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INTRODUCERE

Oamenii si medicina sunt inseparabili din cele mai vechi timpuri. Cu toate ca formele
fizice ale medicamentelor nu s-au schimbat radical, atitudinea oamenilor fata de medicamente
s-a schimbat odata cu trecerea timpului. Asfel, au fost dezvoltate si sunt in curs de dezvoltare
noi sisteme cu eliberare controlatd de medicamente, pentru a depasi limitarea impusa de
sistemele conventionale. Astdzi, aproximativ saizeci de milioane de pacienti beneficiaza de
sisteme avansate de eliberare de medicamente, primind doze mai sigure si mai eficiente de
medicamente de care au nevoie, pentru a lupta impotriva unei varietati de afectiuni, inclusiv
impotriva acelora ce ameninta viata.

In ciuda utilizarii la scard larga a antibioticelor infectiile microbiene reprezinta unele
din cauzele principale de spitalizare si mortalitate. Esecul clinic al terapiei cu antibiotice este
rezistentei microorganismelor la antibiotice.

Studiile Tintreprinse in cadrul acestei teze au ca scop optimizarea proprietatilor
terapeutice ale unor antibiotice (neomicina si nistatind), faicindu-le mult mai eficiente si nu in
ultimul rand cat mai putin toxice pentru organism.

Cunoscuta fiind utilizarea lor cu succes la fabricarea sitemelor cu eliberare controlata
de medicamente, In cercetarea efectuatd s-a optat pentru alegerea hidrogelurilor, datorita
proprietatilor versatile si unice ale acestora. Hidrogelurile, retele polimerice, hidrofile,
tridimensionale, se caracterizeaza prin porozitate, deformabilitate, biocompatibilitate,
biodegradabilitate si implica o gama larga de constituienti, metode flexibile de sinteza,
obtinerea caracteristicilor fizice dorite si 0 varietate de forme fizice (tablete, microparticule,
nanoparticule si filme).

Prezenta lucrare propune si realizeaza, obtinerea si caracterizarea unor sisteme cu
eliberare controlatd pe baza de hidrogeluri si antibiotice care au ca Scop prevenirea
eventualelor infectii de la nivelul pielii si tractului gastro-intestinal.

Teza de doctorat intitulata Noi sisteme polimer-principii active cu eliberare
controlata este structuratd in doud parti principale ce cuprind sapte capitole. Prima parte -
Consideratii teoretice - reprezintd un studiu de literaturd privind sistemele cu eliberare
controlata de medicamente si polimerii utilizati in obtinerea acestora. Partea a Il-a - Partea
experimentala. Contributii personale - cuprinde contributiile privind sinteza si caracterizarea
suporturilor polimerice dar si a sistemelor polimer-medicament. Lucrarea se extinde pe 153
pagini si cuprinde 23 tabele, 58 figuri, 25 ecuatii si 180 referinte bibliografice.

Capitolul I prezintad un studiu detaliat de literatura cu informatii generale despre
sistemele cu eliberare controlata de medicamente, diferitele cai utilizate pentru administrarea
acestora, mecanismele care descriu eliberarea medicamentelor Tncorporate in suporturile
polimerice si modelele matematice aplicate care folosesc matematica In mod descriptiv si
care pot oferi informatii generale in legdtura cu profilul de eliberare al diferitelor principii
active. De asemenea, prezinta avantajele utilizarii hidrogelurilor in proiectarea acestor

sisteme cat si factorii determinanti in eliberarea controlatd a medicamentelor din matrici
hidrofile.



In capitolul 11 sunt prezentate structura si proprietitile polimerilor utilizati n
obtinerea sistemelor cu eliberare controlatd de medicamente. De asemenea, este facuta o
prezentare succintd a unor sisteme polimer-medicament obtinute pe bazd de complecsi
polimerici similari, cu cei utilizati in lucrarea de fata.

Capitolul 111 este dedicat partii experimentale in care sunt specificate materialele
utilizate si metodologia de caracterizare a suporturilor polimerice si a sistemelor polimer-
medicament obtinute.

Capitolul 1V cuprinde prepararea filmelor pe baza de chitosan, poli (alcool vinilic) si
neomicind, influenta proportiei intre polimeri si a adaosului de medicament asupra
proprietatilor fizico-chimice (analiza structurald, analiza termica, morfologie, hidrofilie),
mecanice si biologice (activitate antibacteriana). La fel ca si filmele sintetizate in capitolul
urmator, acestea sunt recomandate ca pansamente cu rol in protectia si vindecarea ranilor.

Capitolul V descrie obtinerea filmelor pe baza de chitosan, poli (alcool vinilic),
neomicini sau/si nistatind utilizand plastifiantii glicerol si polietilenglicol 400. In cadrul
acestui capitol s-a investigat influenta introducerii celui de-al doilea medicament, asupra
morfologiei, hidrofiliei, proprietatilor mecanice si capacitatii de eliberare a medicamentelor,
din sistemele sintetizate. Tn final au fost efectuate teste de viabilitate celulara.

Capitolul VI prezinta obtinerea complecsilor pe bazd de xantan, chitosan si
neomicind ca si potentiale sisteme pentru administrare orald. A fost studiatd influenta
incorporarii medicamentului in suporturile xantan-chitosan prin studii de spectroscopie FTIR
si microscopie electronica de baleiaj (SEM). S-au determinat parametrii de curgere si
compresibilitate ai amestecului si au fost efectuate studii de umflare si eliberare in vitro a
medicamentului din comprimate, in conditii similare mediului gastric si intestinal. In urma
studiilor in vivo pe sobolani, au fost determinati parametrii biochimici si realizata
interpretarea preparatelor histologice permanente obtinute.

Capitolul VI prezinta obtinerea sistemelor pe baza de xantan, chitosan si neomicina
s testarea acestora in eventualitatea utilizdrii ca si potentiale sisteme cu administrare topica.
A fost studiatd influenta concentratiei de medicament prin studii de analiza termica, teste de
reologie, studii de eliberare in vitro a medicamentului, la pH-ul pielii. Au fost determinate
viabilitatea celulara si activitatea antibacteriana a sistemelor obtinute.

In finalul tezei sunt prezentate concluziile generale, activitatea stiintifica si
referintele bibliografice.



IV. SISTEME CHITOSAN-POLI (ALCOOL VINILIC) CUNEOMICINA

de la cele traditionale precum bandajele naturale si sintetice, vata si tifon, la cele moderne
precum hidrocoloizi, alginati, hidrogeluri, etc, cu o serie de avantaje si dezavantaje (Li si
colab., 2013; Kiselioviene si colab., 2016, Kamoun si colab., 2017).

Hidrogelurile prezinta proprietdti avantajoase pentru pacienti ce le recomandad in
utilizarea ca si pansamente cu rol in protectia si vindecarea ranilor. Intre acestea sunt
confortul la utilizare si alinarea imediatd a durerii, in comparatie cu sistemele traditionale;
continutul ridicat in apa al acestora confera un efect calmant si racoritor asupra zonei ranite.
De asemenea hidrogelurile sunt lipsite de adezivitate; faptul ca nu se lipesc de rana faciliteaza
schimbarea pansamentului cu minima durere si disconfort pentru pacient. Transparenta
hidrogelurilor este un avantaj suplimentar fata de materialele traditionale deoarece vindecarea
ranilor poate fi monitorizata in mod constant, fara inlaturarea pansamentului (Madaghiele si
colab., 2014). Mai mult decat atat structura tridimensionala a hidrogelurilor permite utilizarea
lor ca si sisteme cu eliberare de medicamente (Kiselioviene si colab., 2016).

Acest capitol este destinat studiului prepararii filmelor Cs-PVA-Ne utilizdnd trei
rapoarte diferite ale polimerilor si caracterizarii acestora. S-a urmarit prin studiile efectuate,
determinarea influentei procentului in PVA, cat si a adaugarii medicamentului, asupra
proprietatilor filmelor obtinute.

IV.1. Prepararea filmelor pe baza de Cs, PVA si Ne

Solutia de Cs (1% wi/v) a fost preparata prin dizolvarea acestuia in solutie 10% acid
acetic glacial, la temperatura camerei, cu agitare continud timp de 24 de ore. Solutia de PVA
(10% w/v) a fost obtinutd prin amestecarea PVA 1in apa distilata cu ajutorul unui agitator
magnetic, la temperatura de 90 °C timp de 2 ore pana la obtinerea unei solutii clare. Cele
doud solutii au fost amestecate impreund, sub agitare continua timp de 30 de minute, pentru
formarea unor amestecuri omogene in trei rapoarte diferite 3:1, 1:1, 1:3 v/v (3Cs-PVA, Cs-
PVA, Cs-3PVA). Bulele de aer au fost eliminate prin ldsarea amestecurilor la temperatura
camerei timp de 2 ore. Filmele au fost obtinute prin turnarea unor cantitati determinate de
amestec in plici Petri. Inainte de caracterizare acestea au fost lisate la temperatura camerei
timp de 72 ore pentru uscare. Filmele incarcate cu medicament (1% w/v) (3Cs-PVA-Neg, Cs-
PVA-Ne, Cs-3PVA-Ne) au fost preparate prin adaugarea medicamentului la amestecul
polimeric, sub agitare continua. Tabelul 8 prezinta compozitia filmelor obtinute. Atat filmele
incarcate cu medicament cat si cele fara medicament au fost transparente si lipsite de bule de
aer.

Tabelul 8. Compozitia filmelor preparate
Proba Cs(g) PVA(g) Ne(g)
3Cs-PVA 0,75 2,50
3Cs-PVA-Ne 0,75 2,50 1,00
Cs-PVA 0,50 5,00
Cs-PVA-Ne 0,50 5,00 1,00
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Cs-3PVA 0,25 7,50
Cs-3PVA-Ne 0,25 7,50 1,00

IV.2. Caracterizarea fizico-chimica, mecanica si biologica

Carcterizarea tuturor filmelor s-a facut din punct de vedere structural, a stabilitatii
termice, morfologiei si hidrofilicitatii acestora, proprietatilor mecanice cat si a celor
antibacteriene.

IV.2.1. Spectroscopia FTIR-ATR

Figura 20 prezinta spectrele de absorbtie FTIR-ATR ale filmelor fara si cu
medicament, Tn regiunea 600 cm™ - 1800 cm™. Aceste spectre prezinta picurile caracteristice
pentru Cs si PVA. Interactiunea medicamentului cu amestecul polimeric conduce la
deplasarea unor picuri la numere de unda mai mici si o scadere a intensitatii benzilor.
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Figura 20. Spectrele FTIR pentru complecsii (a) 3Cs-PVA si 3Cs-PVA-Ne (b) Cs-PVA si
Cs-PVA-Ne (c) Cs-3PVA si Cs-3PVA-Ne

Astfel, banda de la 1713 cm™ corespunde vibratiei de intindere a (C=0) datorita
absorbtiei grupelor acetat reziduale ale PVA (PVA a fost preparat din hidroliza poliacetatului
de vinil) (Costa Jr si colab., 2009). Banda de la 1660 cm™ este caracteristica amidei I a Cs,
prin urmare este mai intensd la proba cu continut mai ridicat in Cs (3Cs-PVA), si dupa
interactiunea cu Ne devine mai accentuatd. Picul de la ~ 1560 cm™ se datoreaza deformarii
simetrice a NH3" rezultat din ionizarea grupdrilor amino primare ale Cs in mediul acid. Acest
pic se suprapune cu vibratia de intindere a (C-N) (amida I1) a Cs (Costa Jr si colab., 2009).
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Prezenta acestei benzi este de asteptat, dacd ludm 1in considerare faptul cd formarea
complexului are loc prin interctiunea electrostatica intre gruparile pozitive ale Cs sau Ne si
grupdrile negative ale PVA. Intensitatea sa scade cu cresterea continutului de PVA. Acest pic
este de asemenea deplasat la un numar de unda mai mic dupa adaugarea medicamentului,
demonstrand interactiunile puternice intre aceste macromolecule. Un comportament similar a
fost observat Tn literatura de specialitate atunci cand glicerolul, nanoparticule de argint sau
diferite medicamente au fost adaugate in complexul Cs-PVA (Liang si colab., 2009a;
Abdelgawad si colab., 2014).

Benzile de absorbtie din regiunea 1400 cm™ - 1300 cm™ sunt atribuite deformarii de
vibratie in plan si in afara planului a (C-H) din gruparile -CH, -CH, si -CHj; ale PVA, Cs si
respectiv Ne (Agnihotri si colab., 2012; Abdelgawad si colab., 2014). Picul de la ~ 1240 cm™
corespunde vibratiei de deformare a (N-H), care se suprapune cu vibratia de intindere a (C-N)
(amida I1I) si a (O-H) din Cs (Wang si colab., 2005). Un nou pic apare la 1100 cm™, si poate
fi atribuit frecventelor grupei eterice a Ne. Banda de la 1088 cm™ -1024 cm™ este atribuiti
vibratiei de intindere a (C-O) a gruparilor eterice din scheletul polizaharidelor (Hashemnia si
colab., 2015). Vibratia datorata rotirii (C-H) in spectrul PVA este observati la 850 cm™.
Banda cristalin-sensibild a Cs, corespunzitoare valorii 660 cm™ a scizut in intensitate n
cazul filmelor continand medicament, fapt ce demonstreaza ca, cristalizarea acestuia a fost
modificata in procesul de amestecare (Wang si colab., 2005).

Interactiunea dintre Cs, PVA si Ne are loc prin formarea legaturilor de hidrogen sau
prin legaturile ionice dintre partenerii care poarta sarcini de Semn opus.

1IV.2.2. Analiza termica

Analiza termogravimetrica a fost utilizata in scopul evaluarii stabilitatii termice si
determindrii temperaturii de descompunere a filmelor cu si fard medicament.
Tabelul 9. Caracteristicile termogravimetice ale filmelor
Proba Etapa Tonset °C) Tpeak (°C)  Tengset °C) W % Reziduu %
3Cs-PVA I 45,07 56,8 80,8 5,49 16,10
I 112,4 128,9 157,5 5,34
Il 251,1 302,9 373,6 62,70
v 425,6 439,7 470,2 10,37
3Cs-PVA-Ne I 50,8 85,6 102,4 7,42 18,50
I 141,4 160,1 186,9 6,83
Il 231,3 251,9 284,8 40,35
v 397,4 429,8 466,5 26,90
Cs-PVA I 54,7 72,9 90,8 4,83 10,11
] 122,0 140,1 161,9 4,70
i 248,1 310,3 356,9 56,51
v 393,3 406,1 417,4 8,76
Vv 417,4 451,2 477,6 15,09
Cs-PVA-Ne I 58,9 83,6 117,8 7,45 15,08
] 117,8 167,0 198,8 3,92
Il 239,6 258,6 275,6 26,43
v 275,6 328,5 354,6 18,69
V 419,9 430,9 494,3 28,43
Cs-3PVA I 49,1 81,7 111,1 5,36 10,08
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1 1111 149,4 169,0 2,63

i 274,2 319,5 375,4 61,41

v 419,3 4453 456,8 14,39

Vv 456,8 537,2 602,8 6,13

Cs-3PVA-Ne I 67,1 85,18 125,9 5,26 14,50

1 125,9 156,7 239,3 1,13

i 239,3 252,1 265,9 27,40

v 321,7 336,6 410,4 20,55

V 410,4 441,3 465,1 31,16
Tonset - temperatura la care incepe degradarea in fiecre etapd; Tpeax - temperatura la care viteza de degradare este
maxima; Tengset - temperatura la care se incheie procesul de degradare din fiecare etapd; W% - pierderea
procentuald de masa din fiecare etapa; Reziduu — cantitatea de reziduu de la finalul procesului de incilzire de la
temperatura de 700°C.

Curbele termogravimetrice inregistrate in intervalul de temperatura 25 °C - 700 °C,
prezentate in figura 21 au fost utilizate pentru evaluarea principalilor parametri ce
caracterizeaza procesul de degradare. Acesti parametri sunt prezentati in tabelul de mai sus.
Din analiza acestora se poate observa ca descompunerea are loc in patru etape succesive in
cazul amestecurilor 3Cs-PVA si cinci etape successive in cazul amesturilor Cs-PVA si Cs-
3PVA. Prima etapa de degradare corespunde unei pierderi de masa de 4,83% - 7,45% si este
atribuita evaporarii apei adsorbite la suprafata probelor. Intervalul de temperatura in care are
loc este cuprins intre 45,07 °C si 125,9 °C. Etapele doi, trei, patru, cinci apar in intervalul de
temperatura 111,1 °C - 239,3 °C, 231,3 °C - 375,4 °C , 425,6 °C - 470,2 °C si respectiv 410,4
°C - 602,8 °C. Al treila interval de degradare corespunde cu pierderea de masa cea mai mare
(26,43% - 62,70%) si este atribuita dehidroxilarii PVA si degradarii Cs (dehidratare pirolitica
si depolimerizare structurd polizaharidica) avand ca rezultat formarea de apa, carbon, dioxid
de carbon, metan si amoniac (Pereira si colab., 2015).

Temperaturile maxime de descompunere in cazul filmelor fara medicament, pentru
prima si a doua etapa de degradare sunt mai mici decat a filmelor cu medicament. Stabilitatea
termica a filmelor fara medicament este mai mare in comparatie cu a filmelor cu medicament,
atunci cand nu se iau in considerare etapele de eliminare a apei. O crestere a stabilitatii
termice este de asemenea observata odata cu cresterea continutului in PVA. Masa pierduta a
fost mai mica in cazul tuturor filmelor contindand medicament, comparativ cu filmele fara
medicament. Acest lucru confirmé includerea medicamentelor in filmele pe baza de Cs si
PVA (Merlusca si colab., 2017).
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Figura 21. Curbele (a) TG si (b) DTG pentru complecsii 3Cs-PVA, Cs-PVA, Cs-3PVA,
3Cs-PVA-Ne, Cs-PVA-Ne si Cs-3PVA-Ne
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Proba

3Cs-PVA
3Cs-PVA-
Ne
Cs-PVA
Cs-PVA-
Ne
Cs-3PVA
Cs-3PVA-
Ne

Tabelul 10. Parametrii calorimetrici determinati in urma interpretarii curbelor DSC ale complecsilor si precursorilor

Tg
(°C)
72,58
68,95

71,30
67,42

69,63
69,23

Tonset
(°C)
33,48
48,6

40,66
43,38

38,39
48,09

Pic1

Tpeak
(°C)
68,92
83,65

74,70
78,72

84,35
81,17

Tendset
(°C)
96,37
125,54

102,60
114,91

121,66
115,06

AH
(/9)
145,83
196,78

171,86
136,48

79,57
113,57

Tonset
(’C)
111,56

122,50
175,34

173,63
183,85

Pic 2

Tpeak
(°C)
130,12

138,94
190,41

187,66
192,23

Tendset
(°C)
150,71

153,77
198,49

198,71
198,48

Pic 3
AH Tgnset Topeak T%ndset
(Jg)  (°C) (C) (C)
8,06 164,97 184,62 196,29
3,23 167,00 186,43 198,51
7,83
13,12
3,60

AH

(/9)
9,52

12,05

Ty — temperaturd de tranzitie vitroasa, consideratd Midpoint pe curba inregistratd pe cea de a doua incalzire; Tonset - temperatura onset a fiecarui inceput de etapd; Tpeax -
temperatura la care viteza de degradare este maxima; Tengset - temperatura endset a fiecarui final de etapa; AH - entalpia de evaporare.
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DSC reprezintda o metodda de caracterizare fizicda folositda pentru a studia
comportamentul termic al materialelor. Termogramele DSC furnizeaza informatii despre
posibilele interactiuni polimer-medicament n urma analizei unor parametrii precum aparitia,
modificarea sau disparitia unor picuri, punct de topire si suprafata relativdi a picului
(Szekalska si colab., 2017).

Curbele DSC inregistrate in intervalul de temperatura 25 °C - 200 °C releva pentru
filmele fara si cu medicament, un prim pic 1n jurul valorii 75 °C si un al doilea pic observat in
intervalul 130,12 °C - 192,23 °C. Acestea sunt deplasate la dreapta pe masurd ce creste
concentratia de PVA. De asemenea, picurile prezinta o tendinta de deplasare la dreapta in
cazul filmelor incarcate cu medicament (Merlusca si colab., 2017). Valorile entalpiilor de
evaporare sunt in general mai scazute pentru formularile cu continut mai ridicat de PVA. Au
fost evidentiate de asemenea temperaturile de tranzitie sticloasa atat pentru pentru filmele
fara, dar si cele cu medicament. Valorile obtinute sunt prezentate in tabelul 10 si sunt in jurul
temperaturii de aproximativ 70 °C.

1.5
3CsFVA
1 3Cs-FVA-Ne
_ Cs-PVA
= 05 1 Cs-PVA-Ne
2 o L Cs-3DVA
= Cs-3PVA-Ne
'S 05
z 1
(&
w 1.5
.l_‘J s |
w2
T 25
-3 1
35
0 25 so 75 100 125 150 175 200 225

Temperatura (°C)

Figura 22. Curbele DSC pentru complecsii: 3Cs-PVA, Cs-PVA, Cs-3PVA,
3Cs-PVA-Ne, Cs-PVA-Ne si Cs-3PVA-Ne

1V.2.3. Microscopie SEM

O mai buna intelegere a caracteristicilor structurale si mecanice poate fi oferita de
SEM (Deepak si colab., 2015). Figura 23 prezinta caracteristicile morfologice ale
suprafetelor filmelor fara medicament si cu medicament.




(€) ()
Figura 23. Micrografii SEM pentru filmele (a) 3Cs-PVA, (b) 3Cs-PVA-Ne, (c) Cs-PVA, (d)

Cs-PVA-Ne, (e) Cs-3PVA si (f) Cs-3PVA-Ne aspect general, magnitudine - 20 um

Imaginile SEM corespunzatoare filmelor fard medicament relevd pentru acestea o
suprafatd neteda si omogena cu dungi albe. Acestea sunt cu atat mai vizibile cu cat continutul
de Cs in compozitia filmelor este mai ridicat. Suprafetele filmelor sunt continue si fard pori,
rezultat al distributiei uniforme a moleculelor de Cs si PVA 1n interiorul filmelor.

Imaginile SEM corespunzatoare filmelor cu medicament releva in cazul acestora o
structura mai putin ordonatd, cu pori. Dungile albe sunt absente in cazul filmelor cu
medicament (Merlusca si colab., 2017).

IV.2.4. Determinarea unghiului de contact si a energiei libere la suprafata

Hidrofilicitatea de suprafatd si in masa a materialelor sunt parametri foarte importanti
care influenteaza comportamentul lor biologic (Bahrami si colab., 2003).

Unghiurile de contact in cazul tuturor filmelor contindnd medicament au avut valori
mai scazute decat unghiurile de contact ale filmelor fard medicament, sugerand faptul ca
adaugarea medicamentului a crescut hidrofilia acestora. Valoarea unghiurilor de contact s-a
situat sub valoarea de 90 °, indicand astfel pentru acestea o suprafatd hidrofila. De asemenea,
o crestere in hidrofilia filmelor este observatd pe masura ce creste continutul de PVA 1n
amestec (Merlusca si colab., 2017). Valorile unghiurilor de contact sunt ilustrate Tn figura 24
si tabelul 11.

17



(©) (d)

*
-

() ()
Figura 24. Imagini preluate de pe suprafetele filmelor: (a) 3Cs-PVA, (b) 3Cs-PVA-Ne, (c)

Cs-PVA, (d) Cs-PVA-Ne, (e) Cs-3PVA si (f) Cs-3PVA-Ne

Cu ajutorul valorilor unghiului de contact se pot calcula o serie de parametrii ce
caracterizeaza suprafata filmelor: energia libera a suprafetei, tensiunea interfaciald solid-
lichid, lucrul de adeziune. Valorile acestor marimi se regasesc in tabelul 11.

Tabelul 11. Parametrii ce caracterizeaza suprafata filmelor studiate

Proba 0 W, Ysv Ysv Ysv' YsL
(°®  (mN/m) (mN/m) (mN/m) (mN/m) (mN/m)

3Cs-PVA 107,96 50,35 67,35 2,96 64,39 40,64
3Cs-PVA-Ne 67,64 100,49 34,68 24,08 10,60 6,99
Cs-PVA 97,64 63,12 44,37 0,004 44,36 54,05
Cs-PVA-Ne 59,41 109,84 42,23 34,54 7,69 5,19
Cs-3PVA 85,65 78,32 43,86 1,51 42,35 38,34
Cs-3PVA-Ne 51,59 118,03 54,95 52,54 2,41 9,72
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0 - unghi de contact cu apa; W, - lucrul de adeziune; ysy - energia liberd de suprafatd; ys,” - componenta polara;
std - componenta dispersa; ys;_ - tensiunea interfaciala solid lichid.

Din acest tabel se poate observa faptul ca energia libera a suprafetei filmelor (ysy), ce
reprezintd suma componentelor polare (ysv) si disperse (ysv?), are valori situate in intervalul
34,68 mN/m - 67,35 mN/m pentru toate filmele sintetizate. Componentele polare (ys\"),
includ doua tipuri de interactii dipol-dipol si dipol-dipol indus si au valori mai mici in cazul
filmelor fard medicament, iar componentele disperse (ysy®) sunt reprezentate de interactiile
Van der Waals (Mittal, 2002) si au valori mai mici in cazul filmelor ce contin medicament.
De asemenea, cresterea unghiului de contact in cazul filmelor cu medicament, duce la o
scadere a lucrului de adeziune (W,) si o crestere a energiei interfaciale solid/lichid (ys.) a
acestora.

IV.2.5. Proprietati mecanice

Elasticitatea si rezistenta filmelor sunt esentiale pentru protejarea suprafetelor ranilor
de factorii externi (Kouchak si colab., 2014).

Figura 25 reprezinta variatia rezistentei la rupere, rezistentei maxime, elongatiei si
modulului Young pentru filmele incércate si fard medicament, in functie de procentul de
PVA in compozitia acestora.
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Figura 25. Proprietatile mecanice ale filmelor fara si cu medicament: rezistenta la rupere,
rezistenta maxima, elongatia la rupere si modulul Young
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Dupa cum se poate observa in figura 25 odatd cu cresterea continutului de PVA s-a
evidentiat o crestere a rezistentei la rupere si o descrestere a rezistentei maxime atat in cazul
filmelor cu medicament, cat si a celor fard medicament. In ceea ce priveste elongatia, aceasta
scade in prima faza, apoi creste, pe masura cresterii procentului de PVA in compozitia
filmelor. Modulul Young, descreste odata cu cresterea continutului de PVA.

Adaosul de medicament a facut filmele mai fragile si mai putin flexibile. Aceste
modificari s-au datorat probabil Ne care prezinta o structurd amorfa si hidrofila (Merlusca si
colab., 2017). Proprietatile mecanice slabe se pot datora de asemenea dezorganizarii
structurale si discontinuitatii filmelor continaind Cs si PVA, cauzate de Tincorporarea
medicamentului (Kouchak si colab., 2014).

1V.2.6. Activitatea antibacteriana

Figura 26 si tabelul 12 prezinta diametrele zonelor de inhibitie ale filmelor cu si fara
medicament, in cazul tulpinilor Staphylococcus aureus si Escherichia coli.

(a) (b)

Figura 26. Zona de inhibitie in cazul tulpinilor (a) Staphylococcus aureus ATCC 25923
si (b) Escherichia coli ATCC 25922
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Tabelul 12. Activitatea antibacteriana a filmelor cu si farda medicament

Proba Diametrul zonei de inhibitie (mm)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli ATCC 25922
3Cs-PVA 10,00 £ 0,00 9,33+0,57
3Cs-PVA-Ne 27,66 = 0,57 29,33 £0,57
Cs-PVA 9,66 £ 0,57 9,66 £ 0,57
Cs-PVA-Ne 28,33 £ 0,57 30,66 = 0,57
Cs-3PVA 10,33 £ 0,57 10,00 £ 1,00
Cs-3PVA-Ne 29,66 = 0,57 31,33+ 0,57

In ceea ce priveste filmele fard medicament acestea au prezentat diametre ale zonelor
de inhibitie comparabile in cazul celor doua tipuri de bacterii.

Activitatea antibacteriana a filmelor incarcate cu medicament a fost evident mai mare
comparativ cu a filmelor farda medicament. Un diametru mai mare al zonelor de inhibitie
pentru filmele incarcate cu medicament a fost inregistrat in cazul bacteriilor Gram-pozitive
(Staphylococcus aureus) si mai scazut in cazul celor gram-negative (Escherichia coli). De
asemenea s-au constatat cresteri ale diametrelor zonelor de inhibitie pe masura cresterii
procentului de PVA in compozitia filmelor (Merlusca si colab., 2017).

1VV.3. Concluzii

Tn acest studiu s-au preparat filme pe bazi de Cs si PVA in 3 rapoarte diferite 3:1, 1:1,
1:3 v/v. O parte dintre acestea au fost incarcate cu medicament 1%.

Rezultatele analizelor FTIR, precum si rezultatele analizelor termogravimetrice au
confirmat prezenta Ne in filmele obtinute cat si interactiunea intre Cs, PVA si Ne. Aceasta
poate avea loc prin formarea legaturilor de hidrogen, sau prin formarea legaturilor ionice intre
partenerii care poarta sarcini de semn opus.

Din masuratorile unghiurilor de contact s-a observat o crestere a gradului de hidrofilie
pentru fimele incarcate cu medicament comparativ cu filmele fard medicament.

Micrografiile SEM au relevat o suprafatd mai putin ordonata cu pori mari in cazul
filmelor incarcate cu medicament, comparativ cu cele fara medicament care au prezentat 0
suprafatd continua fara pori.

Rezultatele testelor mecanice obtinute pentru filmele cu medicament arata ca acestea
sunt potrivite pentru utilizarea ca si pansamente cu rol in protectia si vindecarea ranilor,
deoarece valorile rezistentei si elongatiei se incadreaza in intervalele furnizate de literatura.

Filmele incarcate cu medicament au prezentat o activitate antibacteriand superioara
(~30.00 mm) comparativ cu filmele fara medicament (~10.00 mm). Inhibitia bacteriana in
cazul testelor pe Staphylococcus aureus a fost mai mare decat in cazul testelor pe Escherichia
coli.

Mai mult decat atat, un procent crescut de PVA 1n compozitia filmelor pare sa
imbunatiteasca toate aceste proprietati.

Datorita proprietatilor fizico-chimice, a caracteristicelor mecanice si a excelentelor
proprietati antibacteriene, filmele cu Ne sunt recomandate in utilizarea lor ca si pansamente
cu rol in protectia si vindecarea ranilor.
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V. SISTEME CHITOSAN-POLI (ALCOOL VINILIC) CUNEOMICINA
SI/SAU NISTATINA

Marea majoritate a studiilor recente au fost focusate pe dezvoltarea de sisteme
bioactive ca si pansamente pentru rani, sisteme care includ materiale ce joaca un rol activ in
protectia si vindecarea acestora (Straccia si colab., 2015).

Un sistem ideal trebuie sa protejeze rana de infectiile secundare, sa creeze si sa
mentind un mediu umed, sa absoarba exudatele, sa reducd necroza suprafetei plagii, sa
stimuleze factorii de crestere si de asemenea sa fie elastic, biocompatibil si degradabil
(Kamoun si colab., 2015; Kokabi si colab., 2007). Hidrogelurile prezinta caracteristici unice
care pot indeplini cerintele esentiale ale pansamentelor ideale (Kokabi si colab., 2007).

Combinarea antibioticelor este o strategie promitdtoare de crestere a eficientei
tratamentului si de control al rezistentei la acestea. Atunci cand medicamentele sunt
combinate, efectele lor asupra celulelor pot fi amplificate sau sldbite, deoarece
medicamentele pot prezenta interactiuni sinergice sau antagoniste (Bollenbach, 2015).

Sulfatul de neomicina a fost descoperit de Waksman si Lechevalier in anul 1949.
Acesta este produs de catre actinomicetele Streptmyces Fradiae prin fermentatie naturala si
reprezinta un complex de antibiotice aminoglicozidice dintre care neomicina B (framicetina),
este produsul cu cea mai mare concentratie si activitate (Huidobro si colab., 2009; Hanko si
Rohrer, 2007).

Nistatina a fost descoperita in anul 1949 de catre Brown si Hazen in probe de sol
continand o tulpina de Streptomyces noursei (Khatry Sirish si colab., 2010; Packiaraj si
colab., 2017). Nistatina este un amestec de macrolide polienice similare din punct de vedere
structural, dintre care nistatina Al este componentul principal (de Planque si colab., 2006).

Acest capitol este destinat studiului prepararii si caracterizarii filmelor pe baza de Cs
si PVA cu Ne si/sau Nis incorporatd. S-a urmadrit prin studiile efectuate asupra filmelor
determinarea influentei adaugarii antibioticelor individual sau in combinatie asupra
proprietatilor materialelor obtinute.

V.1. Prepararea filmelor Cs-PVA, Cs-PVA-Ne, Cs-PVA-Nis , Cs-PVA-Ne-Nis

Solutia de Cs (1% w/v) a fost obtinuta prin dizolvarea acestuia in solutie 1% acid
acetic glacial la temperatura camerei, cu agitare continua timp de 24 de ore. Solutia de PVA
(1% wi/v) a fost obtinutd prin amestecarea PVA in apa distilata, cu ajutorul unui agitator
magnetic, la temperatura de 90 °C, timp de 2 ore pand la obtinerea unei solutii clare. Ne
dizolvata in apa distilata a fost adaugata la solutia de PVA. Nis dispersata in amestecul de
plastifianti PEG 400 : glicerol (1:1), tinuta in baia de ultrasonare timp de jumatate de ora la
40 °C, a fost adaugatd amestecului de polimeri cu sau fard Ne. Solutiile au fost amestecate
impreund, sub agitare continud timp de 30 de minute pentru formarea unor amestecuri
omogene. Bulele de aer au fost eliminate prin lasarea amestecurilor la temperatura camerei
timp de 2 ore. Filmele au fost obtinute prin turnarea unor cantitdti determinate de amestec in
placi Petri. Inainte de caracterizare acestea au fost lisate la temperatura camerei pentru
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uscare. Au fost preparate filme cu Ne si Nis separat, filme contindnd combinatia acestora si
filme fard medicament. Compozitia filmelor este prezentata in tabelul 13.

Tabelul 13. Compozitia filmelor preparate
Denumire Cs(g) PVA(g) Ne(g) Nis(g) PEG 400 (ml) Gly (ml)

Cs-PVA 0,50 0,50 - - 1 1
Cs-PVA-Nis 0,50 0,50 - 0,10 1 1
Cs-PVA-Ne 0,50 0,50 0,10 - 1 1

Cs-PVA- Nis-Ne 0,50 0,50 0,10 0,10 1 1

V.2. Caracterizarea fizico-chimica, mecanica si biologica

Caracterizarea tuturor filmelor s-a facut din punct de vedere al morfologiei, hidrofiliei
si proprietatilor mecanice. Comportamentul de eliberare in vitro a Ne si Nis din acestea a fost
investigat in solutie tampon fosfat pH 7,4 cu 10% Gly. n final, au fost realizate teste de
viabilitate celulara pentru filmele fara medicament si filmele contindnd ambele tipuri de
medicament.
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Figura 27. Reprezentarea grafica a curbei etalon pentru (a) Ne si (b) Nis in solutie tampon
fosfat pH 7,4 cu 10% Gly

Cantitatea de medicament eliberata a fost determinata folosind curbele de etalonare
trasate la A = 570 nm pentru solutii de Ne de concentratii cunoscute si respectiv A = 307 nm
pentru solutii de Nis de concentratii cunoscute. Ecuatiile curbelor de etalonare pentru Ne (23)
si Nis (24) sunt urmatoarele:

A=03462xc (23)
A=46282xc (24)

unde:
A - absorbanta;
C - concentratia solutiilor exprimata in mg/ml.
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V.2.1. Microscopie SEM

Imaginile SEM au fost utilizate pentru o mai buna elucidare a structurii interne a
filmelor. Figura 28 prezinta caracteristicile morfologice ale sectiunilor filmelor cu si fara
medicament.

Dupa cum se poate observa in figura 28, sectiunea transversald a filmului Cs-PVA a
prezentat o morfologie compacta si omogena, sugerand o miscibilitate bund si omogenitate
intre componentele acestuia. In cazul filmelor continand Nis, particulele nesolubilizate de
medicament de culoare alba pot fi vazute raspandite in sectiunea transversald a acestora. O
morfologie compacta si omogena cu cateva cavitati, prezinta si filmele incarcate cu Ne.

(c) (d)
Figura 28. Micrografii SEM pentru filmele (a) Cs-PVA, (b) Cs-PVA-Nis (c) Cs-PVA-Ne
(d) Cs-PVA-Nis-Ne - sectiune, magnitudine - 50 um

Imaginile SEM corespunzatoare filmelor cu ambele tipuri de medicamente releva pentru
acestea 0 morfologie compacta si omogena cu cateva cavitati si particule de Nis, semn ca nu
a fost dizolvatd intreaga cantitate de medicament. Sectiunile transversale ale filmelor
confirma 0 buna incorporare a medicamentelor in matricea polimerica.

V.2.2. Determinarea unghiului de contact si a energiei libere la suprafatd

Proprietati precum adsorbtia proteinelor, adeziunea sau activarea plachetelor,
coagularea sangelui, adeziunea celulara si bacteriand, sunt influentate de comportamentul la
udare al biomaterialelor (Dos Santos si colab., 2017).

Conform cu figura 29 si tabelul 14 filmele fara medicament sunt usor hidrofobe,
avand o valoare a unghiului de contact peste 90 °, in timp ce filmele incarcate cu medicament
sunt hidrofile valorile unghiurilor de contact situandu-se sub 90 °. Valorile unghiurilor de
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contact scad odata cu introducerea medicamentelor, datoritd caracterului polar al acestora.
Valoarea cea mai scazuta, dupd cum era de asteptat, S-a inregistrat in cazul filmelor continand
ambele medicamente.

Tn accord cu valorile unghiurilor de contact se va observa o capacitate mai mare de
eliberare a medicamentelor in cazul filmelor continand ambele tipuri de medicament, Tn
comparatie cu filmele continand un singur tip de medicament.

Udarea poate deci influenta eliberarea medicamentelor, o eliberare mai rapida putand
preveni adeziunea initiala a microorganismelor (Otto si colab., 2008).

(@) (b)

() (d)

Figura 29. Imagini preluate de pe suprafetele filmelor: (a) Cs-PVA, (b) Cs-PVA-Nis,
(c) Cs-PVA-NEg, (d) Cs-PVA-Nis-Ne

Energia libera la suprafatd a fost determinata prin masurarea unghiului de contact cu
apa bidistilata si etilen glicol. Pe baza acestor valori s-au calculat parametrii ce caracterizeaza
suprafata solidului si capacitatea de absorbtie a acestuia (hidrofilia): energia libera a
suprafetei, tensiunea interfaciala solid-lichid, lucrul de adeziune (tabelul 14).

Tabelul 14. Parametrii ce caracterizeaza suprafata filmelor studiate

Proba 0 W, Ysv s std YsL
(®  (MN/m) (MN/m) (mN/m) (mN/m) (mN/m)

Cs-PVA 90,91 71,63 23,51 4,77 18,74 24,67
Cs-PVA-Nis 67,89 100,19 46,32 46,21 0,11 18,92
Cs-PVA-Ne 87,03 76,56 20,43 11,92 8,50 16,66

Cs-PVA-Nis-Ne 59,56 109,68 42,45 35,56 6,88 5,56
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0 - unghi de contact cu apa; W, - lucrul de adeziune; ysy - energia libera de suprafatd; ys\” - componenta polara;
std - componenta dispersa; ys;_ - tensiunea interfaciala solid lichid.

V.2.3. Proprietati mecanice

Proprietatile mecanice ale filmelor sunt prezentate in figura 30.
Grosimea filmelor uscate s-a situat in intervalul 80 pm - 100 pm.
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Figura 30. Proprietatile mecanice ale filmelor fara si cu medicament:
rezistenta la rupere, rezistenta maxima si elongatia

Compartiv cu controlul Cs-PVA, incorporarea atat a Ne cat si a Nis individual, a
condus la o scadere a rezistentei si elongatiei filmelor. Proprietatile mecanice slabe se pot
datora atat naturii hidrofile a celor doud medicamente Cat si dezorganizarii structurale si
discontinuitatii filmelor pe baza de Cs si PVA, cauzate de incorporarea medicamentelor.
Scaderea mult mai pronuntatd a acestor parametrii in cazul filmelor cotindnd Nis este
probabil rezultatul solubilizarii incomplete a particulelor de medicament. Filmele continand
ambele tipuri de medicament prezintd valori intermediare intre filmele cu un singur
medicament.

V.2.4. Cinetica eliberdrii in vitro a Ne si Nis din filmele Cs-PVA

Figura 31 prezinta curbele de eliberare a Ne si Nis din filmele Cs-PVA incarcate cu
medicament.
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Figura 31. Curbele de eliberare in vitro a Ne si Nis din filmele Cs-PVA

Comparand rezulatele obtinute la eliberarea simultana cu cele obtinute la eliberarea
individualad se observa o crestere a procentului de medicament eliberat in cazul filmelor cu
eliberare simultana. Astfel 28,63% Ne din filmul cu eliberare simultand Cs-PVA-Ne-Nis a
fost eliberata la sfarsitul celor 360 minute comparativ cu 20,63% din filmul cu eliberare
individuala Cs-PVA-Ne. Tn cazul Nis procentele inregistrate au fost 1,81% pentru filmele Cs-
PVA-Ne-Nis si respectiv 1,06% pentru filmele Cs-PVA-Nis. Se observa o eliberare rapida
(,,burst release”) 1n primele 150 minute cu 26,62% Ne si 1,64% Nis in cazul filmelor Cs-
PVA-Ne-Nis, contindand ambele tipuri de medicament si 16,71% Ne, respectiv 0,88% Nis Tn
cazul filmelor Cs-PVA-Ne si Cs-PVA-Nis, cu un singur medicament. De la 150 minute la
360 minute cantitatea de medicament eliberata creste lent si constant. Prin urmare prezenta
ambelor medicamente in filmele Cs-PVA conduce la o capacitate de eliberare mai buna.

Pentru a putea obtine informatii asupra mecanismului de eliberare al medicamentelor
in intervalul de timp O minute - 150 minute si respectiv 150 minute - 360 minute, a fost
aplicat modelul cinetic Ritger si Peppas discutat anterior in capitolul 1.
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Figura 32. Cinetica de eliberare a Ne din filmele Cs-PVA-Nis-Ne si Cs-PVA-Ne (a) 0
minute -150 minute si (b) 150 minute - 360 minute

Valorile lui n obtinute la eliberarea Ne atat in cazul filmelor Cs-PVA-Nis-Ne cat si al
filmelor Cs-PVA-Ne, pentru ambele intervale de timp, sunt sub valoarea lui 0,5 indicand un
proces de difuzie de tip Fickian.
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Figura 33. Cinetica de eliberare a Nis din filmele Cs-PVA-Nis-Ne si Cs-PVA-Nis

(@) 0 minute -150 minute si (b) 150 minute -360 minute

Valorile lui n, Tnregistrate la eliberarea Nis in intervalul 0 minute - 150 minute, sunt
0,51 pentru pentru filmele Cs-PVA-Nis-Ne, indicand un proces de difuzie de tip non-Fickian
si 0,41 pentru filmele Cs-PVA-Nis, indicand un proces de difuzie de tip Fickian. Pentru
intervalul 150 minute - 360 minute acestea se situeaza sub valoarea 0,5 si sunt caracteristice

unui proces difuzie de tip Fikian.

V.2.5. Evaluarea viabilitatii celulare

Conform 1SO 10993-5:2009, procente ale viabilitati celulare de peste 80%,
caracterizeaza materialele non-citotoxice, intervalul 80% - 60% corespunde unei citotoxicitati
reduse, intervalul 60% - 40% unei citotoxicitati moderate, iar valorile sub 40%, unei

citotoxicitati ridicate a produsului testat.
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Figura 34. Viabilitatea celulara a loturilor Control, Cs-PVA si Cs-PVA-Nis-Ne

Din analiza datelor obtinute prin tehnica MTT Se constata o viabilitate celulara mult
peste 80%, indicand biocompatibilitatea filmelor. O tendinta de descrestere in timp a
viabilitatii celulare este observata pentru filmele Cs-PVA si Cs-PVA-Nis-Ne, aceasta fiind
mai pronuntata in cazul celor din urma.

Observatiile efectuate mai sus, sunt confirmate si de imaginile obtinute cu ajutorul
microscopului inversat prin care a fost analizatda morfologia celulelor in prezenta filmelor.

(a) ' (b)

(©) (d)
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Figura 35. Vizualizarea celulelor la 48 si 72 ore pentru control (a) si (b), probele Cs-PVA (c)
si (d), probele Cs-PVA-Nis-Ne (e) si (f)

Din figura 35 se poate constata faptul ca celulele prezinta o morfologie normala,
specifica fibroblastilor, sunt intinse pe substrat, iar in unele zone exista o tendinta de populare
a filmelor.

V.3. Concluzii

Au fost obtinute sisteme tip filme pe baza de Cs-PVA incarcate cu doud medicamente
antimicrobiene, Ne si Nis separat si prin combinarea acestora.

Morfologia lor a fost pusa in evidenta prin microscopie electronica de baleiaj, metoda
prin care s-a observat ca filmele obtinute au structurd compacta si omogena, cu cateva
particule de medicament nedizolvate, in cazul filmelor continand Nis, respectiv cateva
cavitdti in cazul filmelor continand Ne.

Din masuratorile unghiurilor de contact s-a observat o crestere a gradului de hidrofilie
pentru filmele incarcate cu medicament comparativ cu filmele fara medicament, ordinea fiind
urmatoarea Cs-PVA < Cs-PVA-Ne < Cs-PVA-Nis < Cs-PVA-Nis-Ne .

Desi incorporarea Ne si/sau Nis in filmele Cs-PVA a avut ca rezultat scaderea
rezistentei si elongatiei filmelor, rezultatele obtinute recomandd utilizarea lor ca si
pansamente cu rol in protectia si vindecarea ranilor.

Modul de eliberare al medicamentelor din suporturi este caracteristic sistemelor
difuzionale, implicand un “burst effect” initial, urmat de o eliberare lenta si continua pana la
6 ore, cu procente de medicament eliberat mai mari n cazul eliberarii simultane comparativ
cu eliberarea individuala.

Testul de citotoxicitate incadreaza filmele contindnd ambele tipuri de medicament in
categoria celor lipsite de toxicitate.

Aceste rezultate arata avantajele incorporarii simultane a Ne si Nis in filmele de Cs-
PVA, in eventualitatea aplicarii lor ca si pansamente cu rol in protectia si vindecarea ranilor.
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VI. SISTEME XANTAN-CHITOSAN-NEOMICINA PENTRU
ADMINISTRARE ORALA

Tn cazul mamiferelor, tratamentul cu antibiotice este adesea asociat cu descresterea
numarului microorganismelor benefice si cresterea numarului microorganismelor potential
daunatoare. Sulfatul de neomicina, un antibiotic non-absorbabil, cu spectru larg de actiune,
utilizat frecvent la sterilizarea GIT, reduce populatia bacteriilor intestinale aerobe.
Distrugerea sau tulburarea homeostaziei microbiene intestinale de catre antibiotice, slabeste
sulfatul de neomicina poate produce o serie de efecte adverse asupra fiziologiei, morfologiei
si histologiei GIT (Bose si colab., 2013).

Dupa cum s-a mentionat deja in capitolul 11, complexul xanthan-chitosan reprezinta o
alternativa foarte buna pentru obtinerea sistemelor cu eliberare controlatd de medicamente
pentru administrare orala, datoritd faptului cd produsii rezultati in timpul degradarii sunt
metaboliti netoxici, complexul prezentand o inaltd rezistenta enzimatica in GIT (Argin si
colab., 2014).

Scopul acestui studiu este incorporarea Ne 1n suportul Xa-Cs, caracterizarea
sistemului nou format si evaluarea efectului benefic al incorporarii medicamentului n
suportul polimeric.

V.1. Prepararea hidrogelurilor Xa-Cs-Ne 50%

Solutia de Cs (¢ = 0,65%, w/v) a fost preparata dizolvand 6,5 g Cs in 300 ml solutie
HCI 0,1 N. Aceasta solutie a fost neutralizata apoi cu NaOH 0,1 N. La solutia obtinuta s-a
adaugat apa bidistilatd pana la un volum de 1000 ml si un pH 6 - 6,2. Solutia de Xa (¢ =
0,65%, w/v) a fost preparata dizolvand 6,5 g Xa Tn 1000 ml apa bidistilatd. Solutia de Ne
(10%, w/v) a fost obtinuta dizolvand 5 g Ne in 50 ml apa bidistilata.

Pentru prepararea suportului polimeric mai intéi a avut loc sonicarea solutiei de Xa
avand masa egala cu 132 g. Solutia a fost picurata apoi cu pompa peristaltica la un debit de 3
ml/min in 60 ml solutie Cs sub agitare magnetica lenta. Perlele de gel formate au fost
mentinute sub agitare magnetica slaba 30 minute pentru maturare, dupa care au fost filtrate pe
o sitd, spalate cu apa distilatad de 3 ori pana la pH 6,5 - 7 si apoi liofilizate. Dupa spalare
hidrogelurile de Xa-Cs s-au prezentat sub forma de perle stabile cu diametrul de cca 3 mm
(Dumitriu si colab., 1997).

Pentru prepararea complexului Xa-Cs-Ne 50% (continadd 50% medicament), 0,5 g
perle liofilizate de Xa-Cs, au fost aduse in 5 ml solutie de Ne (10%, w/v). Difuzia completa a
solutiei de Ne Tn suportul polimeric a avut loc prin amestecare timp de 15 de minute.

V1.2. Caracterizarea fizico-chimica, mecanica si biologica

Au fost investigate interactiunile intre amestecul polimeric si medicament, cu ajutorul
spectroscopiei FTIR, iar morfologia hidrogelurilor a fost analizata prin microscopie SEM. De
asemenea, au fost determinati parametrii de curgere si compresibilitate ai amestecului Xa-Cs-
Ne 50%. Determinarea gradului maxim de umflare al comprimatelor si studiile de eliberare in
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vitro a Ne din comprimate, au fost realizate in medii de pH similare mediului fiziologic
gastro-intestinal (pH 2 pentru mediul gastric si pH 7,2 pentru mediul intestinal).
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Figura 36. Curba de etalonare pentru Ne la pH 2 si pH 7,2

Cantitatea de Ne a fost determinata spectrofotometric la lungimea de unda A = 570
nm, pe baza curbei de etalonare trasata cu solutii de Ne de concentratii cunoscute in domeniul
0,04 mg/ml - 0,52 mg/ml la pH 1,5 si la pH 7,2.

A=27965xc (25)

unde:
- A este absorbanta;
- C este concentratia solutiilor exprimata in mg/ml.

Ecuatia este valabild pentru ambele valori de pH.

Testele in vivo au fost efectuate pe sobolani Wistar, iar doza de medicament
administrata a fost de 50 mg pudra Ne/100 g corp sobolan sau echivalentul acesteia n
complecsi. A fost evaluatd greutatea corporald a sobolanilor in ziua 10 de tratament, iar Tn
ziua 14 determinat continutul de apa in materiile fecale. Dozarea concentratiilor serice ale
parametrilor biochimici investigati, s-a realizat prin metoda spectrofotometrica, iar fragmente
din organele recoltate de la sobolani au fost prelucrate utilizand tehnica preparatelor
permanente.

V1.2.1. Spectroscopia FTIR

Analiza spectrala FTIR presupune identificarea benzilor de absorbtie care corespund
vibratiilor grupelor functionale din molecule, in domeniul 400 cm™*- 4000 cm™.
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Figura 37. Spectrele FTIR pentru Ne, complexul Xa-Cs si Xa-Cs-Ne 50%

Spectrul FTIR (figura 37) prezinta caracteristicile benzilor de absorbtie pentru Ne,
Xa-Cs si Xa-Cs-Ne 50%. In cazul Ne, banda de la 3267 cm™ apare datorita vibratiei gruparii
O-H conjugate cu N-H si C-H aromatic, banda de la 1339 cm™ corespunde legaturii C-N,
banda de la 1070 cm™ corespunde legiturii C-O, iar banda de la 1524 cm™ legaturii -C-C-
(Rastogi si colab., 2012). Benzile de la 1628 cm™ si 1121 cm™ corespund legaturii N-H si
respectiv frecventei gruparilor eter. Banda din jurul valorii 619 cm™ poate fi atribuitd
legaturii N-H din afara planului din Ne (Hashemnia si colab., 2015).

Tn complexul polimeric Xa-Cs, Xa este recunoscut prin picul corespunzator numarului
de unda 1065 cm™ (legatura C-O din gruparea alcool), 2922 cm™ (alungirea C-H) si 3427 cm’
! (alungirea -OH), iar Cs pentru banda de absorbtie caracteristicd numarului de undi 1614
cm™ (NH,) (Novac, 2009). Picul corespunzitor numarului de unda 1654 cm™ din Cs pur,
datorat gruparii amidei I deacetilate nu se mai observa, datoritd interactiunii intermoleculare
intre Xa si Cs. Gruparea COOH a Xa disociaza, anionul COO" format interactionand
electrostatic cu gruparea amino protonatd a Cs, cu formarea complexului polielectrolitic
(Thakur si colab., 2013). Banda de la 1408 cm™ arati interactiunea gruparii NHs" a Cs cu
gruparea COO™ a Xa (d4elenei si colab., 2009). Complexarea celor doi polimeri nu a afectat
comportamentul gruparii esterice, care a prezentat o absorbtie mai slaba in jurul valorii 1724
cm™ (Popa si colab., 2010).

In spectrele complecsilor Xa-Cs-Ne 50% s-a observat ci se regisesc benzile
caracteristice pentru medicament, respectiv polimeri. Benzile localizate in regiunea 3200 cm™
-3500 cm™ sunt atenuate datorita formarii legaturilor de hidrogen intre cei doi polimeri si Ne.

V1.2.2. Microscopie SEM

Figura 38 prezinta caracteristicile morfologice ale sferelor de hidrogel Xa-Cs si
respectiv ale complexului Xa-Cs-Ne 50%.
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Figura 38. Micrografii SEM pentru sferele Xa-Cs: (a) aspect general, magnitudine - 1 mm,
(b) aspect general, magnitudine - 100 um, (c) sectiune, magnitudine - 50 pm, (d) aspect
general, magnitudine - 5 um si Xa-Cs-Ne 50%: (e) aspect general, magnitudine - 200 pm,
(F) aspect general, magnitudine - 50 um, (g) aspect general, magnitudine - 20 um, (h) aspect
general, magnitudine - 5 um
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Imaginile SEM, ne releva o structura generala a sferelor Xa-Cs poroasa, cu falduri
(magnitudine 1 mm). Structura poroasa a determinat capacitatea de umflare a sferelor si
incorporarea unei cantitati mari de medicament. La magnitudine de 100 pm, complexul
polimeric apare sub forma unor foite subtiri, iar la magnitudinea de 5 pm, se observd ca
suprafata exterioard a acestora prezintd uniformitate. In sectiune sferele prezinta o structura
fibrilara, rezultatul complexarii polielectrolitice intre lanfurile de Xa si Cs.

Aspectul general al complexului Xa-Cs-Ne 50% obtinut prin difuzia medicamentului
Tn complexul polimeric, prezinta o structurd neuniforma cu un aspect usor friabil. Asa cum
poate fi observat din microfotografii, particule distincte de medicament sunt adsorbite la
suprafata complexului.

V1.2.3. Determinarea parametrilor de curgere si compresibilitate ai amestecului

Valorile parametrilor de curgere si compresibilitate, obtinute Tn cazul amestecului Xa-
Cs-Ne 50%, sunt prezentate in tabelul 15.

Tabelul 15. Parametrii de curgere si compresibilitate ai amestecului Xa-Cs-Ne 50%:

Densitate proba Grosime Densitate Indicele Indicele Unghiul de
netasata (g/ml) proba proba tasata Carr Haussner repaus
netasata (g/ml)
(ml/g)

0,36 + 0,00 2,77 +0,00 0,48+0,00 2631+059 1,36+001 3555+0,97

In proiectarea, formularea si mentinerea calititii oricrui produs farmaceutic,
proprietdtile micrometrice sunt unele din cele mai importante aspecte care trebuie luate in
consideratie. Indicele Carr si indicele Haussner sunt indicatori ai proprietatilor de curgere, iar
rezultatele inregistrate pentru acestia in cazul amestecului nostru aratd 0 capacitate de curgere
la limita dintre acceptabil si slab (Walke si colab., 2014; Ashwini si colab., 2014). Conform
rezultatelor obtinute, valoarea unghiului de repaus s-a incadrat in intervalul 30 - 40, aratand
pentru amestecul testat proprietati de curgere acceptabile (Singh si colab., 2014).

V1.2.4. Studii de umflare

Comportamentul la umflare reprezinta un parametru important care influenteaza
direct cinetica de eliberare, in mod special cand aceasta este controlata de difuzie (Di Martino
si colab., 2017).
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Figura 39. Comportamentul la umflare al comprimatelor Xa-Cs-Ne 50%, la pH 2 si pH 7,2

Figura 39 releva un comportament dinamic la umflare al tabletelor Xa-Cs-Ne 50%,
atat in mediu bazic cat si in mediu acid. Comportamentul la umflare este puternic influentat
de pH-ul mediului. Dupa cum se poate vedea, comprimatele Xa-Cs-Ne 50% in mediul bazic
retin o cantitate de lichid mult mai mare fata de cea retinutd de comprimate in mediul acid,
gradul de umflare fiind 1150% la pH 7,2 si respectiv 220% la pH 2. Echilibrul la umflare este
atins dupa 48 ore pentru ambele medii (Merlusca si colab., 2016).

V1.2.5. Cinetica eliberdarii in vitro a Ne din complexul Xa-Cs-Ne 50%

Comportamentul la eliberarea in vitro a Ne din complexul Xa-Cs-Ne 50%, a fost
studiat in conditii similare mediului intestinal (pH 7,2) si mediului gastric (pH 2).
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Figura 40. Curbele de eliberare in vitro a Ne din complecsii Xa-Cs-Ne 50% la pH 2 si pH 7,2

Curbele de eliberare in vitro a Ne din comprimate, indica un comportament diferit la
eliberare in mediul simulat intestinal, fatd de mediul simulat gastric. in primele ore de elutie
in ambele medii, Ne a fost eliberatd din matrici cu o vitezd mai mare atat datoritd
medicamentului adsorbit la suprafata matricilor cat si datoritd umflarii mai rapide a acestora.
Dupa aceastd etapa Ne ramasa in comprimate continud sa fie eliberatd din matrici pe 0
perioada de timp mai mare de 24 de ore, cu viteza mica. Comportamentul diferit in mediu
acid fata de mediul bazic este rezultatul umflarii mai reduse a comprimatelor cat si degradarii
acestora si este caracterizat de 0 viteza de eliberare mai mica in primele ore. Atat in mediu
acid, cat si mediu bazic se poate observa faptul ca sistemele polimer - medicament au eliberat
maximul de Ne Tn aproximativ 24 ore.

Pentru investigarea mecanismului de eliberare in vitro a Ne din hidrogelurile Xa-Cs-
Ne 50%, la pH 7,2 si pH 2, a fost aplicat modelul cinetic Ritger si Peppas.
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Figura 41. Cinetica de eliberare a Ne din hidrogelurile Xa-Cs-Ne 50%, la pH 7,2,
(@) O ore - 4 ore si (b) 4 ore - 24 ore

Din datele experimentale, valorile lui n obtinute pentru eliberarea Ne in mediu bazic
sunt 0,8 pentru intervalul O ore - 4 ore, caracteristica unui proces de difuzie non-Fickian si
0,17 pentru intervalul 4 ore - 24 ore, caracteristica unui proces de difuzie Fickian.
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Figura 42. Cinetica de eliberare a Ne din hidrogelurile Xa-Cs-Ne 50%, la pH 2
(@) 0 ore - 10 ore si (b) 10 ore - 24 ore

Pentru cinetica de eliberarea a Ne Tn mediu acid se observa ca valorile lui n sunt 0,69
pentru intervalul O ore - 10 ore, caracteristica unui proces de difuzie non-Fickian si 0,3 pentru
intervalul 4 ore - 24 ore, caracteristica unui proces de difuzie Fickian.

V1.2.6. Evaluarea greutatii corporale a sobolanilor in urma administrarii complexului

Tn tabelul 16 este prezentati valoarea greutatii cistigate de fiecare grup dupa 10 zile
de la administrarea tratamentului si deviatia standard.

Tabelul 16. Valoarea greutatii castigate de fiecare grup si deviatia standard
Grup Control Ne Xa-Cs-Ne 50%

Greutate castigata (ziua O - ziua 10) 48,33 + 14,37 21,67 £12,11 40,83 + 13,19

S-a observat o crestere mai redusa a greutatii sobolanilor tratati cu Ne, in comparatie
cu lotul control si lotul caruia i-a fost administrat complexul Xa-Cs-Ne 50%.

37



V1.2.7. Determinarea continutului de apa din materiile fecale

Aproape toate tratamentele cu antibiotice conduc la o serie de simptome clinice,
administrarea acestora fiind cel mai frecvent asociatd cu diaree (Bose si colab., 2013).
Examinarea fizicd a materiilor fecale, releva in lotul animalelor tratate cu antibiotic, un
continut crescut in apa comparativ cu lotul martor si lotul tratat cu Xa-Cs-Ne 50%.

Tabelul 17. Continutul de apa in materiile fecale si deviatia standard
Grup Control Ne Xa-Cs-Ne 50%
Continut apa in materiile fecale (%) (ziua14) 58,3 +5,61 67,5+4,05 63,9+6,79

V1.2.8. Determinarea parametrilor biochimici

Valorile parametrilor biochimici sunt prezentate in tabelul 18. Este binecunoscut
faptul ca, creatinina, ureea, acidul uric sunt indicatori ai functiei renale, iar proteina C-
reactiva un marker al inflamatiei organismului (Bose si colab., 2013; Ali si Saeed, 2012;
Kalsait si colab., 2011).

Tabelul 18. Valorile parametrilor biochimici si deviatia standard
Grup Control Ne Xa-Cs-Ne 50%
Creatinina (mg/dl) 0,52 £ 0,03 0,60 £ 0,02 0,58 + 0,02
Uree (mg/dl) 36,00+£1,10 59,30+2,01 41,80+241
Acid uric (mg/dl)  1,92+0,29 2,86 + 0,298 2,03+0,29
Crp (mg/l) 0,013 +0,008 0,283 +0,040 0,027 +£0,010

La finalul studiului, evaluarea nivelului seric al creatininei evidentiaza urmatoarele
aspecte: creatinina serica a crescut usor in lotul tratat cu Ne (0,60 mg/dl) si Xa-Cs-Ne 50%,
(0,58 mg/dl) comparativ cu lotul martor (0,52 mg/dl), fara a se inregistra insa diferente
majore intre loturile studiate.

Animalele tratate cu Ne prezinta cresteri ale ureei serice la sfarsitul celor 14 zile de
tratament (59,3 mg/dl). Acelasi aspect se observa si la lotul de animale tratat cu Xa-Cs-Ne
50% (41,8 mg/dl), insa coadministrarea complexului polimeric cu Ne tinde sa amelioreze
valoarea parametrului biochimic.

Lotul tratat cu Ne prezinta un nivel mediu crescut al acidului uric (2,86 mg/dl)
comparativ cu lotul martor (1,92 mg/dl) si lotul tratat cu Xa-Cs-Ne 50% (2,03 mg/dl). Valori
apropiate de cele normale au fost gasite in lotul tratat cu Xa-Cs-Ne 50%.

De asemenea, se remarca la lotul tratat cu Ne un nivel mediu foarte ridicat al proteinei
C-reactive (0,283 mg/l), comparativ cu lotul martor (0,013 mg/l) si lotul tratat cu Xa-Cs-Ne
50% (0,027 mg/l). Valori apropiate de cele normale au fost gasite in lotul tratat cu Xa-Cs-Ne
50% (Merlusca si colab., 2016).

V1.2.9. Studiul histopatologic

Examinarile histologice ale sectiunilor de rinichi releva aspecte normale in grupul
control si congestie renald In grupul tratat cu Ne si Xa-Cs-Ne 50%.
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Figura 43. (a) Lot Control, aspect normal (x 200), (b) Lot tratat cu Ne, congestie renala (x
200), (c) Lot tratat cu Xa-Cs-Ne 50%, congestie renala (x 200)

In concordanti cu rezultatele prezentate in figura 44, sectiunile colonului sobolanilor
din grupul control, au aratat o structura histologica normala pentru mucoasa, submucoasa,
muscularis mucosae si seroasa.




Figura 44. Lot Control, (a) aspect normal (x 100), (b) aspect normal (x 200)

Grupul tratat cu Ne a fost asociat cu distrugerea arhitecturii, cresterea numarului de
celule caliciforme, cripte aberante, distrugerea epiteliului, inflamatie Tn lamina propria si
submucoasa (figura 45).

Figura 45. Lot tratat cu Ne: (a) cripte aberante si mici (x 100), (b) distrugerea epiteliului si
reducerea criptelor (x 200), (c) distrugera arhitecturii (x 100), (d) cresterea numarului de
celule caliciforme (x 100), (e) inflamatie in lamina propria si submucoasa (x 100), (f)
distrugerea completa a epiteliului mucoasei (x 100)

Examinarea histologica a sectiunilor de colon a sobolanilor din grupul tratat cu Xa-
Cs-Ne 50% a aratat o crestere a numarului de celule caliciforme si rare elemente inflamatorii
in lamina propria si submucoasa (figura 46) (Merlusca si colab., 2016).
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Figura 46. Lot tratat cu Xa-Cs-Ne 50%: (a) patura mucoasa (x 100), (b) inflamatie n lamina
propria si submucoasa (x 200), (c) inflamatie in lamina propria si Submucoasa (x 100), (d)
inflamatie in lamina propria si submucoasa (X 200), (e) cresterea numarului celulelor
caliciforme (x 100), (f) cresterea numarului celulelor caliciforme (x 200)

V1.2.3. Concluzii

A fost preparat complexul Xa-Cs utilizind metoda de gelifiere ionotropa
polielectrolitica, iar pe baza acestuia complexul Xa-Cs-Ne 50% a fost obtinut prin difuzia
solutiei de medicament in matricea polimerica.

Spectrele FTIR obtinute au confirmat prezenta in complecsii Xa-Cs-Ne 50%, a
medicamentului, precum si formarea legaturilor de hidrogen intre complexul polimeric si Ne.

Aspectul general al complexului Xa-Cs-Ne 50% obtinut prin difuzia medicamentului
n complexul polimeric, a prezentat o structura neuniforma, cu un aspect friabil si particule
distincte de medicament pe suprafata complexului.
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A fost studiat comportamentul la umflare al complecsilor Xa-Cs-Ne 50%, in medii de
pH similare mediului fiziologic gastro-intestinal (pH 2 pentru mediul gastric acid si pH 7,2
pentru mediul slab alcalin intestinal). Comprimatele Xa-Cs-Ne 50%, in mediul bazic au
retinut o cantitate de lichid mai mare fata de cea retinutd de comprimate in mediul acid.

Studiile de eliberare in vitro din comprimatele Xa-Cs-Ne 50%, atat in mediu bazic cat
si in mediu acid au evidentiat ca sistemele au eliberat maximul de Ne dupa aproximativ 24
ore indiferent de pH-ul mediului de dizolvare.

Studiile in vivo releva in cazul administrarii Ne Tnh complex, o ameliorare a
parametrilor biochimici (creatinina, uree, acid uric, proteina C-reactivd), precum si a
modificarilor histologice ale colonului, comparativ cu administrarea libera a medicamentului.

VII. SISTEME XANTAN-CHITOSAN-NEOMICINA PENTRU
ADMINISTRARE TOPICA

Produsele topice sunt clase importante de sisteme de administrare a medicamentelor,
iar utilizarea lor in terapie a devenit tot mai raspandita. Eficienta terapeutica a unei formulari
topice depinde atat de natura vehiculului, cat si de proprietatile fizico-chimice ale substantei
active. Formularile care au la baza geluri preparate prin utilizarea de diferiti polimeri sunt
recomandate pentru optimizarea formularilor topice continand medicamente. Gelurile au o
buna vascozitate, o bioaderenta satisfacatoare si sunt lipsite de iritabilitate sau sensibilitate la
administrare. Un grad mai mare de permeatie a pielii a fost observat la geluri decét la
celelalte vehicule, cum ar fi cremele si unguentele (Ozcan si colab., 2009).

Chitosanul si xantanul au fost studiati anterior ca si eXcipienti in industria
farmaceutica pentru diferite forme de dozare si s-au dovedit a avea caracteristici superioare
(Ozcan si colab., 2009; Benny si colab.,2014).

In ceea ce priveste tratamentul local cu antibiotice, acesta reprezinta unul din cele mai
importante aspecte in ceea ce priveste ingrijirea ranilor in scopul prevenirii infectiilor (Shukr
si Metwally, 2013). Mai multe studii clinice au aratat ca diferite antibiotice intre care si
sulfatul de neomicina, pot fi administrate topic pentru a eradica eficient bacteriile (Kiaee si
colab., 2016).

Scopul cercetarii noastre a fost acela de a formula si evalua hidrogeluri pe baza de Xa,
Cs si Ne, cu potentiale aplicatii in ingrijirea ranilor.

VI1.1. Prepararea hidrogelurilor Xa-Cs-Ne

Obtinerea sferelor Xa-Cs si Xa-Cs-Ne 50% este relatata in capitolul V1.

Pentru prepararea complexului Xa-Cs-Ne avand diferite concentratii a
medicamentului, 0,5 g perle liofilizate de Xa-Cs au fost adaugate in solutii de Ne de diferite
concentratii, conform tabelului 19. Difuzia completa a solutiei de Ne in suportul polimeric a
avut loc prin amestecare, timp de 15 de minute. Complexul polimer-medicament rezultat a
fost apoi liofilizat. Pentu acest studiu hidrogelurlie au fost considerate 7% substanta uscata in
apa.
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Tabelul 19. Compozitia hidrogelurilor preparate
Xa-Cs (g) Ne(g) apa(ml)

Proba

Xa-Cs-Ne 50%
Xa-Cs-Ne 40%
Xa-Cs-Ne 30%
Xa-Cs-Ne 20%
Xa-Cs-Ne 10%

0,50
0,50
0,50
0,50
0,50

0,50
0,33
0,21
0,12
0,05

VI11.2. Caracterizarea fizico-chimica, mecanica si biologica

Pentru caracterizarea hidrogelurilor Xa-Cs cu Ne incorporatd s-a utilizat analiza
termica si testele reologice. Teste de eliberare in vitro a Ne din complecsii Xa-Cs-Ne au fost
realizate de asemenea, utilizand metoda dializei descrisa anterior in capitolul I1l. Curba etalon
in solutie tampon fosfat pH 5,5 utilizata, a fost identica cu aceea obtinuta in tampon fosfat pH
2 si pH 7,2. Aceasta curba este prezentata in figura 35. Viabilitatea celulara a fost determinata
pe o linie celulara de fibroblasti din derm uman cu ajutorul metodei contactului indirect iar

5

5
5
5
5

activitatea antimicrobiana a fost evaluata prin metoda difuziei in agar.

VIL2.1. Analiza termica

Din punctul de vedere al relatiei structura-proprietati si in acelasi timp pentru a
evidentia mecanismul interactiunii polimer-medicament, determinarea proprietatilor termice

este importanta (Popa si colab., 2008; Dragan si colab., 1998).

Tabelul 20. Caracteristicile termogravimetice ale complecsilor si precursorilor
Etapa Tonset (°C) Tpeak (°C)  Tengset (°C) W %

Proba

Xa-Cs-Ne 10%

Xa-Cs-Ne 20%

Xa-Cs-Ne 30%

Xa-Cs-Ne 40%

Xa-Cs-Ne 50%

Ne

Xa -Cs

Tonset - temperatura la care Tncepe degradarea n fiecare etapd; Tpeax - temperatura la care viteza de degradare
este maxima; Tengser - temperatura la care se incheie procesul de degradare din fiecare etapa; W% - pierderea

53,6
217,4
272,6

54,1
222,0
274,2

56,9
220,4
259,8

64,0
223,7
259,1

58,6
223,7
272,4

58,7
223,7
267,2

49,7
253,3

72,0
236,1
297,4

71,3
234,8
287,8

80,6
237,0
267,5

82,9
236,9
266,3

84,7
237,6
262,9

86,7
234,5
284,1

77,8
294,7

43

108,3
272,6
332,0
111,3
274,2
356,1
127,7
259,8
351,2
147,1
259,1
417,5
135,3
272,4
363,4
150,6
241,2
309,5
119,1
327,2

8,18
12,35
58,28

7,18
17,17
48,18

9,53
17,36
56,23

7,32
17,26
38,00

9,85
24,29
33,65

7,33
14,76
42,35
12,54
62,17

Reziduu %

21,19

27,47

16,88

37,42

32,21

35,56

25,29



procentuald de masa din fiecare etapad; Reziduu - cantitatea de reziduu de la finalul procesului de incalzire de la
temperatura de 700 °C.

Figura 47 prezinta curbele termogravimetrice (TG), respectiv termogravimetrice
derivate (DTG), ale complexului polimeric, medicamentului si diferitelor formulari obtinute
pe baza acestora. In acord cu termogramele obtinute, se poate observa ci degradarea termica
are loc in douad sau trei etape. Procesul de degradare a prezentat doud sau trei picuri la care
viteza de descompunere este maxima. Prima etapa de degradare corespunde unei pierderi de
masa de 7,18% - 12,54% si este atribuitd evaporarii apei adsorbite la suprafata probelor.
Aceasta are loc in intervalul de temperaturd 49,7 °C - 150,6 °C si furnizeaza date asupra
umiditatii probelor. A doua etapa apare in intervalul de temperaturd de 217.4 °C - 274,2 °C si
este atribuitd unei deshidratari ulterioare, dar si deacetilarii probelor. Pentru probele
investigate ultima etapa de degradare are loc in intervalul de temperatura 253,3 °C - 417,5 °C
si probabil in aceasta etapa are loc depolimerizarea. Degradarea termica a Ne are loc in trei
etape cu o pierdere de masa de aproximativ 64,44%. Pierderea semnificativa de masa asociata
descompunerii Ne se datoreaza pierderii gruparilor —-OH si —NH; sub forma de apa si a unui
eventual amestec format din amoniac si N, (Szaniszld, 2013). Picul caracteristic celei de a
doua etape de degradare a Ne ce apare in jurul temperaturii de 235 °C apare si in cazul
complecsilor Xa-Cs-Ne, fiind cu atat mai intens cu cat creste cantitatea de Ne.
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Analiza DSC este utilizata cu scopul de a determina punctul de topire, modificarile de
cristalinitate, precum si reactiile ce au loc intre medicament si sistemul polimeric (Verma si
colab., 2012). Un rol important in ceea ce priveste comportamentul de eliberare al

medicamentului il are starea fizica a apei (Horn si colab., 2015).

Curbele DSC inregistrate in intervalul de temperatura 25 °C - 180 °C prezintd pentru
medicament, complex polimeric si complecsii polimer-medicament, un pic n jurul valorii 85
°C. Pentru complecsii polimer-medicament apare tendinta separarii unui al doilea pic care
este observat in intervalul 140,3 °C - 151,9 °C, acesta fiind deplasat la dreapta odatd cu
cresterea concentratiei de medicament.

Tabelul 21. Parametrii calorimetrici determinati in urma interpretarii curbelor DSC ale
complecsilor si precursorilor

Proba

Xa-Cs-Ne
10%
Xa-Cs-Ne
20%
Xa-Cs-Ne
30%
Xa-Cs-Ne
40%
Xa-Cs-Ne
50%
Ne
Xa -Cs

Tonset
(°C)
40,5
37,0
43,7
39,4
38,2

45,6
38,7

Pic 1
Tpeak

(’C)
82,6
82,0
85,9
86,7
84,4

84,7
87,3

Tendset
(°C)
127,6
127,9
135,4
137,8
138,7

162,2
151,1

AH
(/g)
170,10
185,22
146,29
146,68
156,06

208,38
351,27

TOHSEt
(°C)
131,0
132,5
140,2
141,9

143,2

Pic 2

Tpeak
(°C)
140,3
140,8
147,9
150,6

151,9

Tendset
°C)
158,1
153,6
159,6
163,2

165,5

AH
(J/9)
2,41
7,66
7,10
7,09

3,28

Ty — temperatura de tranzitie vitroasd, consideratd Midpoint pe curba inregistratd pe cea de a doua incdlzire;
Tonset - temperatura onset a fiecdrui inceput de etapd; T - temperatura la care viteza de degradare este
maxima; Tenqeet - temperatura endset a fiecarui final de etapd; AH - entalpia de evaporare.

Flux de caldurd (mW)

Xa-Cs-Ne 10%
Xa-Cs-Ne 20%
Xa-Cs-Ne 30%
Xa-Cs-Ne 40%
Xa-Cs-Ne 50%
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Figura 48. Curbele DSC pentru complecsii Xa-Cs-Ne si precursorii lor

Valorile entalpiilor de evaporare sunt in general mai scazute pentru formularile cu
continut mai ridicat de medicament. Entalpiile de evaporare in cazul celui de-al doilea pic
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variaza intr-un domeniu restrans de valori, conducand la ideea ca este necesara aproximativ
aceiasi energie pentru evaporare.

VI1.2.2. Teste reologice

Testul de baleiaj de amplitudine a fost efectuat Tn vederea stabilirii limitelor
domeniului vascoelastic liniar, precum si obtinerii de informatii privind stabilitatea
structurald si mecanica a hidrogelurilor. Acest test s-a efectuat utilizand o frecventa constanta
(10 rad/s) si variind amplitudinea (0,01% - 100%).
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Figura 49. Baleiajul de amplitudine pentru probele dispersate in apa (a) si tampon fosfat (b):
carouri pline si goale pentru G’si G” (Xa-Cs), cercuri pline si goale pentru G’si G” (Xa-Cs-
Ne 30%), triunghiuri pline si goale pentru G’si G” (Xa-Cs-Ne 50%)

Pentru toate sistemele studiate s-au evidentiat structuri stabile pentru o gama larga de
deformatii (figura 49). Valori mai ridicate ale modulilor dinamici si limite mai extinse ale
domeniului vascoelastic liniar se pot observa pentru hidrogelurile dispersate in solutiile
tampon (figura 49b) comparativ cu hidrogelurile dispersate in apa (figura 49a), care pot fi
explicate prin natura ionici a sistemelor. In ambele medii de dispersie, adiugarea
medicamentului a condus la scaderea modulilor dinamici, dar a avut un efect nesemnificativ
asupra stabilitdtii structurale a hidrogelurilor. S-au determinat limitele domeniilor
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vascoelastice liniare pentru toate probele analizate, atat in termeni de deformatie (0,5% - 5%),
cat si de efort de forfecare (1 Pa - 19 Pa).

In testele de baleiaj de frecvent, s-au inregistrat valorile modulului de acumulare
(G’), modulului de curgere (G”’) si ale vascozitatii complexe (In*1) atunci cand a fost aplicata
o deformatie cu amplitudine constantd in domeniul vascoelastic liniar. Frecventa oscilatiei a
fost variatd intre 0,1 rad/s si 100 rad/s. Spectrele mecanice ale hidrogelurilor permit o
diferentiere clara intre gelurile moi si cele puternice (Martinez-Ruvalcaba si colab., 2007). In
general, gelurile puternice au modulii dinamici independenti de frecventd, in timp ce
dependenta pronuntatd de frecventd a modulilor dinamici este caracteristica gelurilor moi.
Dupa cum era de asteptat, hidrogelurile Xa-Cs si Xa-Cs-Ne cu G’>G’’ au o structurd de gel
moale si o dependentd semnificativa a celor doi moduli dinamici de frecventa. Pentru toate
hidrogelurile, valorile G’ determinate la frecventa ® = 0,1 rad/s sunt mult mai mari de 10 Pa
sugerand o stabilitate structurald foarte buna in ambele medii de dispersie (Ibanescu si colab.,
2010).

1000 r 1000

G' (Pa) <M> G" (Pa)

PUNraere Ly |
o o o o oo o 0 O ee

100 - _ ah—a A
—;—A——L—if—h——i——*_‘_*_‘ o
F '3

MT 100

S—o—— ) P

b

10 A

-
i
St —a—A
1 T T 10
0.1 100

1 10
Frecventd unghiulara (rad/s)

(@)
1000 'Mr 1000
G' (Pa)" _ oo s e ® G (Pa)

o oo

— h—A

100 7

BT

) SN N

0.1 100

1 10
Frecventd unghiulara (rad/s)

(b)
Figura 50. Baleiajul de frecventa pentru probele dispersate in apa (a) si tampon fosfat (b):
carouri pline si goale pentru G’si G” (Xa-Cs), cercuri pline si goale pentru G’si G” (Xa-Cs-
Ne 30%), triunghiuri pline si goale pentru G’si G” (Xa-Cs-Ne 50%)

Valorile modulilor dinamici au fost mai mari pentru hidrogelurile dispersate in tampon fosfat
(figura 50b), Tn timp ce influenta adaugarii de Ne a fost mai pronuntata atunci cand apa a fost
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folositd ca mediu de dispersie (diferente mai mari intre moduli) (figura 50a). Cresterea
concentratiei de Ne a determinat o scadere a rezistentei hidrogelurilor (o micsorare a valorilor
G’), gelurile devenind mai moi, dar avand incd o structurd stabild. Variatia elasticitdtii
hidrogelurilor poate rezulta dintr-o scadere a numarului de interactiuni si intrepatrunderi intre
lanturile polimerului, cauzate de prezenta Ne.

Dependenta vascozitatii complexe de frecventa (figura 51) pentru toate hidrogelurile

analizate scoate in evidenta un comportament pseudoplastic (shear thinning behavior).
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Figura 51. Dependenta vascozitatii complexe de frecventa (In*1) pentru probele dispersate in
apa (a) si in tampon fosfat (b) carouri pline si goale (Xa-Cs), cercuri pline si goale (Xa-Cs-Ne
30%), triunghiuri pline si goale (Xa-Cs-Ne 50%)

Dupa cum se observa in figura 51, valorile vascozitatii complexe scad cu cresterea
frecventei pentru toate hidrogelurile. Tn plus, imobilizarea Ne conduce la o scadere a valorilor
vascozitatii complexe.

Testele de stabilitate In timp au fost efectuate la frecventd constanta (o = 10 rad/s) si
amplitudine constanta (in limitele domeniului vascoelastic liniar pentru fiecare proba), pentru
a estima stabilitatea structurald si integritatea hidrogelurilor preparate. Aceste teste
evidentiaza faptul ca hidrogelurile sunt stabile atat in apa cat si in tampon fosfat (figura 52).
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Figura 52. Testele de stabilitate in timp pentru probele dispersate in apa (a) si tampon fosfat
(b): carouri pline si goale pentru G’si G” (Xa-Cs), cercuri pline si goale pentru G’si G” (Xa-
Cs-Ne 30%), triunghiuri pline si goale pentru G’si G” (Xa-Cs-Ne 50%)

Mai mult decét atat, aceeasi influenta a mediului de dispersie este observata ca si in testele
reologice anterioare: modulii dinamici si prin urmare, rezistenta gelurilor, sunt putin mai mari
n sistemele dispersate in tampon fosfat, la pH 5,5. Prin adaugarea de Ne, gelurile au devenit
mai moi si mai catifelate, recomandand astfel aplicarea lor ca si produse farmaceutice cu
aplicatie topicd. Pentru unele sisteme, s-a observat o crestere usoard a valorilor modulilor
dinamici in timp. Acest lucru poate fi explicat prin efectul de relaxare si prin posibilele efecte
de evaporare ale apei care conduc la concentrarea hidrogelului.

Testele dinamice de baleiaj de temperatura au fost realizate dupa echilibrarea
temperaturii la 20 °C. Probele au fost incilzite cu 0,5 °C /min in domeniul de temperatura 20
°C - 40 °C, la o frecventd constantd de 10 rad/s si o deformatie constanta in limitele
domeniului vascoelastic liniar (0,5% - 5% pentru toate probele). Variatia modulilor dinamici
in functie de temperatura este prezentata in figura 53.

Pentru hidrogelurile dispersate in apa, s-a observat o crestere a valorii G’ (taria
gelului) cu mai mult de doud ordine de marime atunci cand temperatura a depasit 25°C
(figura 53a). Structura gelului nu a fost perturbata, dar se poate presupune o crestere a
mobilitatii moleculelor de apa permitind astfel asocierea directd a segmentelor hidrofobe ale
Xa si Cs (Taherian si colab., 2017). Acest efect a fost vizibil la temperaturi mai mari in cazul
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hidrogelurilor dispersate in tampon fosfat (figura 53b), fapt ce demonstreaza inca o data
influenta mediului de dispersie ionic asupra proprietatilor gelurilor.
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Figura 53. Dependenta de temperatura a modulilor dinamici G’ and G” pentru probele
dispersate 1n apa (a) si tampon fosfat (b): carouri pline si goale pentru G’si G” (Xa-Cs),
cercuri pline si goale pentru G’si G” (Xa-Cs-Ne 30%), triunghiuri pline si goale
pentru G’si G” (Xa-Cs-Ne 50%)

Utilizdnd apa ca mediu de dispersie, medicamentul addugat a avut acelasi efect,
evidentiat si in testele anterioare, hidrogelurile devenind mai moi. Pentru hidrogelurile
dispersate in tampon fosfat addugarea Ne le-a facut mai rezistente la temperatura mai ridicata
probabil datorita efectului unor interactiuni electrostatice mai puternice.

Curbele de curgere la 25 °C au fost inregistrate pentru hidrogelurile Xa-Cs, Xa-Cs-Ne
30% si Xa-Cs-Ne 50%. Figura 54 prezintd variatia vascozitatii dinamice cu viteza de
forfecare atat in apa, cat si in tampon fosfat.
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Figura 54. Curbele de curgere pentru probele dispersate in apa (a) si tampon fosfat (b):
carouri pline si goale (Xa-Cs), cercuri pline si goale (Xa-Cs-Ne 30%), triunghiuri pline si
goale (Xa-Cs-Ne 50%)

In toate sistemele studiate lanturile macromoleculare sunt incolicite, iar cresterea
vitezei de forfecare a determinat o desfacere a acestor lanturi si o scddere a vascozitatii. Mai
mult decat atat, la viteze de forfecare mici se observa o regiune newtoniana caracterizata de o
vascozitate constanta (no - vascozitatea la forfecare zero). Acest comportament ar putea fi
explicat prin aparitia unui echilibrul intre ruperea legaturilor datoritd vitezei de forfecare si
formarea altor legaturi noi.

Valorile vascozitatii la forfecare zero au fost influentate de natura mediilor de
dispersie si de continutul de Ne din probele studiate (tabelul 22).

Tabelul 22. Valorile vascozitatii la forfecare zero ale hidrogelurilor (modelul Carreau-

Yasuda)
Proba no(Pa s)
apa  tampon fosfat
Xa-Cs 31665 7479,1

Xa-Cs-Ne 30% 2582,5 3653,6
Xa-Cs-Ne 50% 898,38 2032,4
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La viteze de forfecare mari, desfacerea intrepatrunderilor dintre lanturile
macromoleculare predomina in comparatie cu formarea de legaturi noi si moleculele se
aliniaza pe directia de curgere, de aceea vascozitatea scade cu crestere vitezei de forfecare.
Pentru toate hidrogelurile analizate se observd un comportament pseudoplastic la viteze de
forfecare mai mari de 0,03 s™. Hidrogelurile dispersate in apa sunt caracterizate de valori
mici ale véscozitatii la viteze de forfecare mari datorita scaderii numarului de interactiuni
fizice dintre lanturile macromoleculare. Incapsularea unei cantititi mai mari de Ne in aceste
probe poate provoca o destructurare a hidrogelului determinand aparitia unor valori mici ale
vascozitdtii. Mai mult, deoarece continutul de Ne a crescut, in sistem pot apare reorganizari
ale interactiunilor intermoleculare si/sau intramoleculare. De asemenea, comportamentul
pseudoplastic poate fi datorat unei cresteri a frecdrii hidrodinamice dintre lanturile
macromoleculare si unei reorganizari a interactiunilor hidrofobe, ambele induse de prezenta
Ne.

VI11.2.3. Cinetica eliberarii in vitro a Ne din complexul Xa-Cs-Ne

Coeficientul de partitie al medicamentului Intre faza polimerica si cea apoasa, precum
si difuzia medicamentului prin membrana de dializa sunt fortele motrice pentru viteza de
eliberare a medicamentului din reteaua de hidrogel. Saculetii din membrana de dializa au
retinut nanoparticulele de hidrogel si au permis difuzia libera a medicamentului in mediul de
eliberare (Mehrotra si Pandit, 2015).

Profilul de eliberare in vitro al hidrogelurilor continand medicament a fost determinat
utilizand solutie tampon fosfat pH 5,5 (pH-ul pielii).
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Figura 55. Curba de eliberare in vitro a Ne din hidrogelurile Xa-Cs-Ne, la pH 5,5

Hidrogelurile Xa-Cs-Ne au prezentat o eliberare initiald, rapida a medicamentului in
primele ore, urmata de o eliberare sustinuta mai lenta si continua pana la 24 ore. Eliberarea
rapida initiala s-a datorat medicamentului de la suprafatd, in timp ce eliberarea mai lenta s-a
datorat difuziei medicamentului Tncorporat. Procentul de medicament eliberat din formularile
studiate a variat Tn intervalul 39,66% - 83,89%, iar acesta a crescut pe masura ce cantitatea de
complex polimeric in sistem a scazut. Toate cele cinci sisteme polimer-medicament au
eliberat maximul de Ne in aproximativ 24 ore.
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Parametrii difuzionali au fost determinati aplicand ecuatia Ritger si Peppas discutata

anterior n capitolul I.
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Figura 56. Cinetica de eliberare a Ne din hidrogelurile Xa-Cs-Ne, la pH 5,5, pentru cele 2
intervale de timp

Valorile lui n obtinute pentru eliberarea Ne din hidrogelurile Xa-Cs-Ne la pH 5,5,
sunt sub valoarea lui 0,5 atat pentru primul interval (0 ore - 8 ore Xa-Cs-Ne 40%, Xa-Cs-Ne
50%, 0 ore - 6 ore Xa-Cs-Ne 20% si 0 ore - 4 ore Xa-Cs-Ne 10%) cat si pentru al doilea
interval de timp (8 ore - 24 ore Xa-Cs-Ne 50%, Xa-Cs-Ne 40%, Xa-Cs-Ne 50%, 6 ore - 24
ore Xa-Cs-Ne 20% si 4 ore - 24 ore Xa-Cs-Ne 10%) si sunt caracteristice unui proces de
difuzie Fickian. Exceptie face valoarea lui n obtinuta pentru eliberarea Ne din hidrogelurile
Xa-Cs-Ne 50%, in intervalul O ore - 8 ore, aceasta avand valoarea 0,52 si fiind caracteristica
unui proces de difuzie non-Fickian.

VI1.2.4. Evaluarea viabilitatii celulare

Determinarea citotoxicitatii este esentiald, deoarece in timpul aplicarii, hidrogelurile
intrd in contact direct cu celulele (Bellini si colab., 2015) Tn figura 57 sunt prezentate
rezultatele testului de citotoxicitate pentru loturile martor, Xa-Cs-Ne 30%, Xa-Cs-Ne 50%, la
diferite intervale de timp. Analizand datele obtinute se poate observa in cazul celor trei loturi
testate o viabilitate celulard de peste 80%, indicand astfel ca hidrogelurile sunt
biocompatibile. Se constatd o tendinta de descrestere in timp a viabilitatii celulare pentru
loturile Xa-Cs-Ne. De asemenea, o tendintd de descrestere a viabilitatii se observa si pe
masura ce concentratia in complexul polimeric scade, iar concentratia in Ne creste.

120 | mXa-Cs ®Xa-Cs-Ne30% ®™Xa-Cs-Ne in%|

—
[=]
(=]

60

40 |

Viabilitatea celular (%)

20 +

O -
24 ore 48 ore 72 ore

Figura 57. Viabilitatea celulara a loturilor Xa-Cs, Xa-Cs-Ne 30% si Xa-Cs-Ne 50%
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VI11.2.5. Activitatea antibacterianda

Figura 58 si tabelul 23 prezinta activitatea antibacteriana a Xa-Cs, Xa-Cs-Ne 50% si

Ne pe tulpinile de Staphylococcus aureus si Escherichia coli.
; —— ¥ ,7}\' o

@® k)
Figura 58. Zona de inhibitie a Xa-Cs, Xa-Cs-Ne 50% si Ne Tn cazul tulpinilor
(a) Staphylococcus aureus ATCC 25923 si (b) Escherichia coli ATCC 25922

Tabelul 23. Activitatea antibacteriana a compusilor testati
Diametrul zonei de inhibitie (mm)
Staphylococcus aureus Escherichia coli

Suspensie/Control pozitiv

ATCC 25923 ATCC 25922

Xa-Cs (20 pg/cilindru) 18,33 £ 0,57 13,00 £ 1,00

Ne (20 pg/cilindru) 26,33 £ 0,57 24,33 £ 0,57
Xa-Cs-Ne 50% (40 pg/cilindru) 22,66 = 0,57 20,66 = 0,57
Ampicilina (25 pg/disc) 30,33 £ 0,57 18,66 £ 0,57
Cloramfenicol (30 pg/disc) 29,00 = 0,00 30,33 +£0,57
Neomicina (30 pg/disc) 21,00 + 1,00 21,33+ 0,57

Dupa cum se poate observa in tabelul 23, toate probele au fost eficiente atunci cand au
fost testate pe tulpinile de Staphylococcus aureus si Escherichia coli. Tn ciuda efectului
sinergetic cunoscut al Ne si Cs, cea mai mare zond de inhibitie a fost inregistratd pentru Ne,
consecintd a faptului cd medicamentul nu a fost eliberat complet dupa 24 de ore din
complexul polimeric Xa-Cs. Hidrogelurile Xa-Cs-Ne 50% au dezvoltat zone de inhibitie mai
mari decat a hidrogelurilor Xa-Cs. Efectul antimicrobian al Cs se datoreaza naturii sale
cationice. Interactiunea Iintre gruparile amino ale Cs cu componentii anionici ai
microorganismelor (lipopolizaharide, acid teicoic, etc), este considerata a fi responsabila de
activitatea antimicrobiana (Malinowska-Panczyk si colab., 2015). In ceea ce priveste eficienta
impotriva bacteriilor, toate probele au aratat activitate inferioarda pe Escherichia Coli prin
comparatie cu Staphylococcus aureus, care a fost mai mult sensibila.

VI11.3. Concluzii

Hidrogeluri pe baza de Xa, Cs si Ne, au fost preparate si testate in eventualitatea
utilizarii acestora ca si produse dermatologice.

Rezultatele furnizate de analiza termica au confirmat includerea medicamentului in
hidrogeluri, picul caracteristic celei de a doua etape de degradare a Ne ce apare in jurul
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temperaturii de 235 °C fiind prezent si in cazul complecsilor Xa-Cs-Ne, cu atat mai intens cu
cat creste cantitatea de Ne.

Hidrogelurile Xa-Cs si Xa-Cs-Ne au fost caracterizate din punct de vedere reologic
utilizand ambele tipuri de teste reologice-oscilatorii si rotationale. Hidrogelurile analizate
prezintd o structurd stabild, caracteristicd pentru gelurile fizice slabe cu modulii dinamici
dependenti de frecventa si G’ mai mare decat G” pe intreg domeniul experimental. S-a
urmdrit influenta mediului de dispersie, a continutului de medicament precum si a
temperaturii, asupra structurii hidrogelurilor. Valori mai ridicate ale modulilor dinamici au
fost obtinute pentru hidrogelurile dispersate in tampon fosfat comparativ cu cele dispersate in
apa, datoritd cresterii tariei ionice care modifica structura internd a hidrogelului. Cresterea
concentratiei de Ne a dus la o scadere a valorilor modulilor dinamici, obtinandu-se astfel
geluri mai moi cu un aspect mai catifelat, usor de etalat pe piele, potrivite pentru utilizarea lor
in creme si unguente cu aplicatie dermala. Pentru toate probele s-a observat un comportament
pseudoplastic, o conditie necesara pentru o multime de aplicatii biomedicale. Structura si
proprietatile finale a acestor hidrogeluri au fost puternic influentate de o serie de factori:
compozitia hidrogelului, continut in principiu activ, mediu de dispersie si temperatura. Pentru
aplicatii specifice, in scopul prepardrii hidrogelurilor cu proprietatile dorite trebuie luate in
consideratie toate interactiunile dintre acesti factori.

Testele in vitro releva faptul ca hidrogelurile pot sustine eliberarea medicamentului o
perioada de 24 ore, acesta fiind eliberat din hidrogelurile Xa-Cs printr-un mecanism Fickian,
exceptie facand prima etapa de eliberare a Ne din hidrogelurile Xa-Cs-Ne 50% pentru care
mecanismul este de tip non-Fickian.

In cazul hidrogelurilor testate se observi o viabilitate celulara de peste 80%, indicand
o bund biocompatibilitate a acestora. Non-citotoxicitatea le valideaza ca si potentiale sisteme
cu eliberare controlata.

Testele antimicrobiene, confirma eliberarea medicamentului in timp. Hidrogelurile
demonstreaza o eficientd inhibitie bacteriand atunci cand sunt testate pe culturi de
Staphylococcus aureus si Escherichia coli.

CONCLUZII GENERALE

Tn ultimele decenii, o gama variata de sisteme cu eliberare controlatd de medicamente
pe baza de polimeri a fost dezvoltata, ca un nou mijloc de control al eliberarii de
medicamente, temporala sau distributiva (specifica locului). Sistemele cu eliberare controlata
de medicamente ofera numeroase avantaje comparativ cu sistemele conventionale, cum ar fi
eficienta imbunatatita si toxicitatea redusa. Lucrarea de fatd, prezinta rezultate proprii privind
obtinerea unor sisteme cu eliberare controlata pe baza de hidrogeluri si doud medicamente
antimicrobiene, cu potential rol in prevenirea sau tratarea infectiilor la nivelul pielii sau
intestinului.

Rezultatele obtinute pe parcursul cercetdrii au permis formularea urmatoarelor
concluzii:
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1. Au fost sintetizate trei seturi de filme pe baza de Cs si PVA cu Ne incorporata,
variind concentratiile intre polimeri, in scopul obtinerii de potentiale pansamente cu rol in
protectia si vindecarea ranilor.

Sistemele sintetizate au fost caracterizate prin spectroscopie IR, analiza termica,
microscopie SEM. Rezultatele analizelor FTIR, precum si rezultatele analizelor termice au
confirmat prezenta medicamentului in sistemele obtinute cat si interactiunea acestuia cu
complexul polimeric, in timp ce rezultatele analizelor SEM au elucidat caracteristicele
morfologice pe suprafata a filmelor sintetizate, respectiv o suprafatd mai putin ordonata cu
pori.

Caracterul hidrofil/hidrofob al suprafetelor filmelor sintetizate a fost pus in evidenta
prin masuratori ale unghiului de contact static, folosind metoda picaturii de lichid. Datele
experimentale au aratat in cazul filmelor incarcate cu medicament, valori ale unghiurilor de
contact sub 90°, indicand astfel pentru acestea o suprafata hidrofila. De asemenea, o crestere
a hidrofiliei filmelor este observata pe masura cresterii continutului de PVA in amestec.

Proprietatile mecanice au fost puse in evidenta prin realizarea de teste prin intinderea
uniaxiala a probelor pana la rupere, sub actiunea unei tensiuni. Rezultatele releva faptul ca
existd diferente semnificative intre filmele fara medicament si incarcate cu medicament, cele
din urma fiind mai fragile si mai putin flexibile. Tn schimb, pe masura cresterii procentului de
PVA in comporzitia filmelor elongatia si rezistenta acestora creste, iar Modulul Young
descreste.

Activitatea antbacteriana a filmelor a fost testata contra speciilor Staphylococcus
aureus si Escherichia coli, infectiile ranilor cu aceste tipuri de bacterii fiind intre cele mai
raspandite. Activitatea antibacteriana inregistrata a fost semnificativ mai mare in cazul
filmelor cu medicament comparativ cu filmele farda medicament. Un diametru al zonei de
inhibitie usor crescut a fost observat in cazul tulpinilor Staphylococcus aureus in comparatie
cu Escherichia coli.

2. Au fost obtinute sisteme tip filme pe bazd de Cs si PVA incédrcate cu doud
medicamente antimicrobiene, Ne si Nis separat si prin combinarea acestora.

Microscopia SEM a evidentiat o structurd compacta si omogena, cu cateva particule
de medicament nedizolvate in cazul filmelor continand Nis, respectiv cateva cavitati in cazul
filmelor continand Ne.

Analiza sistemelor polimer-medicament obtinute sub forma de filme, a probat
cresterea hidrofiliei sistemelor determinata de prezenta medicamentelor. O crestere mai mare
a hidrofiliei filmelor a fost inregistrata in cazul filmelor contindnd Nis si Ne, datorita
concentratiei crescute de medicament.

Desi incorporarea Ne si/sau Nis in filmele Cs-PVA a avut ca rezultat micsorarea
rezistentei si elongatiei filmelor, rezultatele obtinute recomanda utilizarea lor ca si
pansamente cu rol in protectia si vindecarea ranilor.

Comportamentul la eliberare al medicamentelor din suporturile polimerice este
caracteristic sistemelor difuzionale implicand un “burst effect” initial, urmat de o eliberare
mai lentd, pana la 6 ore, sugerdnd potentiale aplicatii ale filmelor in transportul
medicamentelor in cazul infectiilor pielii. O capacitate imbunatatita de eliberare este
remarcata 1n cazul filmelor continand ambele tipuri de medicament.
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Testele de citotoxicitate incadreaza filmele continand ambele tipuri de medicament in
categoria celor lipsite de toxicitate.

3. A fost preparat complexul Xa-Cs utilizdnd metoda de pregelifiere ionotropa
polielectrolitica. Tncorporarea medicamentului Tn acest sistem a fost realizata prin difuzia
solutiei de medicament in complexul polimeric. Hidrogelurile Xa-Cs-Ne 50% au fost testate
n eventualitatea utilizarii acestora ca si comprimate pentru administrare orala, cu potential
rol in tratarea infectiilor intestinale.

Analiza de spectroscopie FTIR a confirmat prezenta medicamentului Thcorporat in
sistemul Xa-Cs, iar microscopia SEM a evidentiat particule distincte de medicament la
suprafata complexului polimeric.

Comprimatele obtinute pe baza amestecului Xa-Cs-Ne 50% au prezentat capacitate
diferita de retentie a apei, in functie de pH-ul mediului: in mediul bazic au retinut o cantitate
de lichid mult mai mare fata de cea retinuta in mediul acid, gradul de umflare fiind 1150% la
pH 7,2, respectiv 220% la pH 2. Echilibrul la umflare a fost atins dupa 48 ore pentru ambele
medii.

Difuzia medicamentului in comprimate s-a datorat umflarii acestora in mediile de
eliberare (mediu simulat gastric si mediu simulat intestinal). Eliberarea a fost dependenta de
pH, iar modelul propus pentru cinetica de eliberare a fost cel descris de Ritger si Peppas.
Valorile exponentilor difuzionali indicd, ca medicamentul este eliberat din hidrogelurile Xa-
Cs-Ne 50% printr-un mecanism non-Fikian in primul interval de timp si printr-un mecanism
Fickian in al doilea interval de timp.

Rezultatele favorabile otinute in urma studiilor in vivo recomanda utilizarea
sistemului Xa-Cs-Ne 50% ca si protector impotriva efectelor adverse induse de administrarea
Ne. O ameliorare a parametrilor biochimici (creatinind, uree, acid uric, Crp), precum si a
modificarilor histologice ale colonului, a fost obsevata la administrarea medicamentului in
combinatie cu polimerul, comparativ cu administrarea doar a medicamentului.

4. Formularile Xa-Cs-Ne avand diferite concentratii ale polimerului si
medicamentului au fost testate in eventualitatea utilizarii acestora ca si hidrogeluri cu
potential rol in tratarea infectiilor pielii.

Din punct de vedere termic, picul caracteristic celei de a doua etape de degradare a Ne
ce apare n jurul temperaturii de 235 °C apare si in cazul complecsilor Xa-Cs-Ne, fiind cu atat
mai intens cu cat creste cantitatea de medicament. Rezultatele furnizate de analiza termica
confirma astfel includerea medicamentului in hidrogeluri.

Caracterizarea a inclus si un studiu reologic al hidrogelurilor cu si fara medicament.
Hidrogelurile analizate prezinta o structura stabila, caracteristica pentru gelurile fizice slabe
cu modulii dinamici dependenti de frecventa si G* mai mare decat G” pe intreg domeniul
experimental. S-a urmarit influenta mediului de dispersie si a continutului de medicament,
asupra structurii si proprietatilor hidrogelurilor si s-a demonstrat cd au fost puternic
dependente de acesti factori. Valori mai ridicate ale modulilor dinamici au fost obtinute
pentru hidrogelurile dispersate in tampon fosfat comparativ cu cele dispersate in apa, datorita
cresterii tariei ionice care modifica structura internd a hidrogelului. Cresterea concentratiei de
Ne a dus la o scadere a valorilor modulilor dinamici, obtinandu-se astfel geluri mai moi cu un
aspect mai catifelat, usor de etalat pe piele, potrivite pentru utilizarea lor in creme si unguente
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cu aplicatie dermala. Pentru toate probele s-a observat un comportament pseudoplastic, o
conditie necesara pentru o multime de aplicatii biomedicale.

Studiile de eliberare in vitro a Ne din hidrogeluri au evidentiat un proces care are loc
in doud etape: prima etapad, caracterizatd de o eliberare rapida pentru primele 12 ore, urmata
de o a doua etapa cu o viteza de eliberare mica pana la 24 ore. Mecanismul de transport si
eliberare a medicamentului este guvernat de procesul de difuzie Fikian pentru toate sistemele,
exceptie facand sistemele Xa-Cs-Ne 50% pentru intervalul de timp O ore - 8 ore.

Analiza comportamentului fizico-chimic si mecanic al hidrogelurilor a fost
completatd de analiza din punct de vedere biologic, ludnd in considerare scopul aplicativ al
acestora. Astfel, alaturi de lipsa efectului citotoxic demonstrat in raport cu celulele primare de
tipul fibroblastilor, hidrogelurile obtinute au prezentat o eficienta inhibitie bacteriana atunci
cand au fost testate pe culturi de Escherichia coli si Staphylococcus aureus.

Rezultatele obtinute in prezenta lucrare reprezintd o contributie importantd in
domeniul sistemelor cu eliberare controlata de medicamente, avand ca aplicatii domenii
importante si anume cel al prevenirii sau tratarii infectiilor de la nivelul pielii, respectiv cel al
prevenirii sau tratarii infectiilor de la nivelul intestinului.
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