantd pentru aplicatia noastra.

VI1.2.1. Caracterizarea nanoparticulelor si nanocapsulelor din punct de vedere
dimensional si morfologic

Caracterizarea a inclus stabilirea diametrului mediu si al polidispersitatii
dimensionale, realizatd prin analiza dispersiei de fascicul laser. Au fost analizate probe de
nanocapsule inainte de realizarea complexului polielectrolitic, dupa complexarea cu alginat
precum si nanocapsule incircate cu principiile active nou sintetizate. in figura 35, 36 si 37
sunt prezentate citeva dintre rezultatele obtinute.Diametrul mediu al nanocapsulelor acoperit

doar de Eudragit, inainte de complexarea ionica cu alginatul de sodiu este de aprox. 121 nm.
Diam. (nm) % Number  Width (nm)

Z-Average (d.nm): 1537 Peak 1: 120,9 100,0 38,47
Pdl: 0,084 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,962 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Number
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Figura 35. Valoarea diametrului mediu si curba de polidispersitate pentru nanocapsule de
Eudragit nestabilizate prin complexare ionica

Curba de polidispersitate este monomodald, cu un maxim proeminent la 121 nm,
relevand o distributie destul de ingustd a valorilor diametrelor nanoparticulelor (figura 35).
Acoperirea nanoparticulelor cu polianionul de alginat de sodiu are ca efect, evident, cresterea
valorii medii a particulelor rezultate, spre 155,5 nm. Polidispersitatea nanocapsulelor astfel
obtinute se pastreaza destul de Ingustd, desi mai largd decat in cazul nanocaparticulelor
necomplexate. Ponderea particulelor cu diametrul mediu scade usor atingand 17% din totalul
acestora.

Includerea in nanocapsule a principiului activ (N{[(4-ox0-2-(p-nitrofenil)-1,3-
tiazolidin)]-formamidil}-5-nitroindazol) dizolvat in Miglyol conduce la cresterea usoara a
diametrului mediu (158 nm), precum si la cresterea procentului corespunzator acestei valori
catre 20 % (figura 37).
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Valorile diametrului mediu, indicelui de polidispersitate, potentialului si deviatiei zeta

sunt centralizate in tabelul 20.

Informatii suplimentare privind forma, dimensiunea si morfologia particulelor au fost
obtinute prin microscopie electronicd de baleiaj. Spre exemplificare, in figura 38 este
prezentatd fotografia corespunzatoare nanocapsulelor cu membrana de tip complex

polielectrolitic.

Diam. (nm) % Number  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 1971 Peak 1: 158,0 100,0 55,84
Pdl: 0,110 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,954 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Number
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Figura 37. Valoarea diametrului mediu si curba de polidispersitate pentru nanocapsule de

Eudragit stabilizate prin complexare ionica cu alginat de sodiu, incarcate cu 5-Nitro-N-[4-
oxo0-2-(p-nitrofeniltiazolidin)-3-il]-1H-indazol-1-carboxamida (1X)

SU1510 30.0kV x70.0k SE
Figura 38. Fotografie de microscopie electronica de baleiaj pentru nanocapsule cu

membrand de tip complex polielectrolitic
Trebuie remarcat faptul ca diametrul particulelor, asa cum releva fotografia din figura

38, este in bund concordantd cu valorile masurate prin difractie laser. Se observa, de
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asemenea, caracterul usor polidisperse al acestora, dar si faptul cd predomina populatia de
particule cu diametrul in jurul valorii de 150 nm.

VI1.2.2. Caracterizarea nanocapsulelor si nanocapsulelor din punct de vedere al
stabilitatii in suspensii apoase

In scopul administririi nanoparticulelor si nanocapsulelor prin injectare locali la
nivelul pungii parodontale, suspensiile acestora in medii apoase (ser fiziologic) trebuie sa fie
stabile, pentru a nu se produce sedimentarea si infundarea acului seringii, care are diametru
foarte mic. Evaluarea stabilitatii suspensiilor apoase de particule solide se face, in principiu,
prin determinarea potentialului zeta (tabelul 20).

Tabel 20. Valoarea diametrului mediu, a indicelui de polidispersitate si a potentialului zeta
pentru cele trei tipuri de nanocapsule

Proba Diametrul Indicele de Potentialul Dez‘:t?a
mediu (nm) | polidispersitate | zeta (mV) (mV)
Nanoparticule ~ neacoperite  cu
alginat de sodiu (Eudragit in 121 0.143 52,0 6.81
suprafatd)
Nanocapsule acoperite cu alginat de
sodiu (cu membrand de complex 155,5 0.237 -45.4 7.78

polielectrolitic)

Nanocapsule cu membranda de
complex polielectrolitic incarcate
cu 5-Nitro-N-[4-0x0-2-(p- 158 0.216 - -
nitrofeniltiazolidin)-3-il]-1H-
indazol-1-carboxamida (1X)

Pentru particulele acoperite doar cu Eudragit, valoarea potentialului zeta este pozitiva
datorita caracterului de polication al polimerului (52,0 Mv). Complexarea cu alginat
determind schimbarea valorii acestuia, care devine negativa datorita caracterului de polianion
al polizaharidului (- 45,4 Muv). Stabilitatea celor doud tipuri de suspensii este atestatd de
valoarea absoluta ridicatd a potentialului zeta corespunzator. In Figura 39, este prezentata
curba specifica de potential zeta pentru nanocapsulele acoperite doar cu Eudragit.

25



Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): 520 Peak 1: 520 100,0 6,52
Zeta Deviation (mV): 6,52 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,0515 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality
Zeta Potential Distribution
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Figura 39. Curba specifica pentru potentialul zeta al nanoparticulelor cu Eudragit in

suprafata.

VI1.2.3. Caracterizarea nanoparticulelor si nanocapsulelor din punct de vedere al
capacitatii de a incirca principii active

Pentru a verifica abilitatea nanocapsulelor obtinute de a incarca principii active, un
prim test a constat in incapsularea unui compus ce, poate fi vizualizat prin microscopie de

fluorescenta - Rosu Nil. Fotografiile realizate sunt prezentate in figura 40.

X 100

X100

Figura 40. Microscopie de fluorescenta (magnificatie 40 x si 100 x) pe suspensii diluate (A)
si concentrate (B) de nanocapsule de tip complex polielectrolitic incarcate cu Rosu Nil,

suspendate in solutie tampon fosfat pH 7.2

Particulele incarcate prezintd coloratia rosie specificd marker-ului, fiind evidentiate

atat in suspensiile diluate (a) cat si in cele concentrate. Este probata astfel capacitatea
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nanocapsulelor de tip complex polielectrolitic de a Incdrca compusi micromoleculari. Au
fost selectati in acest scop 5-Nitro-N-[4-0x0-2-(p-nitrofeniltiazolidin)-3-il]-1H-indazol-1-
carboxamida (IX) si  5-Nitro-N-[4-0x0-2-(0-nitrofeniltiazolidin)-3-il]-1H-indazol-1-
carboxamida (X) care au dovedit activitatea antimicrobiana cea mai ridicata.

Tabelul 21 releva eficienta de incércare a principiilor active sintetizate, in sistemele
polimerice.
Tabel 21. Eficienta de incarcare a nanocapsulelor cu tiazolidine.

Tipul de sistem polimeric Principiu activ Eficienta de
incarcare
(%)

Nanoparticule cu  Eudragit 98

E100 in suprafata

Nanoparticule pe baza de | 5-Nitro-N-[4-0x0-2-(p- 89

Eudragit E100 acoperite cu | nitrofeniltiazolidin)-3-il]-1H-

alginat indazol-1-carboxamida (1X)

Nanoparticule cu Eudragit 95

E100 in suprafata

Nanocapsule pe bazd de | 5-Nitro-N-[4-0x0-2-(0- 91

Eudragit E100 acoperite cu | nitrofeniltiazolidin)-3-il]-1H-

alginat indazol-1-carboxamida (X)

VII.2.4. Caracterizarea sistemelor nanoparticulate din punct de vedere al toxicitatii

Sistemele polimer-medicament fac parte din categoria larga a biomaterialelor, lucrand
in interior sau 1dn contact cu organismul. Aplicatiile oricaror biomateriale sunt in strinsa
corelatie cu posibilele efecte toxice determinate in organismele animale. Prin urmare,
posibilele efecte nocive ale acestora trebuie bine cunoscute inainte de a fi administrate,
indiferent pe ca cale. Una din proprietatile foarte importante, care restrange mult domeniul
biomaterialelor o constituie toxicitatea acuta.

Pentru tiazolidinele selectate in scopul incarcarii in nanocapsule, ca si pentru
sistemele nanoparticulate realizate prin incapsulare, toxicitatea acuta fost evaluatd prin
determinarea dozei letale 50 (DL50) la soareci. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul
22.

Tabel 22. Toxicitatea acuta a tiazolidinelor IX si X si a sistemelor nanoparticulate
realizate prin incapsulare

Proba DL 50 (mg/kg)
24 ore | 48ore | 7zile Valoare
medie
5-Nitro-N-[4-ox0-2-(p-nitrofeniltiazolidin)-
3-il]-1H-indazol-1-carboxamida (1X)
incarcat in nanoparticule cu Eudragit in 4715 4715 4690 4706
suprafata
5-Nitro-N-[4-ox0-2-(0-nitrofeniltiazolidin)-
3-il]-1H-indazol-1-carboxamida X)
incapsulat in nanocapsule cu membrana de 4850 4800 4800 4810
complex polielectrolitic
5-Nitro-N-[4-ox0-2-(0-nitrofeniltiazolidin)-
3-il]-1H-indazol-1-carboxamida (X) incarcat 5020 5020 5080 5040
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in nanoparticule cu Eudragit in suprafata

5-Nitro-N-[4-ox0-2-(o-nitrofeniltiazolidin)-

3-il]-1H-indazol-1-carboxamida X)
incapsulat in nanocapsule cu membrana de 5000 5000 5000 5000
complex polielectrolitic

Testele pe animale au fost efectuate respectand standardele de etica mentionate in
Declaratia de la Helsinki din 1975, revizuita in 2000, precum si legislatia nationala.

Incadrarea unui compus intr-un anumit domeniu de toxicitate se face conform scalei
de toxicitate Hodge si Sterner [304]. Nanocapsulele incarcate cu cele doud tiazolidine sunt
practic netoxice, cu valori foarte apropoiate ale DL50.

Este evident ca incapsularea tiazolidinelor in sistemele polimerice are ca efect o
reducere substantiald a toxicitdtii datoratd aportului polizaharidelor selectate pentru studiu
tocmai datorita caracterului lor biocompatibil, netoxic.

VI1.2.5. Caracterizarea sistemelor nanoparticulate din punct de vedere al activitatii
antibacteriene

Activitatea antimicrobiand a tiazolidinelor, fic in stare libera fie incapsulate in
sistemele polimerice obtinute, a fost evaluatd in conformitate cu standardele internationale
NCCLS (40) pe diferite tulpini bacteriene (Tabelul 23). Activitatea s-a evaluat prin masurarea
diametrului zonei de inhibitie, doar dimensiunile peste 16 mm fiind considerate activitate
antimicrobiand. Pentru comparatie s-a utilizat un medicament model, kanamicina.

Tabel 23. Diametrul zonei de inhibitie a cresterii suselor bacteriene in cazul utilizarii
tiazolidinelor IX si X in stare libera sau incapsulata

Compus S. B. B. E. coli S. S. A
aureus | subtilis | cereus enteritidis | mutans | actinomyce

tem
comitans

5-Nitro-N-[4-oxo- 9-10 23-24 22-23 15-16 20-21 24-25 25-26

2-(p-

nitrofeniltiazolidin)

-3-il]-1H-indazol-

1-carboxamida
(IX) incapsulat in
nanocapsule cu
membrana de
complex
polielectrolitic

5-Nitro-N-[4-oxo- 10-11 25-26 23-24 16-17 23-24 26-27 25-26
2-(0-
nitrofeniltiazolidin)
-3-il]-1H-indazol-
1-carboxamida (X)
incapsulat Tn nano-
particule cu
membrana de
complex
polielectrolitic

Kanamicina 31-32 27-28 30-31 29-30 28-29 32-33 33-34
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Ambele sisteme polimer-medicament au demonstrat a avea o buna activitate
impotriva dezvoltarii suselor de B. subtilis, B. cereus, S. Enteritidis, S. mutans si A.
Actinomycetem comitans, moderat eficiente impotriva dezvoltarii tulpinelor de E. Coli; ele nu
prezintd activitate antimicrobiana in cazul dezvoltarii tulpinelor de S. aureus. S-a observat
faptul ca tulpinile microbiene de B. cereus, B. subtilis si S. enteritidis sunt mai sensibile la
prezenta grupdrilor substituente -NO, si —OH din cele doua tiazolidine, in comparatie cu alte
tiazolidine sintetizate in prezenta lucrare, ce prezinta substituenti de alt tip.

Se constata cad eficienta antibacteriand pare sd Se Tmbunatateascd prin incapsularea
principiilor active in nanocapsulele polielectrolitice. in comparatie cu kanamicina
(medicament model), tiazolidinele incapsulete prezinta activitate biologica mai redusa, dar cu
avantajele corespunzatoare ale sistemelor de eliberare a medicamentelor (toxicitate redusa,
eliberare prelungita, etc. ).

VIL.2.6. Studiul cinetic al eliberarii principiilor active din nanoparticule si nanocapsule

Principiile active nou sintetizate sunt practic insolubile in apa, astfel incat pentru
studiul cineticii de eliberare in vitro s-a utilizat un amestec format din mediul apos (solutie
tampon fosfat) si un lichid neapos drept cosolvent. Astfel de amestecuri, chiar dacd nu au
corespondent in nici un fluid fiziologic, sunt utilizate deseori pentru studii pur teoretice [305].

Tiazolinele IX si X nu sunt solubile 1n apa, foarte putin solubile in PBS dar solubile in
amestecuri ale apei cu dimetilsulfoxid, dimetiformamida si N-metil-2-pirolidona. In
consecintd, pentru a simula un mediu de eliberare pentru produsii nostri greu solubili, s-a
selectat un amestec apa - N-metil-2-pirolidona. Acesta din urma este un solvent aprotic,
permeabilitatii mai multor medicamente [306]. Toxicitatea sa coboratda la nivelul cavitatii
orale, cat si la administrare parenterald, permite folosirea in formulari ce impun sterilizarea
domeniul farmaceutic [307, 308].

Curbele cinetice ale procesului de eliberare sunt prezentate in figurile 41 si 42.
Intreaga cantitate din prima tiazolidind incarcati in nanocapsulele acoperite cu complexul
Eudragit/alginat s-a regasit in mediul de eliberare dupa 72 de ore (analiza UV-Vis nearatand
urme de medicament dupa 72 ore de extractie in amestec PBS pH 7,2 / N-metil-2-pirolidona)
in timp ce din nanoparticule cu Eudragit E100 in suprafata, intreaga cantitate de tiazolidina a
fost expulzata dupd doar 46 de ore (figura 41).
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Figura 41. Cinetica procesului de eliberare a 5-Nitro-N-[4-ox0-2-(p-nitrofeniltiazolidin)-3-
il]-1H-indazol-1-carboxamida (1X) din cele doua tipuri de nanoparticule si nanocapsule
(exprimata ca eficientd a eliberarii).

Aproximativ 95% din cantitatea celei de a doua tiazolidine a fost eliberata dupa 66 de
ore din nanoparticule cu Eudragit in suprafatd si dupa 70 de ore din nanocapsulele acoperite
cu complex polielectrolitic (figura 42).

Pentru ambele tiazolidine, indiferent de tipul de nanocapsule in care au fost
incarcate, procesul de eliberare decurge cu un burst effect”, mai putin pronuntat insa in
cazul 5-Nitro-N-[4-oxo0-2-(o-nitrofeniltiazolidin)-3-il]-1H-indazol-1-carboxamida (X) care
se elibereaza din nanocapsulele acoperite de complex polielectrolitic. Tiazolidina manifesta
un proces mai lent de eliberare, posibil datoritd solubilitatii sale mai reduse in mediul de
eliberare simulat. Foarte important este insa faptul ca eliberarea sa din nanocapsulele
acoperite cu complex interpolimeric sugereaza o cinetica de ordin “zero”, evolutia In timp a
procesului fiind practic liniara pe intervalul 3 — 70 ore. Este un aspect important, fiindca
acest comportament apropie sistemul nostru de cele cu comportare ideala.

Eliberarea tiazolidinelor din nanoparticulele cu Eudragit in suprafata se realizeaza mai
rapid. Efectul poate fi determinat de grosimea membranei care acoperd particula.
Nanocapsulele acoperite cu complexul polielectrolitic au 0 membrana evident mai groasa,
care intarzie difuzia, pe de o parte a mediului de eliberare inspre interiorul capsulei, pe de alta
parte a produsului biologic activ, cu molecula mare, din miez spre exteriorul capsulei.
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Figura 42. Cinetica procesului de eliberare a 5-Nitro-N-[4-ox0-2-(0-nitrofeniltiazolidin)-3-
il]-1H-indazol-1-carboxamida (X) din cele doua tipuri de nanoparticule si nanocapsule
(exprimata ca eficientd a eliberarii).

Studiul efectuat conduce la concluzia ca noile sisteme nanoparticulate pot constitui o
alternativa la tratamentul antibacterian al cavitdtii orale, ce poate preveni sau ameliora boala
parodontala.
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CAPITOLULVIII

MICROPARTICULE POLIMERICE POROASE INCARCATE CU 7-(5’-

NITROINDAZOL-1’-1L-ACETAMIDIL)-CEFALOSPORINA SODATA

In general, scopul administririi de medicamente consta in prevenirea imbolnavirilor,
ameliorarea unor simptome si vindecarea atat a unor boli cu actiune locala prin aplicarea de
solutii sau unguente cat si a bolilor cu actiune generald prin administrare sistemica, de
exemplu antibiotice. Antibioticele B-lactamice (peniciline, cefalosporine, carbapenemi,
monobactame) reprezintd o clasd de medicamente cu utilizare foarte largd in terapia
infectiilor bacteriene [309].

Cefalosporinele sunt antibiotice care au ca nucleu de baza acidul 7-amino
cefalosporanic, ce cuprinde in structura sa un inel dihidrotiazinic condensat cu un inel beta-
lactamic (Figura 43).
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Figura 43. Structura chimica a unei cefalosporine

COOH

Activitatea antimicrobiana a cefalosporinelor se caracterizeaza prin toxicitatea
selectiva a acestora fatd de microorganismele care produc infectia [319-322]. In functie de
spectrul activitdtii antimicrobiene si a ordinii cronologice de obtinere a lor se intalnesc 5
tipuri de cefalosporine (generatia 1 — 5).

In prezenta lucrare ne-am propus incapsularea unei cefalosporine noi, sintetizate in
cadrul cercetarilor proprii, respectiv 7-NAC.

VIII.1. Obtinerea si caracterizarea sistemelor polimer-cefalosporine
Cu ajutorul tehnicii de polimerizare n suspensie s-au obtinut 4 tipuri de suporturi
polimere poroase sub forma de microparticule ale caror caracteristici sunt prezentate in
Tabelul 24.
Tabel 24. Caracteristici ale suporturilor polimere utilizate la obtinerea de sisteme polimer-

medicament
Cod Compozitie Diametru Grad de Suprafata
(D) (um) umflare specifici S,
(%) (m/g)
G GMA:EGDMA-90:10 316 88,35 69
(mol/mol)
G, GMA:EGDMA-80:20 243 79.63 58
(mol/mol)
C, 90:10 (mol/mol) 136 162,23 160
GMA:EGDMA + CH
C, 80:20 (mol/mol) 124 149,15 132
GMA:EGDMA + CH
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Se cunoaste din literaturd ca principiile biologic active pot fi incluse prin douad metode

[328 - 332]:

(b) prin imersarea microparticulelor formate in solutia principiului biologic activ.

(@) prin dizolvarea sau dispersia medicamentului in solutia de polimer, in timpul sintezei
microparticulelor;

- A

in microparticule s-a optat pentru varianta a doua, prezenta
principiului biologic activ inclus fiind pusa in evidenta prin spectroscopia FT-IR (Figura 44).

Pentru includerea 7-NAC
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Figura 44. Spectrele FT-IR pentru: 7-NAC, G; 7-NAC:G;, C; si 7-NAC:C,
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Prezenta principiului biologic activ In structura microparticulelor poroase este
evidentiatd atat prin aparitia unor benzi noi la numarul de unda 1557 cm’si respectiv 1561
cm™ atribuite vibratiei grupei COOH din 7-NAC cat si E)rin deplasarea benzii de absorbtie de
la 1730 cm™ catre frecvente mai mari (1734 si 1735 cm™).

VIIIL.1.1. Caracterizarea morfologica a microparticulelor

Una dintre metodele de caracterizare a microparticulelor din punct de vedere
morfologic este microscopia electronica de baleiaj, cu ajutorul careia se poate observa forma,
dimensiunea si structura generala a microparticulelor (Figura 45).

Figura 45, icroraiil SEM pentru (@) Gy (; (c -N1; (d) 7-C:C1; (a b, c,
d) vedere de ansamblu a microparticulelor; (a’, b’, ¢’, d’) detalii ale suprafetei
microparticulelor

De asemenea, topografia suprafetei pentru microparticulele de tip G si C si pentru
sistemele polimer-medicament a fost evaluatd cu ajutorul microscopiei de fortda atomica
(Figura 46).

Se poate observa ca adsorbtia 7-NAC pe microparticulele G; si C; nu determina
modificari in ceea ce priveste forma si structura poroasa a microparticulelor. Totusi, adsorbtia
7-NAC pe microparticulele poroase determind o scddere a rugozitdtii microparticulelor
precum si o scadere a diametrului porilor.
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Figura 46. Imagini AFM (3-D) of: (a) Gy; (b)7-NAC:Gy; (c) Cy; (d) 7-NAC:C,

VIII.1.2. Studii de adsorbtie a derivatului de cefalosporini (7-NAC)

In scopul de a crea un sistem cu eliberare controlatd/sustinuta a principiilor biologic
active adecvat este necesar sa se gaseascd condifiile optime pentru adsorbtia 7-NAC pe
suportul macromolecular. Din acest motiv, s-a studiat influenta a diferiti parametri (pH,
concentratia initiala a 7-NAC, temperatura, timp de contact, raportul dintre microparticule si
7-NAC, natura reticulantului, raportul dintre GMA si reticulant) asupra procesului de
adsorbtie a 7-NAC.

VI11.1.2.1. Influenta concentratiei solutiei apoase de 7-NAC si a timpului de contact
In Figura 47 este ilustrata variatia cantitdfii maxime a derivatului de cefalosporina

adsorbita, la echilibru in functie de concentratie.

. G,
. G,
. C,
. C,

qITIa X (mg/ g)

Figura 47. Influenta concentratiei solutiei 7-NAC asupra capacitatii de adsorbtie pe
microparticulele de tip G si C la temperatura de 298K
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Din figura se constata o crestere a cantitatii de 7-NAC adsorbit odatd cu cresterea
concentratiei acestuia in solutia de incarcare. Variatia cantitatii de 7-NAC adsorbite pe cele
patru tipuri de microparticule respectd urmatoarea ordine: C; > C, > G; > G,. Cresterea
cantitatii de 7-NAC adsorbita pe microparticulele de tip C se poate pune pe seama prezentei
chitosanului  din structura microparticulelor, care determina cresterea hidrofiliei
microparticulelor de tip C comparativ cu microparticulele de tip G. De asemenea, chitosanul
contine in structura sa grupari aminice care pot interactiona cu grupele carboxilice ale 7-NAC
prin intermediul legaturilor ionice.

Timpul de contact dintre 7-NAC si microparticule pana la atingerea starii de echilibru
este 720 minute pentru microparticulele de tip G si 600 minute pentru cele de tip C (Figura
48). Peste aceste valori ale timpului de contact cantitatea de 7-NAC adsorbita ramane
constantd. Perioadd mai scurtd de timp pentru atingerea echilibrului indicd o mai buna
afinitate a microparticulelor C pentru derivatul de cefalosporind comparativ cu
microparticulele G, confirmand concluzia anterioara

a,(mg/g)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
t (min)

Figura 48. Influenta timpului de contact asupra procesului de adsorbtie a 7-NAC (C7.nac =
1000 mg/g,T=298K)

VIIIL.1.2.2. Influenta temperaturii

Studiile de adsorbtie ale derivatului de cefalosporina pe microparticulele de tip G si C
s-au realizat la trei temperaturi diferite: 298, 303 si 313K. In Figura 49 este prezentati
influenta temperaturii asupra capacitatii de adsorbtiec a 7-NAC pe microparticulele G1, G,, C;
si C; pentru concentratia C7.yac = 1000 mg/L.

Se constatd faptul cd, adsorbtia 7-NAC pe microparticulele de tip G si C este
favorizatd de temperaturi ridicate. Cresterea temperaturii conduce atidt la umflarea
microparticulelor cat si la cresterea vitezei de difuzie, facilitand astfel transportul moleculelor
7-NAC pe suprafata si in porii interni ai adsorbantului [333].
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Figura 49. Influenta temperaturii asupra capacitatii de adsorbtiec a 7-NAC pe microparticulele
G, Gy, C $i C, (C7-NAC = 1000 mg/g)

VIII.1.2.3. Influenta pH-ului si a raportului microparticule:7-NAC asupra capacitatii de
adsorbtie a derivatului de cefalosporina

PH-ul joacd un rol important in intreg procesul de adsorbtie influentdnd atat
solubilitatea principiului biologic activ cat si gradul de disociere a grupelor functionale
situate pe suprafata adsorbantului. Din Figura 50 se observa cd pH-ul are o influenta scazuta
in cazul microparticulelor G, aceasta fiind mult mai relevanta pentru microparticulele C. In
mediu acid (pH = 3 - 4.5), grupele functionale de pe suprafata microparticulelor C provenite
de la chitosanul grefat (NH,) sunt protonate avand posibilitatea sd interactioneze cu
moleculele de 7-NAC prin intermediul legaturilor ionice. Atunci cand valoarea pH-ului creste
are loc o deprotonare a acestor grupe functionale conducand in final la scaderea cantitatii de
7-NAC adsorbite. In cazul microparticulelor G si C pH-ul optim pentru absobtia 7-NAC este
45.

100

80

60

de (Malg)

40 -

20

Figura 50. Influenta pH-ului asupra capacitatii de retinere a 7-NAC pe microparticulele G,
Gy, Cy $i C, (C7-NAC = 1000 mg/g, T=313K
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VIII.1.2.4. Influenta raportului dintre GMA si reticulant si a naturii reticulantului
asupra capacitatii de adsorbtie a 7-NAC

Influenta raportului GMA: reticulant (mol/mol) si a naturii reticulantului asupra
capacitatii de adsorbtie a 7-NAC este ilustrata n Figurile 61 si 62.
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Figura 61. Influenta raportului GMA:EGDMA (mol/mol) asupra capacitatii de retinere a 7-
NAC pe microparticulele G, si C ( C7.nac = 1000 mg/g, T = 313K, pH =45,
microparticule:7-NAC = 2:1 g/g)
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Figura 62. Influenta naturii reticulantului asupra capacitatii de retinere a 7-NAC pe
microparticulele G si C ( C7.nac = 1000 mg/g, T = 313K, pH = 4,5, microparticule:7-NAC =
2:1 g/g, GMA:reticulant = 90:10 mol/mol )

Cresterea cantitatii de reticulant (EGDMA, DEGDMA si TEGDMA) si natura
chimica a reticulantului (in sensul modificarii numarului de unitéti de etilen glicol) determina
o scadere a capacitatii de adsorbtie a 7-NAC. Aceasta comportare poate fi pusa pe seama
complexitdtii mecanismului de polimerizare reticulantd, care include reactii intra si
intermoleculare dar si reactii de ciclizare conducand in final la obtinerea de microparticule cu
structuri compacte, suprafete specifice mici si hidrofilie redusa. Cresterea cantitatii de
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reticulant conduce la o rigidizare a retelei polimere prin cresterea numarului de punti de
reticulare avand ca rezultat scaderea capacitatii de adsorbtie a suporturilor macromoleculare.

Evaluarea procesului de adsorbtie a 7-NAC pe cele patru tipuri de microparticule s-a
realizat atat din punct de vedere cinetic cat si a echilibrului de adsorbtie.

VI111.1.3. Studii cinetice de adsorbtie

Mecanismul de adsorbtie a 7-NAC pe microparticulele Gy, G,, C; si C; a putut fi
explicat cu ajutorul a trei modele cinetice: modelul Lagergren (modelul cinetic de ordinul 1),
modelul Ho (modelul cinetic de ordin II) si modelul difuziei intraparticula Weber-Morris.
Interpretarea datelor cinetice s-a realizat pentru Csnac = 1000 mg/L, aceasta fiind
concentratia pentru care s-a determinat cea mai mare cantitate de derivat de cefalosporina
retinutd. Pentru o interpretare ciat mai exactd a datelor experimenale s-a folosit in cazul
modelelor Lagergren si Ho tehnica de regresie neliniara iar pentru modelul Weber-Morris s-a
utilizat tehnica fitarii liniare. Pentru a masura gradul de filtrare a datelor experimentale dupa
modelele teoretice s-au utilizat doua functii statistice de eroare si anume: factorul de corelatie
R? si testul neliniar xz care se calculeaza conform relatiei:

ZZ — Z (q masurat — Ycalculat )2 (17)

Qcalculat
unde Quasurar S1 Qealculat TEprezinta capacitatile de adsorbtie obtinute din datele experimentale si
respectiv cea calculata din datele teoretice ale modelului studiat [334].
S-a constatat cd modelulu Lagergren nu descrie procesul de adsorbtie a 7-NAC.
Modelul cinetic de ordinul Il (Ho) descrie destul de bine datele experimentale.
Cel mai adecvat s-a dovedit modelul Weber-Morris, rezultatele obtinute fiind
prezentate mai jos.

VIII.1.3.3. Modelul difuziei intraparticula Weber-Morris

Pentru a identifica mecanismul specific de adsorbtie s-a utilizat modelul Weber-

Morris care este descris de ecuatia [337]:

G = kg -t/ +C; (20)
unde: kijg reprezinta constanta de viteza corespunzatoare difuziei (mg/g-minm) si Cj este 0
constanta care da informatii despre grosimea stratului limita.

Din reprezentarea grafica g functie de t“2 se poate calcula valoarea constantelor Kig si
Ci ca fiind panta si respectiv interceptul cu ordonata.

Adsorbtia este controlata exclusiv de difuzia intra-particuld atunci cand reprezentarea
grafica a modelului Weber-Morris reprezinti o dreapti ce trece prin origine. In cazul in care
reprezentarea graficd a modelului difuziei intra-particuld prezinta mai multe portiuni liniare
atunci procesul de adsorbtie poate avea doud sau mai multe etape [338].

In Figura 65 este reprezentat modelul Weber-Morris in cazul adsorbtiei 7-NAC pe
microparticulele de tip G si C la temperatura de 313 K.

Asa cum se poate observa, procesul de adsorbtie studiat are trei etape:

(1) adsorbtia rapida pe suprafata adsorbantului sau treapta de adsorbtie instantanee;

(2) adsorbtia treptata unde probabil etapa determinanta de viteza este difuzia intra-particula;
(3) etapa finald de echilibru datorata concentratiei scazute de 7-NAC din faza lichida, precum
si a numarului mai mic de centri activi disponibili.

Valorile parametrilor corespunzatori modelului Weber-Morris §i a factorului de
corelatie R sunt prezentate in Tabelul 27.
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Figura 65. Reprezentarea grafica a modelului Weber-Morris in cazul adsorbtiei 7-NAC pe
microparticulele Gy, G,, C; 51 C;

Valorile Cj; cresc cu cresterea temperaturii, ceea ce indica cresterea grosimii stratului
limita si scaderea transferului de masa extern, adica cresterea transferului de masa intern. De
asemenea, se observa ca valorile Cj, cresc in urmatoarea ordine: C, > C, > G; > G, ceea ce
confirma ca cel mai bun adsorbant este microparticula Cj.

Tabel 27. Valorile parametrilor modelului Weber-Morris in cazul adsorbtiei 7-NAC pe
microparticulele G, G,, C; 51 C;

Cod proba Parametrii modelului Temperatura (K)
Weber-Morris 208 303 313

Ki, (mg/(g-min"") 0,892 0,902 0,919

G, Ci 37,038 48,506 55,714
R 0,995 0,996 0,994

Ki, (mg/(g-min") 1,020 1,049 1,118

G, Ci 31,733 38,886 50,064
R? 0,993 0,995 0,995

Ki, (mg/(g-min""®) 0,670 0,685 0,806

C, Ci 51,146 66,776 85,090
R? 0,994 0,994 0,993

Ki, (mg/(g-min""%) 0,830 0,845 0,921

C, Ci 43,020 52,907 66,196
R? 0,993 0,993 0,994

Pe baza acestor rezultate se poate concluziona ca difuzia intra-particuld nu este
singurul proces care influenteaza viteza de adsorbtie.

Stiind ca mecanismul de adsorbtie a diferitilor adsorbati poate fi explicat fie de
difuzia prin film fie de difuzia prin pori, atunci pentru a evalua mecanismul de difuzie s-a
aplicat un model bazat pe legea lui Fick [339]. Mecanismul de difuzie prin film poate fi
exprimat prin urmatoarea ecuatie:

In(1-F)= |n(%)—(%}ﬂ2 t 1)

0
unde Ds este coeficientul de difuzie prin film (cm?™), F este raportul dintre cantitatea de
derivat de cefalosporina la momentul t si cantitatea de derivat de cefalosporina la echilibru

(F = q—t), I'o raza microparticulelor cu geometrie sferica [ro (G1) = 158 um, ro (G2) = 121,5
e

um, ro (C1) = 68 um, rp (C) = 62 um]. Valoarea coeficientului de difuzie prin film s-a
determinat din panta (P;) a reprezentarii liniare In(1-F) functie de t.
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Dy = (22)
V4
Mecanismul de difuzie prin pori este exprimat de ecuatia liniara:
12
6( D,-t
F=—|-
- [ p (23)

unde Dp este coeficientul de difuzie prin pori (cm’™) si se obtine din panta (Pj) a

reprezentdrii liniare F functie de t2 conform relatiei:
P2rr?
D, =——> 24

In Tabelul 28 sunt prezentate valorile Ds si Dp ale microparticulelor poroase la cele
trei temperaturi: 298K, 303K si 313K.
Tabel 28. Valorile coeficientilor de difuzie Ds si Dp

Temperatura (K)
Cod proba Coeficientii de difuzie
298 303 313
Ds x 107 (cm%™) 1,438 1,459 1,491
G, Dp x 10 (cm®’s™) 1,296 1,564 1,819
Ds x 107 (cm%™) 0,808 0,837 0,853
G, Dp x 10 (cm®’s™) 1,068 1,245 1,302
Ds x 107 (cm%™) 0,416 0,473 0,488
C, Dp x 10" (cm?’s™) 0,255 0,357 0,451
Ds x 107 (cm%™) 0,289 0,303 0,314
C, Dp x 10" (cm®s™) 0,229 0,294 0,352

Atunci cand difuzia prin film este procesul ce influenteaza viteza, coeficientul de
difuzie Dy are valori cuprinse in intervalul 10°-10® cm?s™ [340]. Daca difuzia prin pori este
procesul care influneteaza viteza de adsorbtie atunci valorile coeficientului de difuzie D, sunt
cuprinse in intervalul 1010 ecm?s™ [341]. In acest studiu, analiza datelor experimentale
arata ca valorile coeficientilor de difuzie prin film si prin pori sunt de ordinul 10 si respectiv
10" cm?™, ceea ce indicdi cd adsorbia derivatului de cefalosporina  7-NAC pe
microparticulele G;, Gy, C; si C; a fost controlata atat de mecanismul difuziei prin film cat si
a difuziei prin pori. De asemenea, se observa ca valorile coeficientilor Ds si Dp cresc cu
cresterea temperaturii i a razei microparticulelor sferice.

VI111.1.4. 1zotermele de adsorbtie

Cunoasterea modului de interactiune dintre un adsorbat (faza lichidd) si un adsorbant
(faza solidd) este cruciald pentru evaluarea si obtinerea unui sistem eficient. Pentru descrierea
caracteristicilor echilibrului de adsorptie a 7-NAC pe microparticulele de tip G si C s-au
utilizat patru izoterme cu doi parametri (Langmuir, Freundlich, Temkin si Dubinin-
Radushkevich) si patru izoterme cu trei parametri (Sips, Redlich-Peterson, Khan si Toth).
Dintre acestea, izoterma Langmuir descrie cel mai bine procesul, in cele ce urmeaza
discutandu-se doar acestea.

VII1.1.4.1.1. Izoterma Langmuir

Izoterma Langmuir este utilizatd in mod frecvent pentru a descrie procesul de
adsorbtie pe diferiti adsorbanti [342, 343]. Acest model porneste de la ipoteza ca adsorbtia
are loc in monostrat la un numar finit de centre specifice de adsorbtie. Izoterma Langmuir
este descrisa de ecuatia:
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_ quLCe
d=1,K.C

L>e
unde: ge reprezinta cantitatea de 7-NAC sorbit la echilibru (mg/g); qm reprezintd cantitatea
maxima adsorbitd (mg/g); Ce este concentratia de 7-NAC in solutie la echilibru iar K este
constanta Langmuir (L/g) care reflecti afinitatea dintre adsorbat si adsorbant. In anul 1974,
Weber si Chakrovot [344] au introdus constanta de echilibru R pentru a pune in evidenta
dacad un anumit sistem de adsorbtie este “favorabil sau nefavorabil”. Constanta R se poate
calcula conform relatiei:

R

(25)

3 1
C1+K, -G,
unde Cy este concentratia initiald. Adsorbtia este considerata favorabild in cazul in care
valoarea R\ este cuprinsa in intervalul 0 si 1 (0 < R_.<1). Pentru valori R.>1 adsorbtia este
nefavorabila, cand R =0 adsorbtia este ireversibila iar dacd R =1 atunci adsorbtia este
liniara.

In Figura 66 sunt reprezentate grafic fitarile neliniare ale izotermei Langmuir in cazul
adsorbtiei derivatului de cefalosporina pe microparticulele G1, G2, C; si Ca.
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Figura 66. Izotermele de adsorbtie Langmuir pentru microparticulele G1, G, Cy, si C;

Valorile parametrilor izotermei Langmuir pentru toate cele trei temperaturi studiate, a
factorului de corelatie R? si a testului neliniar Xz sunt prezentate In Tabelul 28. Toate valorile
R prezentate in Tabelul 28 au fost calculate pentru solutiile de 7-NAC cuprinse in intervalul
de concentratie 50 — 1000 mg/L.

Din analiza parametrilor izotermei Langmuir se pot trage urmatoarele conluzii:

» valorile cantitatii maxime adsorbite, n determinate utilizind modelul Langmuir sunt
apropiate de valorile experimentale prezentate in Tabelul 28;

» capacitatea de saturatie creste cu cresterea temperaturii, ceea ce reflectd o mai buna
accesibilitate la centrii de adsorbtie de pe suprafata microparticulelor;

> valoarea cea mai mare a constantei Langmuir, K_ s-a obtinut in cazul
microparticulelor C;, ceea ce demonstreaza o capacitate mai mare de adsorbtie a
derivatului de cefalosporind comparativ cu celelalte microparticule;

» valorile K cresc cu cresterea temperaturii indicand o eficientd mai mare a adsorbtiei
derivatului de cefalosporind la temperaturi mai ridicate;

» 1in cadrul celor doua seturi de microparticule G; si C; respectiv G, si C, valorile K.
scad cu cresterea diametrului microparticulei [Dy (G1) = 316 um, Dp (C1) = 136 pm, Dp
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(G2) =243 um, Dp (Cy) = 124 pum], sugerand ca microparticulele cu dimensiuni mici tind
sd aiba o capacitate mai mare pentru adsorbtia derivatului de cefalosporina.
Tabel 28. Valorile parametrilor izotermei Langmuir in cazul adsorbtiei 7-NAC pe
microparticulele G;, G, C;5i C;

Parametrii modelului
4Cod proba Langmuir Temperatura (K)
298 303 313
0m (Mg/g) 64,956 76,669 82,653
K. x 10° (L/mg) 3,844 4,310 5,117
G, R. 0,025-0,342 0,023-0,317 0,019-0,281
R’ 0,996 0,999 0,999
Y 0,564 0,155 0,025
Om (Mg/g) 62,814 71,803 80,054
K. x 10° (L/mg) 3,491 3,886 4,565
G, R. 0,028-0,364 0,025-0,340 0,021-0,305
R 0,996 0,999 0,998
xz 0,751 0,072 0,244
Om (Mg/g) 76,138 89,263 106,325
K, x 10° (L/mg) 4,361 4,986 6,026
(o R, 0,022-0,314 0,020-0,286 0,016-0,249
R® 0,999 0,999 0,999
Y 0,126 0,063 0,158
0m (Mg/g) 70,035 80,832 91,216
K, x 10° (L/mg) 3,955 4,406 5,318
C, R, 0,025-0,336 0,022-0,312 0,018-0,273
R® 0,999 0,999 0,998
x 0,127 0,106 0,348

> valorile R calculate la 298, 303 si 313K pentru toate concentratiile solutiei de 7-NAC
au fost cuprinse intre 0 si 1, ceea ce indica faptul ca procesul de adsorbtie este favorabil in
conditiile de lucru studiate;

» pentu fiecare tip de microparticulda valoarea R, scade cu cresterea temperaturii,
sugerand o crestere a afinitatii intre 7-NAC si microparticule la temperaturi ridicate;

» valorile mari obtinute pentru factorul de corelatie (0,996-0,999) si valorile mici pentru
% (0,025-0,751) aratd ca modelul Langmuir descrie destul de bine adsorbtia derivatului
de cefalosporina 7-NAC pe microparticulele G1, G, C; si Co.

VI11.1.5. Determinarea parametrilor termodinamici

Pentru a descrie comportamentul termodinamic al sistemelor studiate au fost calculati
parametrii termodinamic: energia libera Gibs (4G), variatiile de entalpie (4H) si entropie
(4S).

Valorile AH si AS s-au calculat din ecuatia Van’t Hoff:

AS  AH
unde K este constanta de echilibru, care poate fi obtinuta din izotermele Langmuir pentru
diferite temperaturi [354].

Reprezentarea liniard a ecuatiei Van’t Hoff este prezentata in Figura 73.

In Tabelul 36 sunt prezentate valorile AH, AS obtinute din panta si interceptul cu
ordonata a reprezentarii liniare a ecuatiei Van’t Hoff precum si valorile AG calculate conform
ecuatiei termodinamice:

AG = AH —TA4S (36)
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Figura 73. Reprezentarea grafica a InK in functie de 1/T in vederea estimarii parametrilor
termodinamici in cazul adsorbtiei 7-NAC pe microparticulele G;, G, C; si Co.

Tabel 36. Parametrii termodinamici pentru adsorbtia 7-NAC pe microparticulele G, G, C;
si C, la diferite temperaturi

Cod AH AS AG (kJ/mol) R®
proba (kJ/mol) (J/mol) 298 K 303 K 313 K

G, 14,623 79,466 -9,058 -9,455 -10,250 0,998

G, 13,713 75,607 -8,818 -9,196 -9,952 0,997

C, 16,484 86,782 -9,377 -9,811 -10,679 0,999

C, 15,246 81,758 -9,118 -9,526 -10,344 0,998

Se observa ca valorile AH cuprinse intre 13,713- 16,484 kJ/mol si respectiv valorile
AG cuprinse iIntre -10,679 si — 8,818 kJ/mol indica faptul cd interactiunile dintre
microparticulele G1, G, C; si C; si derivatul de cefalosporina sunt de natura fizica.

Valorile negative ale lui AG arata ca procesul de adsorbtic a 7-NAC pe
microparticulelor G;, G, C; si C; la toate temperaturile este spontan si favorabil din punct de
vedere termodinamic. De asemenea, valorile negative ale lui 4G descresc cu cresterea
temperaturii ceea ce demonstreaza ca adsorbtia derivatului de cefalosporina este favorabila la
temperaturi mai ridicate. Valorile pozitive ale lui 4H indica ca procesul de adsorbtie studiat
este endotermic. Afinitatea microparticulelor G;, G,, C; si C, pentru derivatul de
cefalosporina este reflectata de valoarea pozitiva a lui 4S. Valorile pozitive ale lui A4S reflecta
de asemenea o redistribuire a energie intre adsorbant si 7-NAC. Deoarece 4H > 0 si 4S > 0
adsorbtia are loc spontan la toate temperaturile.

VII1.1.6. Energia de activare

Informatii cu privire la natura procesului de adsorbtie care poate fi fizica sau chimica
se pot obtine calculand energia de activare (E,). Se stie din datele de literaturd ca in cazul
cand procesul de adsorbtie este un proces de naturd fizica atunci energia de activare este mica
(5-40 kJ/mol) in timp ce in cazul cand procesul de adsorbtie este un proces chimic, energia de
activare are valori mai ridicate (40-800 kJ/mol) [356].
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Energia de activare se calculeaza utilizand forma liniard a ecuatiei lui Arrhenius
[357]:
Ink —InA—E (38)
2 RT
Din reprezentarea liniara Ink; functie de 1/T (Figura 74) s-au obtinut valorile pentru E; si A ca
fiind panta si respectiv interceptul cu ordonata, valori ce sunt prezentate in Tabelul 37.

1IT (1/K)
0.00320  0.00324 _ 0.00328 _ 0.00332 _ 0.00336

Ink,

Figura 74. Reprezentarea grafica Ink; functie de 1/T pentru determinarea energiei de activare
in cazul adsorbtiei 7-NAC pe microparticulele Gi, G, C; 51 C;

Tabel 37. Valorile E, si A calculati conform ecuatiei lui Arrhenius

G1 G2 C1 CZ
Ea (kJ/mol) 16,854 16,454 19,629 17,621
A 0,234 0,162 0,950 0,393

Din Tabelul 37 se observa ca valorile energiei de activare sunt cuprinse in intervalul
16,454 - 19,629 kJ/mol ceea ce confirmd cd procesul de adsorbtie a derivatului de
cefalosporina 7-NAC pe microparticulele Gi, G, C; si C; este de natura fizica. De asemenea,
valoarea pozitivda a energiei de activare sugereaza ca cresterea temperaturii favorizeaza
adsorbtia derivatului de cefalosporind si deci acest proces este de naturd endoterma. Atat

valorile pentru energia de activare cat si pentru factorul pre-exponential cresc in ordinea: G;
<Gi<Cr<(Cy.

VIIIL.2. Studii de eliberare a derivatului de cefalosporina 7-NAC din microparticule
poroase
Pentru studiile de eliberare au fost selectate sistemele polimer-principiu biologic activ pe
baza de microparticule G; si C;, deoarece acestea au manifestat cea mai mare capacitate de
adsorbtie a 7-NAC.

Studiile de eliberare a derivatului de cefalosporina 7-NAC din sistemele 7-NAC:G; si
7-NAC:C; au fost realizate atat la un pH de 1,2 cat si la un pH de 7,4 iar in Figura 75 sunt
ilustrate curbele de eliberare a principiului biologic activ.
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Figura 75. Curbele de eliberare a 7-NAC din microparticulele G;si C;lapH =1,2 si pH =
7,4

Din reprezentarea grafica se observa ca eliberarea 7-NAC din microparticulele G; are
loc in doua trepte. Prima treapta, care are loc cu o viteza mai mare poate fi atribuita eliberarii
derivatului de cefalosporina de pe suprafata microparticulelor. A doua treaptad caracterizata de
o viteza mai mica de eliberare a 7-NAC este atribuitd umflarii retelei polimerice si difuziei
simultane a cefalosporinei din porii microparticulelor. De asemenea, se observa ca procesul
de eliberare din microparticulele G; este foarte putin afectat de pH-ul mediului de eliberare.

In cazul microparticulelor C;, eliberarea este mai rapidi in solutia tampon ce
simuleaza sucul gastric decat in solutia tampon fosfat, acest fenomen fiind explicat prin faptul
ca la pH = 1,2 microparticulele C; prezintd un grad de umflare mai mare decat in pH = 7,4
probabil datorita prezentei chitosanului in structura acestora.

Interpretarea cineticii de eliberare a derivatului de cefalosporind din microparticulele
Gi 51 C; s-a realizat utilizdnd trei modele matematice (Higuchi, Korsmeyer-Peppas si Baker-
Lonsdale). Modelul Higuchi, conceput initial pentru sisteme plane si apoi extins pentru
sisteme cu diferite geometrii si structuri poroase [359], descrie destul de bine procesul de
eliberare.

Din considerente de spatiu insd, in cele ce urmeazd va fi discutat doar modelul
Korsemeyr-Peppas, care pe langd faptul cd s-a dovedit cel mai adecvat, permite si obtinerea
unor informatii suplimentare.

VI111.2.2. Modelul Korsmeyer-Peppas
In 1983 Korsmeyer si colaboratorii sdi [360] au propus o relatie matematica ce poate
fi utilizata la eliberarea medicamentelor din sisteme polimere:

M,
M

0

=k t"  (40)

unde, M%/l este procentul de medicament eliberat la timpul t; k; reprezinta constanta

caracteristica a interactiunii medicament-polimer si n este exponentul difuzional caracteristic
mecanismului de eliberare.

Modelul este completat ulterior de Peppas, devenind modelul de studiu cinetic de
eliberare cel mai utilizat in prezent.
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Valoarea lui n se utilizeazi pentru a caracteriza mecanismul de eliberare. In cazul
microparticulelor valorile parametrului n sunt prezentate in Tabelul 38.
Tabel 38. Interpretarea mecanismelor de eliberare in cazul microparticulelor

n Mecanismul de eliberare
0,43 mecanism de difuzie de tip Fick
0,43<n<0,85 mecanism de difuzie anormala sau non-Fickiana
n> 0,85 mecanismul de eliberare este controlat de fenomenul de relaxare a
lanturilor polimere

Curbele cineticii de eliberare utilizdnd modelul Korsmeyer-Peppas sunt prezentate in
Figura 77.

m G, pH=1,2
e G,pH=74

C,pH=12
o C,pH=T74

In(M/M_)

Figura 77. Cinetica de eliberare a 7-NAC din microparticulelor G; si C; utilizand modelul
Korsmeyer-Peppas

Valorile parametrilor cinetici calculati utilizind cele trei modele matematice in cazul
procesului de eliberare a 7-NAC din microparticulele G; si C; sunt prezentate in Tabelul 39.
Tabel 39. Parametrii cinetici ai procesului de eliberare a 7-NAC din microparticulele Gy si

Ci
Model Higuchi Model Korsmeyer-Peppas
Cod probi ky (h%) R’ k. (min™) n R
G,pH=1.2 4,32 0,979 0,0408 0,601 0,974
G, pH=74 4,28 0,986 0,0280 0,657 0,975
C,pH=12 3,51 0,977 0,0161 0,745 0,988
C,pH=74 3,21 0,85 0,0110 0,787 0,994

Analizand valorile parametrilor cinetici ale proceselor de eliberare pentru derivatul de
cefalosporina prezentate in Tabelul 17 se pot trage urmatoarele concluzii:

(1) viteza de eliberare a 7-NAC din microparticulele C; este mai micd decat cea
corespunzatoare microparticulelor Gi, sugerdnd faptul ca in cazul sistemului 7-
NAC:C; apar interactiuni mult mai puternice intre cei doi parteneri. Acestea s-ar
putea datora prezentei chitosanului care are in structura sa grupari aminice capabile sa
formeze legaturi ionice cu grupele carboxilat ce provin de la 7-NAC;

(2) datorita faptului ca valorile exponentului difuzional, n, din ecuatia Korsmeyer-Peppas
sunt cuprinse intre 0,601-0,787 se poate afirma ca mecanismul de eliberare este unul
complex fiind caracteristic unei difuzii anormale sau non-Fickiand, sugerand ca
transportul 7-NAC este controlat atat de difuzie cat si de procesul de umflare.
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CONCLUZII

Cercetarile abordate in cadrul tezei de doctorat cuprind doud directii distincte:
principalele etape care intervin in sinteza noilor derivati indazolici cu activitate biologica cat
mai specifica si administrarea lor in noi formuléri polimere ce diminueaza riscul unor efecte
secundare nedorite si asigura eliberarea sustinuta a principiului biologic activ.

Se deduc urmatoarele:

1. S-a realizat un studiu de literaturd asupra consecintelor maladiei parodontale,
evidentierea principalelor tendinte de cercetare in clasa derivatilor indazolici si in domeniul
nanoparticulelor polimere.

2. S-a preparat esterul etilic al acidului 5-nitroindazol-1-il-formic folosind ca reactanti
sarea de sodiu a 5-nitroindazolului si cloroformiatul de etil, in solutie etanolica. Calea
abordata a permis ca produsul finit sd se obtind Intr-un timp de contact scurt si cu randament
avantajos.

3. S-a sintetizat 5-nitro-1H-indazol-1-carbohidrazida prin reactia dintre N-
etilcarboxilat-5-nitroindazol si hidrat de hidrazind in solutie etanolica, la temperatura
camerei. Produsul s-a obtinut cu randament superior si puritate ridicata.

4. S-a preparat o serie de patru noi hidrazidone prin reactia de condensare a 5-nitro-
1H-indazol-1-carbohidrazidei cu diverse aldehide aromatice nesubstituite sau substituite,
pentru a putea evalua comparativ, influenta grupelor substituente asupra activitatii
antifungice a 5-nitro-N'-ariliden-1H-indazol-1-carbohidrazidelor sintetizate.

5. Folosind un model matematic 3% factorial s-a optimizat reactia de sinteza a
hidrazidonelor derivate de la 5-nitro-1H-indazol-1-carbohidrazida.

6. Hidrazidonele au fost ciclizate la 5-nitro-N-(4-oxo-2-ariltiazolidin-3-il)-1H-
indazol-1-carboxamide, sub actiunea acidului tioglicolic, in dioxan anhidru si in prezenta
clorurii de zinc anhidre drept agent deshidratant. Grupele substituente (-NO, si —OH) ale
nucleului fenilic din pozitia 3 sunt considerate factori cu rol determinant in activitatea
antibacteriand a tiazolidinelor sintetizate.

7. Prin condensarea sarii de sodiu a 5-nitroindazolului cu sulfoclorurile esterilor
metilici ai acizilor fenoxiacetici-R-substituiti in prezenta acetonei, au fost obtinuti 4 noi esteri
metilici ai acizilor 4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-R-fenoxiacetici, cu potentiald actiune
antimicrobiana.

8. Folosind acidul 5-nitroindazol-1-il-acetic drept agent acilant al acidului 7-
aminodezacetoxicefalosporanic, prin metoda anhidridelor mixte — partenerul activant fiind
clorura de pivaloil — s-a preparat o cefalosporind semisintetica noud, cu efect antibacterian
apropiat de al cefalexinei.

9. Produsii sintetizati au fost caracterizati prin analiza elementala (C, H, N, Cl, S) si
spectrald (FT-IR, *H-RMN).

10. Compusilor sintetizati (1-XV) li s-a determinat gradul de toxicitate, rezultand
valori care 1i recomanda screening-ului de laborator.

11. Lucrarea contine cdile de investigare a actiunii biologice presupuse pentru unii
dintre compusii sintetizati.

a) S-a studiat activitatea antifungica a  5-nitro-N'-ariliden-1H-indazol-1-
carbohidrazidelor (I11-VI1), constatandu-se cd cei mai sensibili germeni test au fost
Trichophyton S.P. si Fusarium S.P.

b) Au fost testati, din punct de vedere al activitdtii antimicrobiene, un numar de 9
compusi cum sunt: 5-nitro-N-(4-oxo-2-ariltiazolidin-3-il)-1H-indazol-1-carboxamidele (V11-
X), esterii metilici ai acizilor 4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-R-fenoxiacetici (XI-XIV)
comparativ cu kanamicina si 7-(5-nitroindazol-1'-acetamidil)-cefalosporina sodica (XV),
comparativ cu cefalexina.
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In cazul compusilor (VI1-X) mai sensibile s-au dovedit susele microbiene Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Salmonela enteritidis, in timp ce produsii (XI-XIV) sunt activi fata
de Staphylococcus aureus si Escherichia coli. Pentru ambele serii de compusi consideram ca
activitatea antimicrobiand este influentatd de natura si pozitia substituentilor existenti in
nucleul fenilic din structurile tiazolidinelor (VI11-X), respectiv din restul fenoxiacetic al
sulfonelor (XI-XI1V).

Cefalosporina semisintetica (XV) prezintd efect antimicrobian semnificativ asupra
tulpinii Streptococcus pneumoniae, activitate sustinutd de prezenta restului de acid 5-
nitroindazol-1-il-acetic drept catena laterala a acidului 7-aminodezacetoxicefalosporanic.

c) Rezultatele testarilor substantelor biologic active (111-XV) sunt foarte promititoare
si ele prezinta interes terapeutic.

12. In cursul cercetarilor au fost sintetizati si caracterizati 15 derivati indazolici
nedescrisi in literatura.

a — Esterul etilic al acidului5-nitroindazol-1-il-formic (1)

b — 5-Nitro-1H-indazol-1-carbohidrazida (11)

¢ — 5-Nitro-N'-benziliden-1H-indazol-1-carbohidrazida (111)

d — 5-Nitro-N'-(2-nitrobenziliden)-1H-indazol-1-carbohidrazida (1V)

e — 5-Nitro-N'-(4-nitrobenziliden)-1H-indazol-1-carbohidrazida (V)

f— 5-Nitro-N'-(2-hidroxibenziliden)-1H-indazol-1-carbohidrazida (V1)

g — 5-Nitro-N-(4-oxo-2-feniltiazolidin-3-il)-1H-indazol-1-carboxamida (V1)

h  —  5-Nitro-N-[4-ox0-2-(0o-nitrofeniltiazolidin)-3-il]-1H-indazol-1-carboxamida
(Vi)

I — 5-Nitro-N-[4-ox0-2-(p-nitrofeniltiazolidin)-3-il]-1H-indazol-1-carboxamida (1X)

j — 5-Nitro-N-[4-0x0-2-(0-hidroxifeniltiazolidin)-3-il]-1H-indazol-1-carboxamida (X)

k — Esterul metilic al acidului 4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-fenoxiacetic (XI)

| — Esterul metilic al acidului 2-cloro-4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-fenoxiacetic

(X11)

m — Esterul metilic al acidului 2-metil-4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-fenoxiacetic
(X111)

n — Esterul metilic al acidului 2-metoxi-4-(5'-nitroindazol-1'-il-sulfonil)-fenoxiacetic
(XIV)

0 — 7-(5'-Nitroindazol-1'-il-acetamidil)-cefalosporina sodata (XV).

13. Au fost obtinute si caracterizate doud categorii de nanocapsule pe bazd de polimer
sintetic (Eudragit) respectiv de complex interpolimeric (Eudragit/alginat), morfologia celor
din urma fiind de tip miez/manta.

14. Diametrul particulelor sintetizate este de ordin submicronic, respectiv 121 nm
pentru primul tip de nanocapsule, 155 nm pentru cele de tip miez/manta si usor mai ridicat
(158 nm) pentru nanocapsulele de al doilea tip incarcate cu noile principii active sintetizate;
polidispersitatea dimensionala a nanocapsulelor este foarte ingusta.

15. Suspensiile apoase de nanocapsule prezinta foarte buna stabilitate atestatd de
valorile ridicate ale potentialulul zeta (52 mV) pentru primul tip, respectiv -45,4 mV (pentru
cel de al doilea).

16. Nanocapsulele de amble tipuri prezinta eficacitate ridicatd de incarcare a
principiilor biologic active de tip tiazolidone, in toate cazurile de peste 90 %, usor mai
ridicata pentru nanocapsulele pe baza doar de polimer sintetic.

17. Eliberarea tiazolidonelor din nanocapsule decurge cu un “burst effect” in primele
3 ore ale procesului, dupd care acesta evolueaza conform unei cinetici, practic de ordin
“zero”.

18. Eficacitatea eliberarii principiilor active incapsulate este de aproximativ 95 %
pentru ambele tipuri de nanocapsule, diferind durata dupa care se atinge aceasta valoare.
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19. Complexul polielectrolitic format intre nanocapsulele pe baza de Eudragit cu
cationi in suprafata si alginatul anionic determina o eliberare mai lentd si intr-un timp mai
indelungat a principiilor active inglobate, explicabild prin bariera suplimentard indusa de
mantaua de complex 1n procesul de transport al medicamentului.

20. Dimensiunea redusd a nanopurtitorilor de principii active face posibila
administrarea lor sub forma de suspensii in lichide fiziologice prin injectare direct la locul
afectiunii, avantajul fatd de administrarea directd a principiului activ fiind eliberarea
indelungata si asigurarea unei concentratii locale constante.

21. Au fost obtinute si caracterizate doud categorii de microparticule poroase pe baza
de comonomeri acrilici (glicidil metacrilat si oligomeri de etilenglicol dimetacrilat) respectiv
comonomeri acrilici si chitosan, prin copolimerizare reticulanta in suspensie.

22. Microparticulele obtinute au capacitatea diferita de retinere a apei, mai ridicatd In
cazul celor acoperite cu polizaharid, determinatd pe de o parte de hidrofilia acestuia, cat si de
suprafata lor specifica mai mare, practic dubla fata de cele neacoperite cu chitosan.

23. Microparticulele prezintd capacitate ridicatd de adsorbtie a derivatului de
cefalosporind (7-NAC) sintetizat, solubil in apd, care creste cu cresterea temperaturii, cu
cresterea concentratiei principiului activ din solutia in care sunt suspendate particulele,
respectiv cu scaderea diametrului lor.

24. Cresterea cantitatii de reticulant (EGDMA, DEGDMA si TEGDMA) si natura
chimica a reticulantului (in sensul modificarii numarului de unitati de etilen glicol) determina
o scadere a capacitatii de adsorbtie a 7-NAC, determinata de rigidizarea retelei polimerice
consecinta a cresterii densitatii de reticulare.

25. Mecanismul de adsorbtie a 7-NAC pe microparticulele poroase sintetizate,
explicat cu ajutorul a trei modele cinetice, probeaza faptul ca cel mai adecvat este modelul
Weber-Morris.

26. Descrierea caracteristicilor de adsorbtie a 7-NAC pe toate tipurile de particule
poroase sintetizate, facuta pe baza izotermelor de adsorbtie cu doi, respectiv 3 parametri,
probeaza ca izotermele Langmuir fiteazd cel mai bine rezultatele experimentale, ca acesta
este cel mai adecvat.

27. Valorile pozitive ale AH pentru procesul de adsorbtie indica faptul ca acesta este
endoterm; valorile pozitive ale A4S argumenteaza afinitatea microparticulelor pentru 7-NAC;
valorile negative ale lui 4G arata ca procesul de adsorbtie a 7-NAC pe toate microparticulele
si la toate temperaturile este spontan si favorabil din punct de vedere termodinamic.

28. Valorile energiei de activare sunt reduse (in intervalul 16,454 - 19,629 kJ/mol)
argumentand faptul ca procesul de adsorbtie a 7-NAC pe microparticule este de natura fizica,
neimplicand deci interactii chimice.

29. Eliberarea 7-NAC din particule decurge cu un “burst effect” in primele doua ore
ale procesului, dupa care profilul cinetic este practic liniar, de ordin “zero”, cel putin pana la
durata de 8 ore, dar cu tendinta de a continua in acelasi mod péana la eliberarea totala a
principiului activ.

30. Viteza de eliberare a 7-NAC din microparticulele acoperite cu chitosan este mai
lentd, sugerand interactii mai puternice Intre parteneri; acestea ar putea fi de naturad
electrostaticd, datorate prezentei polizaharidului ale cdrui grupari aminice sunt capabile sa
interactioneze ionic cu grupele carboxilat din 7-NAC.

31. Mecanismul de eliberare a 7-NAC din particulele poroase este complex, fiind
caracteristic unei difuzii anormale sau non-Fickiene, sugerand ca transportul 7-NAC este
controlat atat de difuzie cat si de procesul de umflare.

32. Prin caracteristicle lor fizico-chimice si morfologice, prin capacitatea lor de a
elibera sustinut 7-NAC (concluzia putand fi extinsa si la alte principii active hidrosolubile) pe
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o durata relativ mare, microparticulele poroase obtinute sunt candidati potentiali la utilizarea
in tratarea bolii parodontale, dupa efectuarea unui screening de laborator detaliat.

Perspective

Cercetarile efectuate In cadrul prezentei teze de doctorat se impun a fi continuate,
deschizand mai multe perspective.

1. Utilizarea nanocapsulelor pe baza de polimer sintetic (Eudragit), respectiv complex
interpolimeric (Eudragit/alginat), ca nanotransportator al 7-NAC.

2. Efectuarea de studii in vivo cu respectarea normelor de eticd deontologica pe
animale de experienta, respectiv pe voluntari umani.

3. Realizarea unui dispozitiv de tip “gutiera transportor”’(GT), avand un design simplu
prevazut cu rezervoare 1n care se poate stoca o cantitate binecunoscutd de suspensie de
microparticule poroase (ce nu pot fi administrate prin injectare), continand la randul lor o
cantitate exact dozata de 7-NAC.

Dispozitivul este prezentat in figura de mai jos.

Figura: GT (gutiera transportor)

Faptul dovedit ca principiul activ este eliberat sustinut pe un interval de minimum 8
ore, face posibild purtarea dispozitivului de cétre pacientul uman pe timpul noptii, cand nu
produce disconfort, putand fi indepartat usor prin dezinserare pe timpul zilei. Devine posibila
astfel reincarcarea cu microparticule purtatoare de principiu activ si reutilizarea dispozitivului
in noaptea urmdtoare prin repozitionare pe dintii afectati de boala parodontald, procesul
putand fi repetat pand la obtinerea efectului dorit. Solicitarea acestora va fi doar prin actiunea
mecanica a GT, fiind de asemenea pasiva datoritd materialului nesolicitant din care este
confectionata.

Scopul mentinerii in cavitatea orald a dispozitivului este acela de a constitui un suport
suport pentru substanta activad cu efect asupra tesuturilor de sustinere afectate, avand drept rol
de a tatona zona afectata prin efectul trigger al 7-NAC. Aplicarea, detasarea de pe unitatile
odontoparodontale si indepartarea se face cu usurintd, manevrele putind fiind efectuate in
fata oglinzii, ca reper pentru stabilitate si mentinere.
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