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INTRODUCERE

Un domeniu de actualitate al cercetarii farmaceutice il constituie dezvoltarea unor noi
sisteme farmaceutice semisolide ca potentiale vehicule pentru eliberarea topica a substantelor
medicamentoase, utilizand excipienti de origine naturald. Beneficiile pe care le prezinta aceste
tipuri de formulari sunt determinate atat de diversitatea excipientilor, cat si de proprietatile
specifice deosebit de avantajoase ale acestora si anume: abundentd relativa,
biocompatibilitate, biodegradabilitate, non-iritabilitate, inocuitate si pret de cost scazut.
Hidrogelurile reprezintd o categorie importanta de baze de unguent, utilizate frecvent in
formularea preparatelor dermatologice si cosmetice, datorita numeroaselor avantaje pe care le
ofera. Din acest grup fac parte si hidrogelurile biocompatibile pe baza de polimeri naturali,
(ex. chitosan, pectine, gume), care au fost intens studiate in ultimul deceniu, datorita
beneficiilor asigurate de caracteristicile specifice ale agentilor formatori de gel.

Totodata, cercetarile in domeniul tehnologiei farmaceutice urmaresc abordarea unor
strategii de marire/optimizare a eliberarii substantelor medicamentoase la locul de actiune,
astfel incat sa se obtinad o biodisponibilitate crescutd/optima a agentului terapeutic. Cu toate ca
eliberarea dermicd/transdermica oferd avantaje semnificative in comparatie cu caile
conventionale, functia de barierd a pielii limiteaza foarte mult transportul transdermic al
substantelor medicamentoase. O strategie de largire a gamei de substante medicamentoase
care pot fi eliberate eficient prin piele, este utilizarea promotorilor de permeatie cutanata. In
ultimii ani, doud grupe de promotori ai penetratiei percutanate a substantelor active au captat
interesul cercetdtorilor din domeniul dermatologiei si farmaceutic: esterii de zaharoza din
grupul surfactantilor neionici si uleiurile esentiale. Acestor excipienti de origine naturala li s-a
acordat statut GRAS (Generally Recognized As Safe), fiind biocompatibili, biodegradabili,
netoxici, neiritan{i si non-alergici. Potentialul de promotori ai penetratiei percutanate al
esterilor de zaharoza si uleiurilor esentiale a fost demonstrat pentru numeroase substante
medicamentoase liposolubile si hidrosolubile.

Infectiile fungice superficiale si invazive sunt considerate in prezent o problema de
sanitate publicd pe plan mondial, datoritd cresterii incidentei lor. In scopul solutionrii acestei
probleme, au fost propuse si avizate cateva strategii pentru largirea arsenalului terapeutic
disponibil pacientilor cu infectii fungice sistemice sau superficiale. Una dintre aceste strategii
a constat in introducerea in terapeutica clinica de noi agenti antifungici, apartinand diferitelor
clase chimice, cum ar fi derivatii de azol. Din aceasta clasa, face parte si fluconazolul, care,
datoritd spectrului de actiune si proprietatilor biofarmaceutice si farmacocinetice avantajoase,
este foarte frecvent utilizat astazi In tratamentul oral si topic al candidozelor, dermatofitozelor
si altor infectii fungice superficiale. O alta strategie de largire a arsenalului terapeutic
antifungic vizeazd dezvoltarea de noi sisteme farmaceutice, care sd asigure o
biodisponibilitate optima substantelor medicamentoase amtimicotice incorporate si implicit
cresterea eficacitatii lor. Cercetarile din ultimele doua decenii au fost orientate mai ales in
directia dezvoltarii de noi forme farmaceutice destinate terapiei antifungice topice, care s-a
dovedit a fi mai avantajoasa fata de tratamentul sistemic, al cdrui principal inconvenient este
incidenta crescutd a efectelor secundare ale agentilor antimicotici. In formularea acestor noi
sisteme farmaceutice de eliberare a agentilor antifungici, astdzi se acorda o atentie deosebita
atat asigurdrii inocuitatii si tolerantei preparatelor prin selectarea unor excipienti naturali,
biocompatibili si biodegradabili, cat si optimizdrii penetratiei percutanate a substantei
medicamentoase prin diferite modalitati.

Toate premisele prezentate mai sus, sunt descrise n detaliu in primele trei capitole ale
tezei, constituind partea generala.

Pe baza acestor premise, cercetdrile experimentale efectuate in cadrul acestei teze de
doctorat au vizat dezvoltarea unor noi sisteme farmaceutice semisolide hidrofile pentru
eliberarea topicd eficientd a fluconazolului, utilizdnd substante auxiliare biocompatibile,
biodegradabile, netoxice, neiritante si cu activitate antifungica proprie. Un obiectiv important
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al formularii noilor sisteme semisolide studiate a fost si optimizarea penetratiei percutanate a
fluconazolului, prin abordarea mai multor strategii care sd determine marirea semnificativa a
concentratiei agentului terapeutic la locul de aplicare, implicit cresterea eficacitatii terapeutice
a medicamentului si a compliantei pacientului la tratament.

O prima directie de cercetare, prezentatd in capitolul IV al acestei teze, a avut ca
obiectiv dezvoltarea si caracterizarea farmacotehnica a unor baze de hidrogel continand un
polimer hidrofil natural, chitosanul, ca agent gelifiant si diferiti cosolventi (glicerol,
propilenglicol, tetraglicol si polietilenglicol 400), capabile sa incorporeze si sa dizolve un
numir cit mai mare de substante medicamentoase insolubile in apa. In aceastd etapi a
studiului s-a evaluat influenta tipului si concentratiei cosolventului asupra caracteristicilor
fizico-chimice si reologice ale bazelor de hidrogel cu chitosan in diferite concentratii.

Tn cea de-a doua etapi a cercetirii experimentale descrisa in capitolul V, s-a investigat
posibilitatea formularii si prepardrii unor noi hidrogeluri topice biocompatibile pe baza de
chitosan/hidroxipropilmetilceluloza continand fluconazol 2% si diferiti promotori de absorbtie
naturali. Tn acest scop, fluconazolul a fost incorporat intr-un vehicul hidrogel inovator, pe
baza de doi biopolimeri ca agenti de gelifiere (chitosan si hidroxipropilmetilceluloza) si un
ester de zaharoza (laurat sau palmitat de zaharoza in diferite concentratii), respectiv un ulei
esential, ca promotor de penetrare. Totodata, s-a studiat si influenta variabilelor de formulare
(esterii de zaharoza si uleiurile esentiale) atat asupra caracteristicilor fizico-chimice (continut
in substanta activd, pH) si reologice (viscozitate, comportament de curgere, consistenta,
capacitate de etalare) ale hidogelurilor experimentale, cat si asupra eliberarii si permeatiei in
vitro a fluconazolului din formulari prin membrana sintetica hidrofila si prin piele excizata de
pe urechea de porc. De asemenea, a fost evaluata si activitatea antifungica in vitro a
hidrogelurilor experimentale.

Capitolul sase al partii experimentale este dedicat prezentarii contributiilor aduse la
dezvoltarea unor microemulsii biocompatibile gelificate cu chitosan, pe baza de uleiuri
volatile si esteri de zaharoza pentru eliberarea topicd a fluconazolului. In acest studiu, a fost
investigat potentialul altei metode de marire a penetratiei percutanate in cazul fluconazolului
si anume utilizarea microemulsiilor ca transportori coloidali ai substantei active prin piele.
Noile formulari de microemulsii au fost stabilite pe baza diagramelor ternare de fazd, iar
caracteristicile lor (diametrul mediu al picéturilor, indicele de polidispersie, potentialul zeta,
viscozitatea, pH-ul) au fost evaluate prin teste specifice acestei forme farmaceutice. Calitatea
microemulsiilor gelificate cu chitosan a fost evaluata prin aceleasi teste aplicate si in cazul
hidrogelurilor prezentate in capitolul anterior. De asemenea, a fost efectuat si studiul eliberarii
si permeatiei percutanate in vitro a fluconazolului din microemulsiile-gel prin membrana
sintetica respectiv biologica (piele excizata de pe urechea de porc). Activitatea antifungica in
vitro a microemulsiilor-gel experimentale a fost evaluata fata tulpini de Candida albicans.

In ultimul capitol al partii experimentale se descrie validarea unei metode
spectrofotometrice in vizibil propusa pentru dozarea fluconazolului in prezenta unor uleiuri
esentiale, astfel Tncat performantele metodei analitice sa fie maxime si in acelasi timp metoda
sa fie cat mai rapida. Validarea metodei de analiza cantitative propuse a fost efectuata in
conformitate cu reglementarile nationale si europene, fiind verificati urmatorii parametri:
precizia, liniaritatea, acuratetea si robustetea.

Rezultatele studiilor experimentale din aceastd lucrare conduc la concluzii finale
privind:

- efectul tipului si concentratiei unor cosolventi (glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol 400 si tetraglicol) asupra caracteristicilor fizice si mecanice ale unor
hidrogeluri pe bazda de 3%, 3,5% si 4% chitosan, ca potentiale vehicule pentru
eliberarea topica a unor substante medicamentoase greu solubile Tn apa;

- efectul esterilor de sucroza asupra penetratiei percutanate in vitro a fluconazolului
din hidrogeluri biocompatibile pe baza de chitosan/hidroxipropilmetilceluloza prin
piele de porc;
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- efectul uleiurilor esentiale asupra penetratiei percutanate in vitro a fluconazolului din
hidrogeluri biocompatibile pe baza de chitosan/hidroxipropilmetilceluloza prin piele
de porc;

- posibilitatea de marire a penetratiei si absorbtiei percutanate prin dezvoltarea unor
microemulsii gelificate cu chitosan folosite ca transportori ai fluconazolului;

- activitatea antifungica in vitro a hidrogelurilor experimentale dezvoltate;

- dezvoltarea si validarea unei metode de analiza prin spectrofotometrie in vizibil
pentru dozarea fluconazolului in prezenta unor uleiuri esentiale.

Tema acestei teze de doctorat este importantd si de actualitate, iar studiile efectuate si
rezultatele acestora deschid pe plan national o noud directie de cercetare, iar pe plan
international contribuie la extinderea grupului noilor sisteme farmaceutice topice semisolide
cu efect antimicotic, propuse si investigate in scopul dezvoltarii unor produse
medicamentoase fiabile comercial.

Motivatia cercetirii

Pana in prezent pe piata farmaceutica autohtond nu este disponibil niciun preparat
topic cu fluconazol, iar pe piata internationala au fost autorizate doar cateva produse (ex.
Diflucan® gel). Principala provocare in dezvoltarea unor sisteme topice de eliberare a
fluconazolului o constituie hidrosolubilitatea sa foarte scazutd, care limiteaza considerabil
biodisponibilitate crescutd. In consecintd s-a considerat oportuni si de actualitate efectuarea
unor studii detaliate privind formularea, prepararea si caracterizarea unor forme farmaceutice
semisolide, biocompatibile, netoxice si neiritante ca vehicule pentru eliberarea topica eficienta
a fluconazolului.

Contributiile originale ale acestei teze de doctorat au fost orientate in directia:

e abordarii problematicii utilizarii fluconazolului incorporat in noi Sisteme
farmaceutice semisolide biocompatibile, pe baza de excipienti naturali, pentru
administrare topica la pacientii cu infectii fungice;

e dezvoltarii unor sisteme farmaceutice dermice semisolide cu fluconazol, cu
eliberare si permeatie crescuta, in premiera nationald, sub forma de:

1. hidrogeluri pe bazd de chitosan/hidroxipropilmetilceluloza continadnd
fluconazol 2% si esteri de zaharoza (laurat de sucroza si palmitat de
sucroza) sau uleiuri esentiale (ulei de scortisoara si ulei de cuisoare) ca
promotori de penetrare;

2. microemulsii topice biocompatibile gelificate cu chitosan, pe baza de
uleturi volatile si esteri de zaharoza, pentru eliberarea fluconazolului.

e claborarii si validarii unei metode spectrofotometrice in vizibil pentru dozarea
fluconazolului in prezenta unor uleiuri esentiale.

Obiectivele tezei de doctorat
In ultimul deceniu, s-a manifestat un interes crescut fatd de utilizarea topicd a
fluconazolului, ca alternativa la terapia orald sau sistemicd, fiind propuse si investigate
diferite sisteme de eliberare clasice si moderne (ex. emulsii, emulgeluri, lipogeluri, geluri
lipozomale, microemulsii, microemulsii-geluri), capabile sa transporte si sa elibereze mai
eficient fluconazolul, optimizand astfel actiunea sa terapeutica.
Studiile efectuate Tn cadrul tezei de doctorat au fost orientate h urmatoarele directii:
e dezvoltarea si caracterizarea farmacotehnicad a unor baze de hidrogel pe baza de
chitosan (polimer hidrofil natural), ca agent gelifiant si diferiti cosolventi
(glicerol, propilenglicol, tetraglicol si polietilenglicol 400), Tn vederea
incorporarii si dizolvarii unui numar cat mai mare de substante medicamentoase
insolubile 1n ap4;
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e formularea si preparea unor noi hidrogeluri topice biocompatibile pe baza de
chitosan/hidroxipropilmetilceluloza continand fluconazol 2% si  diferiti
promotori de absorbtie naturali (esteri de zaharoza si uleiuri esentiale);

e influenta variabilelor de formulare (esterii de zaharoza si uleiurile esentiale)
asupra caracteristicilor fizico-chimice, reologice, si asupra eliberarii si
permeatiei Iin vitro a fluconazolului din formuldrile experimentale prin
membrana sintetica hidrofila si prin piele excizatd de pe urechea de porc;

e dezvoltarea unor microemulsii biocompatibile gelificate cu chitosan, pe baza de
uleiuri volatile si esteri de zaharoza pentru eliberarea topica a fluconazolului;

e investigarea potentialului altei metode de marire a penetratiei percutanate in
cazul fluconazolului si anume utilizarea microemulsiilor ca transportori coloidali
ai substantei active prin piele;

e evaluarea activitatii antifungice in vitro a formularilor experimentale cu
fluconazol fata tulpini de Candida albicans;

e propunerea si validarea unei metode spectrofotometrice in vizibil pentru dozarea
fluconazolului in prezenta unor uleiuri esentiale.

PARTEA GENERALA

Partea generala a tezei de doctorat cuprinde trei capitole:

Capitolul I — care descrie excipientii farmaceutici naturali utilizati in dezvoltarea unor
formulari topice semisolide biocompatibile precum esterii de zaharoza cu rol de promotori de
penetratie si surfactanti, uleiurile esentiale produse naturale cu rol de promotori ai penetratiei
si chitosanul polimer natural cu rol de agent gelifiant.

Capitolul 1l — se referda la doua tipuri de sisteme farmaceutice biocompatibile intens
studiate in prezent ca vehicule pentru eliberarea topica a substantelor medicamentoase si
anume: hidrogelurile pe baza de chitosan si microemulsiile/microemulsiile-gel pe baza de
surfactanti naturali si biopolimeri.

Capitolul 11l — care include date de literatura despre fluconazol selectat ca substantad
medicamentoasa model si motiveaza alegerea sa.

PARTEA EXPERIMENTALA

A doua parte a tezei de doctorat cuprinde contributii proprii §i este structurata in patru
capitole:

Capitolul IV — prezintd un studiu preliminar avand ca obiectiv dezvoltarea unor
hidrogeluri pe baza de chitosan §i cosolventi ca vehicule pentru eliberarea topica a
substantelor medicamentoase greu solubile 1n apa;

Capitolul V — dezvoltarea si evaluarea unor noi hidrogeluri topice biocompatibile pe
bazd de chitosan/hidroxipropilmetilceluloza continand fluconazol 2% si esteri de zaharoza sau
uleiuri esentiale ca promotori de absorbtie naturali;

Capitolul VI — dezvoltarea unor microemulsii biocompatibile gelificate cu chitosan
1,9%, pe baza de uleiuri volatile si esteri de zaharoza pentru eliberarea topica a
fluconazolului;

Capitolul VII — dezvoltarea si validarea unei metode spectrofotometrice in domeniul
vizibil pentru dozarea fluconazolului in prezenta unor uleiuri esentiale.
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CAPITOLUL IV
DEZVOLTAREA UNOR HIDROGELURI PE BAZA DE CHITOSAN SI
COSOLVENTI CA VEHICULE PENTRU ELIBERAREA TOPICA A
SUBSTANTELOR MEDICAMENTOASE GREU SOLUBILE iN APA

Obiectivul acestei etape de studiu a fost dezvoltarea si caracterizarea farmacotehnica,
in special reologica, a unor hidrogeluri pe baza de chitosan in diferite concentratii §i continand
diferifi cosolventi (glicerol, propilenglicol, tetraglicol si polietilenglicol 400), in scopul
dezvoltarii unor sisteme semisolide capabile s Incorporeze si sa dizolve un numar cat mai
mare de substante medicamentoase insolubile in apa, sisteme care pot fi administrate pe
diferite cdi (oftalmica, rectala, bucald, nazala, intestinald, vaginald, cutanatd). Prin urmare,
scopul studiului nu a fost acela de a demonstra ca hidrogelurile cu chitosan si cosolventi sunt
mai bune decat gelurile chitosan/apa, ci de a prezenta o potentiala metoda alternativa care
poate fi utilizata in cazul substantelor medicamentoase practic insolubile in apa.

IVV.1 Materiale si metode

Selectarea componentelor si preparea hidrogelurilor pe bazd de chitosan. In acest
studiu, precum s§i in cercetarile prezentate in capitolele urmatoare, a fost utilizat sortul
commercial de chitosan Chitopharm M, obtinut din cochilii de crabi si prezentand o masa
moleculard de 300-2000 kDa si un grad de dezacetilare > 70%. In scopul obtinerii unor
hidrogeluri, sortul de chitosan Chitopharm® M a fost utilizat ca agent formator de gel in
diferite concentratii (3%, 3,5% si 4%). Ca agenti de umectare i cosolventi (pentru marirea
solubilitatii substantelor medicamentoase greu solubile in apd) au fost selectati glicerolul
(GLC), propilenglicolul (PG), tetraglicolul (TG) si PEG 400 in concentratii cuprinse intre 10
si 50%. Chitosanul (3, 3,5 si 4% m/m) s-a dizolvat, prin usoara agitare, folosind un agitator
magnetic, in solutia apoasa de nipaesteri acidulata cu acid acetic1% (m/m), in care apoi s-a
adaugat cosolventul (glicerol, propilenglicol, tetraglicol sau PEG 400).

Determinarea pH-ului hidrogelurilor pe baza de chitosan s-a determinat
potentiometric, conform prevederilor F.R. X, folosind un pH-metru portabil digital
(Sension™1, Hach Company, S.U.A).

Analiza reologica s-a efectuat prin determinarea caracterelor reologice (curgere si
viscozitate) cu ajutorul unui reometru cu control al tensiunii (RheoStress 1, HAAKE, Franta)
si prin determinarea consistentei folosind un penetrometru (PNR 12, Petrolab, Germania) cu
micro-con si un recipient adecvat. Datele testului viscozimetric au fost analizate cu programul
HAAKE RheoWin 3 versiunea 1.0. S-a verificat fitarea datelor experimentale cu modele
matematice specifice: modelul legea putere, modelul Casson si modelul Herschel-Bulkley. De
asemenea, s-a determinat si capacitatea de etalare a hidrogelurilor cu ajutorul extensometrului
Pozo Ojeda-Sune Arbussa.

IV.2. Rezultate si discutii

Au fost formulate si preparate 22 de hidrogeluri pe baza de chitosan, dintre care 9
formulari pentru concentratia de 3% chitosan si diferite concentratii de cosolventi (10, 30 si
50%), 5 formulari cu 3,5% chitosan si doud concentratii de cosolvent (10 si 50%), precum si 8
formuldri cu 4% chitosan si cosolvent in concentratie de 10, 30 si 50%. Deoarece dupa
preparare au prezentat o consistenta ridicatad, asemanatoare masei gelatinoase, nu au fost
incluse in studiu urmatoarele sisteme: formularile continand 3% chitosan si 30% sau 50% PG
respectiv TG; formularile cu 4% chitosan si 30% sau 50% PEG 400 respectiv TG.

Toate hidrogelurile pe bazad de chitosan preparate au fost omogene, translucide,
transparente, incolore, cu miros slab de acid acetic si au prezentat valori de pH cuprinse intre
4,63 si 5,33, incadrandu-se in limitele prevazute de farmacopee (4,5-8,5) fiind totodata si
apropiate de pH-ul fiziologic al pielii.
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Reogramele obtinute au relevat faptul ca toate hidrogelurile pe baza de chitosan 3% in
prezenta de PG (10, 30 si 50%), PEG 400 10% si TG 10% prezinta un comportament
pseudoplastic, cu o usoara tixotropie (valori ale ariei buclei de histereza cuprinse intre 905 si
14950 Pa/s), iar formularile Tn prezenta de glicerind au prezentat o tixotropie mai pronuntata
odata cu cresterea concentratiei cosolventului de la 10% la 50% (valori ale ariei buclei de
histereza cuprinse intre 4564-40310 Pa/s). Hidrogelurile cu chitosan 3% si glicerol au
prezentat cele mai mari valori ale viscozitatii aparente (1,67-3,12 Pa-s), fiind urmate de cele
cu PG (1,572-2,335 Pa-s); in aceastd serie, valori mai mici ale viscozitatii au prezentat
hidrogelurile cu 10% PEG 400 sau 10% TG (1,593 Pa-s respectiv 1,53 Pa-s), iar formularea
fara cosolvent, CTS 3% a condus la cea mai mica valoare a viscozitatii aparente (1,412 Pa-s).

Chitosanul in concentratie de 3,5% si In prezentd de cosolvent a format hidrogeluri cu
un comportament pseudoplastic-tixotrop, caracterul tixotrop fiind mai pronuntat in cazul
formularilor CTS 3,5% - GLC 50% si CTS 3,5% - PG 50%, pentru care au fost calculate
valori mari ale ariei de histereza (56620 Pa/s respectiv 22620 Pa/s), precum si in cazul
formularii CTS 3,5% - TG 10% pentru care tixotropia a fost de 10340 Pa/s.

Viscozitatea aparentd a gelurilor pe baza de chitosan 3,5% a variat In urméitoarea
ordine: CTS 3,5% - GLC 50% > CTS 3,5% - TG 10% > CTS 3,5% > CTS 3,5% - PG 50% >
CTS 3,5% - PEG 400 10%.

Se poate observa cda in concentratie de 4%, chitosanul formeaza in mediu apos
acidulat, atdt in prezenta cat si 1n absenta cosolventului, geluri cu comportament
pseudoplastic-tixotrop, gradul de tixotropie crescand cu cresterea concentratiei cosolventului
de la 10% la 50%.

Viscozitatea aparenta a hidrogelului de chitosan 4% (2,087 Pa-s) a crescut de 1,6-1,7
ori la adaugarea de 10% cosolvent (PG, PEG 400 respectiv GLC), de 1,6 ori in prezentd de
30% si 50% PG si de aproximativ 2 ori la adaugare de glicerol in concentratie de 30% si 50%.

Pe baza valorilor gradului de penetrare, prezentate in figura, a fost posibila
ierarhizarea in functie de cresterea consistentei in cadrul fiecarei serii astfel:

- hidrogelurile pe baza de chitosan 3%

CTS 3% >CTS 3% - TG10% > CTS 3% - PG10% > CTS 3% - PEG 400 10% > CTS 3% -
GLC 10% > CTS 3% - PG30% > CTS 3% - GLC 30% > CTS 3% - PG50% > CTS 3% - GLC
50%

- hidrogelurile pe baza de chitosan 3,5%

CTS 3,5% > CTS 3,5% - TG 10% > CTS 3,5% - PEG 400 10% > CTS 3,5% - PG 50% > CTS
3,5% - GLC 50%

- hidrogelurile pe baza de chitosan 4%

CTS 4% > CTS 4% - PG10% > CTS 4% - GLC 10% > CTS 4% - PEG 400 10% > CTS 4% -
PG30% > CTS 4% - GLC 30% > CTS 4% - PG50% > CTS 4% - GLC 50%

Astfel, cele mai mari suprafate de intindere, atestdnd o capacitate de intindere mare, a
prezentat gelul cu 3% chitosan, urmat de formularile CTS 3% - GLC 10%, CTS 3% - PG10%,
CTS 3% - PEG 400 10% , CTS 3% - TG10% si CTS 3,5%.

IV.3. Concluzii

Aceasta prima etapa a cercetdrii, a constituit un studiu preliminar al carui obiectiv a
fost evaluarea efectului tipului §i concentratiei unor cosolventi (glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol 400 si tetraglicol) asupra caracteristicilor fizice s§i mecanice ale unor
hidrogeluri pe baza de 3%, 3,5% si 4% chitosan, ca potentiale vehicule pentru aplicarea topica
a unor substante medicamentoase greu solubile in apa.

Rezultatele analizei reologice a hidrogelurilor pe baza de chitosan si diferiti cosolventi
au evidentiat influenta tipului si concentratiei cosolventului asupra comportamentului la
curgere, viscozitatii, consistentei si capacitatii de etalare a sistemelor. Astfel, desi toate
hidrogelurile au prezentat o curgere pseudoplastica-tixotropa, viscozitate, consistentd si
capacitate de etalare adecvate, specifice sistemelor semisolide, gradul de tixotropie precum si
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celelalte caracteristici reologice au fost diferite, valorile lor crescand odatd cu cresterea
concentratiei polimerului si a cosolventului in formulare. De asemenea, diferentele privind
aceste caracteristici au fost determinate si de tipul de cosolvent din formulare, glicerolul si
propilenglicolul exercitand efecte mai pronuntate decat PEG 400 si tetraglicolul.

Pe baza rezultatelor obtinute in cadrul acestei etape a studiului experimental,
consideram ca toate hidrogelurile testate, pe bazd de chitosan si diferiti cosolventi, pot fi
selectate ca vehicule (baze de unguent hidrofile) pentru eliberarea dermica a unor substante
medicamentoase greu solubile in apa.

CAPITOLUL V
DEZVOLTAREA SI EVALUAREA UNOR NOI HIDROGELURI TOPICE
BIOCOMPATIBILE PE BAZA DE
CHITOSAN/HIDROXIPROPILMETILCELULOZA CONTINAND FLUCONAZOL
2% SI DIFERITI PROMOTORI DE ABSORBTIE NATURALI

Obiectivul studiului experimental a fost formularea si evaluarea unor noi hidrogeluri
pentru aplicarea topica a fluconazolului, utilizind substante auxiliare biocompatibile,
biodegradabile, netoxice, neiritante si cu activitate antifungica proprie. In acest scop, FZ a fost
incorporat intr-un vehicul hidrogel inovator, care contine doi biopolimeri ca agenti de
gelifiere (chitosan si hidroxipropilmetilceluloza) si un ester de zaharoza (laurat de zaharoza
sau palmitat de sucroza, in diferite proportii) ca promotor de penetrare.

V.1. Studii privind dezvoltarea unor hidrogeluri pe baza de
chitosan/hidroxipropilmetilcelulozi continind fluconazol 2% si esteri de zaharoza.
Influenta esterilor de zaharoza utilizati ca promotori de absorbtie asupra eliberarii si
permeatiei in vitro a fluconazolului

V.1.1 Metode

Studii de solubilitate. Solubilitatea FZ in apa si diferiti cosolventi, utilizati in mod
frecvent in formularile de tip hidrogeluri, si anume glicerolul, tetraglicolul, PEG 400 si PEG
600, a fost determinatd prin metoda saturatiei prin agitarea flaconului. De asemenea, a fost
determinata, folosind aceeasi metoda, solubilitatea celor doi esteri de zaharoza (SL si SP) in
apa si trei cosolventi (etanol, alcool izopropilic si tetraglicol).

Selectarea componentelor hidrogelurilor cu 2% fluconazol. Formularea hidrogelurilor
experimentale de tip solutie, s-a bazat pe rezultatele studiilor de solubilitate. Tetraglicolul in
concentratie de 20 % a indeplinit rolul de cosolvent pentru FZ si totodatd rolul de potential
promotor de penetratie percutanata.

Ca agenti gelifianti au fost selectati doi biopolimeri §i anume chitosanul si
hidroxipropilmetilceluloza, utilizati in amestec, iar concentratiile lor in formularile finale au
fost de aproximativ 0,65% respectiv 1,7%.

Ca potentiali promotori de absorbtie, in formularile hidrogelurilor experimentale cu
fluconazol, au fost selectati doi surfactanti neionici, lauratul de sucroza (0,5-5%) si palmitatul
de sucroza (0,5%). In formularea hidrogelului cu palmitat de zaharoza, a fost utilizat alcoolul
izopropilic in concentratie de 10% cu rol de cosolvent pentru surfactantul natural.

De asemenea, s-a formulat si un hidrogel cu 2% FZ, fara ester de sucroza (formularea
de control, codificatda FZ 2%), in scopul evaludrii potentialelor efecte ale esterilor de sucroza.

Prepararea hidrogelurilor pe baza de chitosan/HPMC continand fluconazol 2% si
esteri de zaharoza

Prepararea bazei de hidrogel s-a efectuat prin amestecarea hidrogelului de chitosan
3% cu hidrogelul de HPMC 4% 1in raport de 1:2. Hidrogelul pe bazd de 3% chitosan s-a
preparat prin dizolvarea polimerului, prin usoara agitare, in solutie apoasa de acid acetic 1%.
Hidrogelul pe baza de 4% HPMC a fost preparat prin metoda ,,cald/rece”.
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Prepararea hidrogelurilor cu 2% fluconazol i esteri de sucroza: fluconazolul a fost
dizolvat in tetraglicol, iar esterul de zaharoza (SL sau SP) a fost dizolvat in 10 g apa distilata
sau alcool izopropilic. Solutia de fluconazol in tetraglicol s-a adaugat la baza de hidrogel, prin
amestecare moderatd, apoi in hidrogelul medicamentos obtinut s-a adaugat solutia
apoasd/alcoolica de ester de zaharoza.

Prepararea hidrogelului cu 2% fluconazol (hidrogelul de control) s-a efectuat in mod
similar prepardrii hidrogelurilor cu fluconazol si esteri de sucroza.

Controlul calitatii hidrogelurilor pe baza de chitosan/HPMC contindnd fluconazol 2%
si esteri de zaharoza

Au fost efectuate teste fizico-chimice generale (examinarea macroscopica,
determinarea continutului in substantd medicamentoasd, determinarea pH-ului) si specifice
preparatelor semisolide (determinarea caracterelor reologice, comportamentul la curgere,
viscozitatea, consistenta; testul de disponibilitate in vitro a fluconazolului din formularile
experimentale prin membrana sintetica si biologica).

Determinarea continutului in fluconazol al hidrogelurilor s-a efectuat prin metoda
spectrofoometrica, la 253 nm, folosind un spectrofotometru UV-VIS (T70+, cu soft
UVWINS, PG Instruments, Anglia).

Studii privind eliberarea si permeatia in vitro a fluconazolului din hidrogelurile pe
baza de chitosan/HPMC si esteri de zaharoza

Pregatirea pielii excizate de pe urechea de porc (membrana biologica)

Studiile de permeatie ex vivo au fost efectuate utilizind ca membrana model pielea
excizata de pe urechi de porc domestic, in varsta de 4 luni (de sex feminin sau masculin);

Evaluarea eliberarii si permeatiei in vitro a fluconazolului din hidrogeluri prin
membrand sintetica si piele excizata de pe urechea de porc

Experimentele au fost efectuate cu un sistem de 6 celule de difuzie Franz (sistemul
Microette-Hanson, model 57-6AS9, S.U.A), folosind membrane sintetice hidrofile de
polisulfona, cu diametrul de 25 mm si pori de 0,45um (HT Tuffryn membrane, Pall
Corporation, S.U.A) pentru testul in vitro si piele excizata de pe urechea porcina pentru
studiul ex vivo.

Pentru asigurarea conditiilor “sink” pe toatd durata testarii in vitro, compartimentul
receptor al fiecdrei celule de difuzie a fost umplut cu solutie tampon fosfat salin (pH 7,4) cu
60% etanol, proaspat preparata, incalzita si dezaerata. Pentru studiul ex vivo, ca mediu
receptor, a fost selectatd o solutie salina de tampon fosfat (pH 7,4).

Experimentele au fost efectuate timp de 8 ore (in vitro) sau 24 ore (ex vivo).

Probele prelevate au fost analizate spectrofotometric in UV (spectrofotometru UV-VIS
T70+ cu soft UVWINS, PG Instruments, Anglia), la lungimea de undd 266 nm,
corespunzatoare maximului de absorbtie al FZ in solutia tampon fosfat salin (pH 7,4) cu 60%
etanol si la 261 nm pentru absorbtia FZ in solutie salina de tampon fosfat (pH 7,4).

Analiza rezultatelor studiilor de eliberare si permeatie in vitro. Cantitatea cumulativa
medie de FZ care a permeat prin membrani (ug/cm?) a fost reprezentatd grafic in functie de
timp (t, h). Parametrii specifici permeatiei, respectiv fluxul in stare stationard (Jss, pg/cm?/h)
si timpul de latenta (tL, h) au fost calculati din panta dreptei si respectiv din interceptul la axa
X a portiunii liniare a curbelor cantitdfii cumulative de substantd medicamentoasd care a
permeat 1n functie de timp 1n conditii de stare stationard. Coeficientul de permeabilitate (Kp,
cm/h) a fost calculat raportand fluxul la concentratia initiald a substantei active 1n
compartimentul donor. Valorile vitezei de eliberare (k) s-au calculat pe baza pantelor curbelor
cantititii cumulative de substanti medicamentoasi care a permeat prin membrani (pg/cm?) in
functie de radacina patratd a timpului in conditii de stare stationara. Valorile coeficientului de
difuzie (D) au fost calculate din valorile vitezei de eliberare.

Pentru a evalua cinetica eliberdrii fluconazolului din hidrogelurile pe baza de
chitosan/HPMC, a fost analizata fitarea rezultatelor obtinute in studiile de eliberare in vitro si
ex vivo in patru modele matematice, dupa cum urmeaza:
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- modelul de ordin zero:

- modelul de ordinul unu:

- modelul Higuchi:

- modelul Korsmeyer-Peppas:

Evaluarea activitatii antifungice in vitro a hidrogelurilor experimentale. Activitatea
antifungica a formularilor de hidrogeluri selectate a fost evaluata fata tulpini de Candida
albicans ATCC-90028. Pentru a evalua eficacitatea hidrogelurilor selectate fata de tulpinile
fungice mentionate mai sus, a fost utilizata metoda difuziei in placa cu agar, usor modificata.

Analiza statistica a rezultatelor a fost realizata cu ajutorul programului Statistica 7.0.

V.1.2. Rezultate si discutii

Studii de solubilitate. Valoarea cea mai mare a solubilitatii FZ a fost determinata in
tetraglicol, cu un factor de crestere de aproximativ 358. Pe baza celei mai mari valori a
solubilitatii FZ in solventii miscibili cu apa testati, tetraglicolul a fost selectat ca cosolvent
pentru formulirile de hidrogel experimentale. In cazul solubilititii esterilor de zaharozi in
solventii testati (apd, tetraglicol, etanol, alcool izopropilic), Se poate observa alcoolul
izopropilic a prezentat cea mai mare capacitate de dizolvare a SP, cu un factor de crestere
calculat de 367 (fata de solubilitatea in apa).

Pentru SL cea mai mare valoare de solubilitate s-a regasit in etanol (2,45 ori mai mare
decat in apa). De asemenea, solubilitatea lauratului de zaharoza in alcool izopropilic si
tetraglicol a fost mai mare decat in apa de 1,28 si respectiv 1,57 ori, insa cresterea a fost mai
modesta decat in cazul etanolului, care poate fi astfel considerat solventul preferential pentru
acest ester de zaharoza. Comparand datele de solubilitate obtinute pentru cei doi esteri de
zaharoza, SL a fost mai solubil decat SP in toti solventii testati.

Formularea hidrogelurilor pe baza de chitosan/HPMC contindnd fluconazol 2% si
esteri de zaharoza. Studiul de solubilitate a FZ in diferiti solventi, a evidentiat faptul ca
tetraglicolul poate fi considerat un solvent preferential pentru fluconazol, avand o mare
capacitate de dizolvare a acestuia (198,773 mg/mL). De aceea, tetraglicolul in concentratie de
20% a fost selectat pentru a indeplini rolul de cosolvent al fluconazolului, mentinand
dizolvata substanta medicamentoasa in concentratie doritd (2%) si permitand astfel obtinerea
unor hidrogeluri de tip solutie

Lauratul de zaharoza a fost utilizat in concentratii de 0,5%, 1%, 2,5% si 5% in
formularile care contin apa, in timp ce in formularea cu alcool izopropilic (FZ-SL 0.5%-10%
ISP) a fost utilizat doar in concentratiec de 0,5%. Palmitatul de zaharoza s-a folosit n
formulari in concentratie de 0,5% 1in prezentd de alcool izopropilic 10%, prezenta in hidrogel
a alcoolului izopropilic ca cosolvent fiind absolut necesara datorita solubilitatii foarte scazute
in apa a palmitatului de zaharoza. Baza de hidrogel s-a obtinut prin amestecarea hidrogelului
de chitosan 3% cu hidrogel pe bazd de HPMC 4% in raport de 1:2.

Examenul caracterelor macroscopice. Toate hidrogelurile experimentale cu 2%
fluconazol, au fost omogene, translucide, transparente, slab galbui (figurile 1a si 1b), cu miros
slab de acid acetic sau de acid acetic si alcool izopropilic, corespunzand cerintelor oficiale
referitoare la caracteristicile vizuale, olfactive si tactile.

FRAY.  R-SLUWLIST  R-stofonis? a) FL-SLOSL R-SLVL FR-oLMFT.  T-5L5 b)
Figura 1. Hidrogelurile experimentale pe baza de chitosan/HPMC, cu 2% FZ si

cu sau fara 0,5% ester de sucroza si 10% alcool izopropilic(a), si respectiv 0,5-5% laurat de
zaharoza (b)
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Determinarea conginutului in fluconazol al hidrogelurilor. Continutul in FZ al
hidrogelurilor pe baza de chitosan/HPMC si ester de sucroza a fost cuprins intre 98,87+1,35
si 103,26+0,78% din valoarea teoretica (2%, m/m), Incadrandu-se in specificatiile
compendiale referitoare la continutul in substantd medicamentoasa

Determinarea pH-ului hidrogelurilor. VValorile pH-ului hidrogelurilor medicamentoase
pe baza de chitosan/HPMC au variat intr-un domeniu foarte ingust, cuprins intre 4,52+0,01 si
4,69+0,07

Analiza reologica

Testul viscozimetric Hidrogelurile continand 0,5% ester de sucroza si 10% alcool
izopropilic au prezentat un comportament reologic foarte asemanator, pseudoplastic-tixotrop.

Figura 2. Reogramele si curbele de viscozitate ale hidrogelurilor experimentale cu 2%
fluconazol, pe baza de chitosan/HPMC si laurat de sucroza

Hidrogelurile medicamentoase pe baza de chitosan/HPMC, continand 0,5-5% laurat de
zaharoza au produs profile de curgere similare celorlalte hidrogeluri studiate, comportandu-se
ca sisteme pseudoplastice-tixotrope (figura 2). Gradul de tixotropie a scazut de la 1462 Pa/s la
1098 Pa/s cu cresterea concentratiei de surfactant de la 0,5% la 5%, cu exceptia formularii
FZ-SL 2,5% al cérei grad de tixotropie a fost aproape dublu. De fapt, pentru aceasta formulare
s-a masurat cea mai mare valoare a tixotropiei.

Valorile de viscozitate obtinute pentru hidrogelurile de fluconazol testate au variat
intr-un domeniu relativ ingust de valori, de la 0,785 pana la 1,045 Pa-s, limitele acestui
interval corespunzand formularii FZ-SL 0.5% - 10% ISP si respectiv FZ-SL 0.5%.

Determinarea capacitatii de intindere Hidrogelul FZ-SL 5% a prezentat cea mai mare
capacitate de etalare, fiind urmat de hidrogelul de control (fara ester de zaharoza) si de
formularile continand laurat de zaharoza in concentratie de 0,5-2,5%, pentru care s-au masurat
suprafete de intindere mai scazute. Formularile FZ-SL 0.5% - 10% ISP si FZ-SP 0.5% - 10%
ISP au produs cele mai mici valori ale suprafetei de etalare, deci au prezentat cea mai scazuta
capacitate de intindere.

Studiul de eliberare si permeatie cutanata in vitro

Evaluarea cedarii in vitro a fluconazolului din hidrogelurile experimentale prin
membrand sintetica

Pentru formularile FZ-SL 1% si FZ-SL 0,5%-10% ISP, difuzia fluconazolului din
hidrogelurile testate (cu si fara ester de sucroza) a fost cea mai intensa si a crescut progresiv in
primele 6 ore de testare, cand s-a eliberat 61,85+1,23% - 85,91+2,76% din cantitatea totala de
fluconazol (figura 3). Ulterior, procesul de eliberare si difuzie a fost mai lent, iar starea
stationara a fost atinsa. Cea mai mare cantitate cumulativa de fluconazol (85,914+2,76%) s-a
eliberat dupa 6 ore de testare din formularea FZ-SL 0,5%, urmata de formularile FZ-SL 2,5%
si FZ-SP 0,5%-10% ISP, din care s-a eliberat 76,92+0,95%, respectiv 75,99+1,78% FZ.
Formularile FZ-SL 1% si FZ-SL 0,5% -10% ISP au condus, dupa 8 ore de testare, la un
procent cumulativ de cedare usor mai scazut (64,38+1,26% si respectiv 73,33+0,48%), 1n
timp ce hidrogelul de control FZ 2% a eliberat o cantitate cumulativa de 68,04+2,86%, dupa 6
ore de testare (figura 3).

Prin compararea valorilor parametrilor specifici permeatiei si eliberarii in vitro a
fluconazolului din hidrogelurile studiate prin membrana sinteticd, se poate observa ca
hidrogelul continnd 2,5% laurat de zaharozad a produs cea mai mare viteza de transfer a FZ
(620,4%8,15 pg/cm?/h), fiind urmat de hidrogelul FZ-SL 0,5% avand in compozitie 0,5%
laurat de sucroza (566,0+3,81 pg/cm?/h). Valori relativ apropiate ale fluxului FZ (537,8+6,25
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ug/cm?/h si 528,6+3,31 pg/cm?/h) au fost calculate pentru formularea FZ-SL 5% si, respectiv
hidrogelul de control, fara ester de sucrozi. In schimb, hidrogelurile FZ-SL 0,5%-10% ISP si
FZ-SP 0,5%-10% ISP au produs valori ale fluxului in stare stationara de 2,05 si respectiv 1,93
ori mai mici decat cea obtinuta pentru formularea continand 2,5% laurat de zaharoza.

Analiza comparativd a valorilor coeficientilor de corelare obtinuti pentru fiecare
formulare studiatd, a indicat faptul ca eliberarea FZ din hidrogelurile experimentale si
permeatia acestuia prin membrana sintetica, pe o perioada de 8 h, au fost descrise cel mai bine
de urmatoarele ecuatii:

- modelul de ordin I in cazul formularilor FZ-SL 0,5%, FZ-SL 1%, FZ-SL 2,5% si

FZ-SL 0,5%-10% ISP (R? cuprins intre 0,929 si 0,9977), sugerand ca fractiunea de
substantd medicamentoasd eliberatd la fiecare timp de prelevare a fost
proportionala cu cantitatea ramasa in hidrogel;

- modelul Higuchi pentru formulirile FZ 2% si FZ-SP 0,5%-10% ISP (R? > 0,9);

- modelul Korsmeyer-Peppas pentru formularea FZ-SL 5% (R? > 0,9), caz in care
valoarea calculata a exponentului de difuzie n, fiind mai mare decat 0,89,
sugereaza un mecanism de eliberare de tip super caz Il (datorat efectului combinat
al difuziei substantei si relaxarii/dizolvarii polimerului hidrofil).

Studiul permeatiei in vitro a fluconazolului din hidrogelurile experimentale prin piele

excizata de pe urechea de porc

Rezultatele testelor de permeatie ex vivo a FZ au fost diferite de cele ale testului de
eliberare in vitro prin membrana sintetica.

Analiza comparativa a procentului de substanta activa eliberat prin membrana
biologica (fig. 3a) dupa 24 ore de testare, arata ca hidrogelul continand 5% laurat de zaharoza
a cedat cea mai mare cantitate de FZ (40,13+1,86%), urmat de formularile FZ-SL 0,5%
(26,0£0,35%), FZ-SL 1% (24,03%£0,77%), FZ-SL 2,5% (23,12+1,15%). Hidrogelurile
continand 0,5% ester de zaharoza (laurat sau palmitat) si 10% alcool izopropilic, au eliberat
dupa 24 ore cele mai scazute procente de FZ (19,54+0,62% respectiv 13,67+0,81%). Din
hidrogelul de control s-a eliberat dupa 24 ore de testare 22,70% din continutul total de
substantd medicamentoasd, procent de aproximativ 2 ori mai scazut decat cel produs de
formularea cu 5% laurat de zaharoza (fig. 3a).

-z
—+—FZ:5L05%
—O0=FZ.SL1%
——FZSL25%
—o—FZ-5L5%
—w—FZ-5L0.5% - 10% ISP

(nglem?)

—e—FZ-5P 0.5% - 10% ISP

Cantitatea cumulativa da FZ cedata (% mim)

a
12 12 16 18 20 22 24 26 0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26
Timp (ore) a) Timp (ore) b)

Figura 3. Profilele de eliberare (a) si permeatie (b) ex vivo a FZ prin piele porcina, din
hidrogelurile pe baza de chitosan/HPMC, cu si fara ester de sucroza

Valorile cele mai ridicate ale parametrilor de permeatie ex vivo au fost produse de
hidrogelul FZ-SL 5%, urmat de formularea FZ-SL 0,5%-10% ISP (de aproximativ 3 ori mai
mici). Un transfer usor mai scdzut si mai lent de FZ poate fi observat pentru formularile FZ-
SL 0,5%, FZ 2% si FZ-SP 0,5-10% ISP comparativ cu cele obtinute pentru hidrogelurile FZ-
SL 5% si FZ-SL 0,5%-10% ISP, in timp ce formularile FZ-SL 1% si FZ-SL 2,5% au produs
cele mai scazute valori ale permeatiei substantei medicamentoase prin piele excizatd de pe
urechea de porc.

Pe baza valorilor calculate ale exponentului de difuzie n, cuprinse intre 0,3073 si
0,7724 se poate afirma ca permeatia FZ din sistemele FZ 2%, si FZ-SP 0,5-10% ISP a urmat
mecanismul de difuzie Fickiand (difuzia substantei active dependenta de gradientul de
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concentratie), iar pentru celelalte doua formulari (FZ-SL 0,5% si FZ-SL 5%) transportul FZ a
fost de tip non-Fickian (difuzia substantei active in matrita hidratata si relaxarea polimerului).

Eliberarea fluconazolului ex vivo din hidrogelurile FZ-SL 1% si FZ-SL 0,5-10% ISP a
fost descrisa cel mai bine de modelul Higuchi (R? > 0,94), iar cea din hidrogelul cu 2,5%
laurat de zaharozi a fost descrisi cu acuratete de modelul de ordinul zero (R? = 0,9601).

Evaluarea activitatii antifungice in vitro a hidrogelurilor experimentale

Se observa diferente semnificative intre valorile diametrelor zonelor de inhibare
masurate pentru hidrogelul de control si pentru hidrogelurile cu laurat sau palmitat de
zaharoza (figura 4).

fzsL | F2.sL5%
5% &) blanc

Figura 4. Inhibarea cresterii fungice a Candida albicans in prezenta hidrogelurilor
experimentale cu 2% fluconazol si ester de zaharoza

Hidrogelurile continand 0,5% SL cu sau fara alcool izopropilic au prezentat un efect
antimicotic usor mai scdzut decat formularea de control, ceea ce sugereaza faptul ca
surfactantul in aceastd concentratie nu a manifestat efect sinergic cu fluconazolul, ci chiar i-a
redus activitatea mai ales in prezenta cosolventului. In schimb, actiunea antifungici a
formularii FZ-SP 0,5%-10% ISP a fost similara formularii de control si de 1,15 ori mai
intensa decat cea a formularii FZ-SL 0,5%-10% ISP, de care se deosebeste doar prin tipul
esterului de zaharoza prezent in compozitie. Astfel, cresterea lungimii lanfului de atomi de C
mareste eficacitatea esterului de zaharoza ca antimicotic (in cazul de fata C12 < C16), ceea ce
ar putea reflecta rolul important al echilibrului dintre gruparile hidrofile si gruparile lipofile
din structura sa in exercitarea efectului inhibitor. Pe baza acestui fenomen se poate specula ca
esterul de zaharoza se poate combina la suprafata bacteriilor prin intermediul gruparilor acil,
influentandu-le functia fiziologica.

Efectul antimicotic sinergic al lauratului de zaharoza s-a manifestat odata cu cresterea
concentratiei sale de la 0,5% la 1-5% in formularile de hidrogeluri, fapt evidentiat de
diametrele zonelor de inhibare masurate, care au fost de aproximativ 1,2 ori mai mari decat
cele produse de formularea FZ-SL 0,5%.

V.1.3. Concluzii

In aceastd etapa a cercetirii experimentale, au fost formulate si preparate cu succes
hidrogeluri inovatoare pentru administrarea locala a fluconazolului, folosind un amestec de
doi polimeri hidrofili naturali, netoxici, biocompatibili, biodegradabili ca agenti gelifianti
(chitosan si hidroxipropilmetilceluloza) si doi surfactanti naturali neionici din grupa esterilor
de sucroza, bine tolerati de piele si cu potential rol de promotori de absorbtie.

Testul de disponibilitate in vitro a substantei medicamentoase, a evidentiat
superioritatea hidrogelurilor cu 2,5% si 5% laurat de sucroza, care au produs cele mai mari
valori ale vitezei de transfer (620,4+8,15 pg/cm?h respectiv 537,8+6,25ug/cm?/h) si de
eliberare (1677+7,45 pg/cm?hY? respectiv 1450+5,28 pg/cm?h¥?) a FZ prin membrana
sintetica hidrofila, demonstrandu-si astfel performanta.

Studiul de permeatie ex vivo a fluconazolului din hidrogelurile experimentale prin
pielea porcind a sustinut doar partial rezultatele testului de eliberare in vitro, prin faptul ca
doar formularea cu 5% laurat de zaharoza a condus la cele mai mari valori fluxului prin piele
si vitezei de eliberare (315,5+4,28 pg/cm?/h respectiv 1036,0+12,63 pg/cm?h*?). in plus, s-a
evidentiat si formularea continand 0,5% laurat de zaharoza asociat cu 10% alcool izopropilic
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care s-a situat pe locul doi 1n ierarhia bazata pe valorile fluxului 1n stare stationara si vitezei
de eliberare (100,7+3,38 pg/cm?/h respectiv 203,9+4,37 pg/cm?/h'?).

Rezultatele obtinute au aratat ca lauratul sucroza singur, in concentratie de 5% sau
asociat 1n concentratie de 0,5% cu 10% alcool izopropilic este un promotor de penetrare
eficient pentru fluconazol. Mai mult, formularea cu 5% laurat de zaharoza a prezentat si
activitatea antimicoticad cea mai intensd, evidentiind efectul sinergic al surfactantului in
concentratie de 5% cu fluconazolul.

Rezultatele obtinute au indicat influenta semnificativd a componentelor vehiculului,
variabile de formulare (tipul si concentratia esterului de sucroza, prezenta cosolventului)
asupra caracteristicilor lor fizice, reologice si de eliberare si permeatie percutanata in vitro a
substantei medicamentoase.

V.2. Studii privind dezvoltarea unor hidrogeluri pe baza de
chitosan/hidroxipropilmetilceluloza continind fluconazol 2% si uleiuri esentiale.
Influenta uleiurilor esentiale utilizate ca promotori de absorbtie asupra eliberarii si
permeatiei in vitro a fluconazolului

Obiectivul acestui studiu a fost de a investiga posibilitatea formularii unor hidrogeluri
pentru administrarea locald a fluconazolului, utilizdnd un amestec de doi biopolimeri
(chitosan si hidroxipropilmetilceluloza) ca agenti de gelifiere, uleiul de cuisoare sau uleiul de
scortisoara ca promotori de penetrare si componente antifungice sinergice cu FZ, cosolventi si
un surfactant sintetic anionic ca solubilizanti pentru substanta activa si uleiurile esentiale. In
plus, a fost studiatd influenta uleiurilor esentiale asupra proprietatilor fizice,
comportamentului reologic si eliberarii si permeatiei in vitro a FZ din hidrogelurile
experimentale.

V.2.1 Metode

Formularea s§i prepararea hidrogelurilor pe baza de chitosan/HPMC continand
fluconazol 2% i uleiuri esentiale

Prepararea bazei de hidrogel a fost realizata prin amestecarea unui hidrogel de
chitosan de concentratie 3% cu un hidrogel de HPMC de concentratie 4%, intr-un raport de
1:2.

Prepararea hidrogelurilor pe baza de chitosan/HPMC cu 2% fluconazol si uleiuri
esentiale. Cantitdtile de fluconazol si Cremophor A25 cantarite in prealabil, au fost dizolvate
in amestecul de cosolventi (tetraglicol-etanol 1:2). In solutia obtinuti, uleiul esential (de
scortisoara sau de cuisoare) in concentratie de 3% sau 5% (m/m) a fost adaugat sub agitare,
pani la dizolvare completa. In baza de hidrogel s-a adaugat prin agitare moderati (300 rpm)
solutia de fluconazol, ulei esential si Cremophor A25 in amestecul de cosolventi.

Prepararea hidrogelului cu 2% fluconazol fara ulei esential (formularea de control) a
fost realizatd in mod similar prepararii hidrogelurilor cu fluconazol si uleiuri esentiale, insa
fara a utiliza ulei esential.

Controlul calitatii hidrogelurilor pe baza de chitosan/HPMC confindnd fluconazol 2%
si uleiuri esentiale s-a efectuat conform metodelor descrise in capitolele anterioare.

Studiul de eliberare si permeatie cutanata in vitro a fluconazolului din hidrogelurile
experimentale

Studiul cedarii in vitro a fluconazolului din hidrogelurile experimentale prin
membrana sintetica

Testul de eliberare in vitro a FZ din hidrogelurile experimentale cu uleiuri esentiale
prin membrana sintetica hidrofild de polisulfond, cu diametrul de 25 mm si pori de 0,45um
(membrane HT Tuffryn, Pall Corporation, S.U.A), a fost efectuat folosind sistemul de celule
de difuzie Franz, conform unui protocol experimental similar descris in subcapitolul anterior,
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cu diferenta ca Tn probele prelevate s-au adaugat 0,5 mL solutie clorura cuprica 0,0514%
(m/V), in scopul formarii complexului fluconazol-Cu(ll).

Determinarea cantitativa a FZ in probe s-a efectuat printr-o metoda spectrofotometrica
in UV, la lungimea de unda 330 nm, corespunzatoare maximului de absorbtie al complexului
FZ-Cu(Il) n ser fiziologic cu 60% etanol.

Studiul permeatiei in vitro a fluconazolului din hidrogelurile experimentale prin piele
excizata de pe urechea de porc

Pentru evaluarea in vitro a permeatici FZ prin picle porcind, a fost respectat modul de
lucru specificat in subcapitolul anterior. Tn probele prelevate s-au adiugat 0,5 mL solutie
clorura cuprica 0,0514% (m/V), in scopul formarii complexului fluconazol-Cu(ll).

V.2.2 Rezultate si discutii

Formularea de control (fara ulei volatil) s-a prezentat sub forma unui hidrogel
omogen, translucid, transparent, usor galbui, cu miros slab de acid acetic. Formularile cu
uleiuri volatile s-au prezentat sub forma unor geluri omogene, translucide, cu miros
caracteristic uleiului volatil din compozitie (scortisoara sau cuigoare).

Continutul in FZ al gelurilor hidrofile experimentale a variat in intervalul 97,61%-
102,36%, valorile Tncadrandu-se in limitele prevazute de FR X si indicand distributia
uniforma a substantei active in preparate.

pH-ul tuturor hidrogelurilor testate s-a incadrat in domeniul slab acid si a variat
foarte putin in jurul valorii de 4.

Analiza reologica

Testul de curgere 1n stare stationara

Din figura 5 se poate constata faptul ca toate gelurile hidrofile cu fluconazol testate au
prezentat un caracter pseudoplastic-tixotrop, insd gradul de tixotropie a fost diferit.
Comparativ cu formularea de control (FZ 2%), hidrogelurile cu 3% ulei volatil de scortisoara
sau ulei de cuisoare, au prezentat o tixotropie de 3,3 ori respectiv de 1,03 ori mai mare, in
timp ce gradul de tixotropie al gelurilor cu 5% ulei volatil de scortisoara si de cuigoare a fost
de 6,7 ori respectiv de 4 ori mai scazut.

Figura 5. Reogramele si curbele de viscozitate ale hidrogelurilor experimentale pe baza de
chitosan/HPMC, continand 2% fluconazol si uleiuri esentiale

Comportamentul pseudoplastic-tixotrop al gelurilor experimentale a fost descris
matematic cu mare acuratete atat de modelul ,legea putere” (R > 0,99), cat si de modelul
Casson (R > 0,96).

Analiza regresionala a datelor a permis calcularea a doi parametri reologici si anume
indicele de consistentd K si indicele de curgere n. Pseudoplasticitatea gelurilor hidrofile cu
5% ulei volatil a fost usor mai scazuta decéat a celorlalte formulari, valorile indicelui de
curgere n fiind cele mai mari (0,697 pentru formularea cu ulei de scortisoara si 0,705 pentru
formularea cu ulei de cuisoare).

Se observa ca gelurile cu 5% ulei volatil au prezentat cele mai mici valori ale indicelui
de consistentd K (de aproximativ 4 ori mai mici) decat cea calculatd pentru formularea de
control (fara ulei volatil in compozitie), ceea ce indica o capacitate de intindere mai scazuta in
timpul aplicarii lor pe tegument. In schimb, in concentratie de 3%, cele doua uleiuri volatile
au exercitat efecte diferite asupra indicelui de consistentda K al gelurilor: uleiul volatil de
scortigsoara a condus la cresterea valorii acestui parametru (de 1,63 ori), iar uleiul esential de
cuisoare a produs o usoara scadere (de 1,16 ori) a indicelui de consistenta.
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Profilul curbelor de viscozitate ale hidrogelurilor experimentale aratd ca viscozitatea
acestora scade odatd cu cresterea tensiunii de forfecare si respectiv a vitezei de deformare,
relatie specifica sistemelor pseudoplastice non-newtoniene. S-a constatat ca adaugate in
formulare in concentratie de 5% ambele uleiuri esentiale au produs o scadere de aproximativ
3 ori a viscozitatii hidrogelului FZ 2%, iar in concentratie de 3% uleiul esential de scortisoara
a marit de 1,32 ori viscozitatea gelului de control, in timp ce uleiul esential de cuisoare a
scazut de 1,24 ori viscozitatea gelului de control.

Testul penetrometric Pentru formularea FZ-SCR 5% s-a masurat cel mai mare grad de
penetrare, indicand deci consistenta cea mai scazutd. De asemenea, hidrogelul continand 5%
ulei de cuisoare (formularea FZ-CUI 5%) a condus la o valoare mare a gradului de penetrare
(de numai 1,36 ori mai mica decat cea produsa de flormularea FZ-SCR 5%), avand ca urmare
o consistenta scazuta.

Determinarea capacitatii de etalare Cele mai mari suprafete de etalare au fost
masurate, pentru toate greutatile aplicate, In cazul gelurilor cu fluconazol continand 5% ulei
volatil (formularile FZ-SCR 5% si FZ-CUI 5%); mai mult, profilele extensiometrice ale
acestor geluri au fost superpozabile. Gelurile cu fluconazol continand 3% ulei volatil au
prezentat profile extensiometrice similare, insa cu suprafete de intindere mai mici. Hidrogelul
cu fluconazol, dar fara ulei volatil a prezentat capacitatea de etalare cea mai scazuta.

Studiul de eliberare si permeatie cutanata in vitro
Studiul cedarii in vitro a fluconazolului din hidrogelurile experimentale prin membrana
sintetica

Cele mai mari cantitati cumulative de fluconazol (85,14+0,63% si 81,43+0,97%) s-au
eliberat, dupa 8 ore de testare, din formularile FZ-SCR 3% si FZ-SCR 5%. Hidrogelurile cu
2% fluconazol si 3% sau 5% ulei esential de cuisoare au eliberat cantitati cumulative de FZ
mai mici: 71,11+1,53% la sfarsitul perioadei de testare respectiv 60,05+1,09% dupa 5 ore de
testare. Formularea de control (fara ulei esential) a eliberat cel mai mic procent cumulativ de
FZ la 5 ore de testare (pana la atingerea starii stationare), insa dupa aceea cantitatea cedata a
crescut atingand o valoare maxima de 68,66+0,58% la sfarsitul perioadei de testare.

Comparand valorile parametrilor specifici permeatiei si eliberarii in vitro a
fluconazolului prin membrana sintetica din hidrogelurile studiate, se poate observa ca gelurile
continand 5% ulei esential de scorfisoard sau de cuisoare au produs cele mai mari valori ale
vitezei de transfer a FZ (395,95+1,28 pg/cm?/h respectiv 346,15+2,41 ug/cm?/h), fiind urmate
de gelurile FZ-CUI 3% si FZ 2%, care au condus la valori apropiate ale fluxului in stare
stationard (328,90+0,62 pg/cm?/h respectiv 323,75+1,02 pg/cm?/h). Pentru formularea in
compozitia careia uleiul volatil de cuisoare a fost prezent in concentratie de 3% (FZ-CUI 3%),
S-a obtinut o valoare a fluxului in stare stationara de 1,7 ori mai mica fatd de cea produsa de
formularea cu 5% ulei esential de scortisoara (FZ-SCR 5%).

Valorile vitezei de eliberare a fluconazolului prin membrana sinteticd din gelurile
hidrofile studiate au variat in mod asemanator fluxului, fiind posibild urmatoarea ierarhizare
in ordine descrescatoare:

FZ-SCR 3% > FZ-SCR 5% > FZ-CUI 5% > FZ 2% > FZ-CUI 5%

Cinetica de eliberare a FZ din toate hidrogelurile studiate a fost descrisa cel mai bine
de modelul matematic propus de Korsmeyer-Peppas (valorile R? cuprinse intre 0,9872 si
0,9993), ceea ce sugereaza un mecanism de difuzie (tabelul V.15 si fig. V.17).

Studiul permeatiei in vitro a fluconazolului din hidrogelurile experimentale prin piele
excizatd de pe urechea de porc. Profilele permeatiei fluconazolului timp de 24 ore prin piele
porcind din hidrogelul de chitosan/HPMC 1in prezenta uleiului volatil in diferite concentratii
(3% si 5%) sunt prezentate in figura 6.
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Figura 6. Profilurile cinetice cumulative de cedare (a) si de permeatie (b) ale fluconazolului
din hidrogelurile pe baza de chitosan/HPMC in prezenta uleiului esential prin piele porcina
(media = DS, n=3)

Se poate observa ca prezenta uleiului esential in baza de hidrogel a condus la procente
cumulative maxime de fluconazol eliberat de 1,46-2,58 ori mai mari decat cel obtinut pentru
hidrogelul fara ulei esential (18,09+0,71%) (figura 6a). Cantitatea cumulativd maxima de
fluconazol eliberata prin pielea porcind a crescut cu cresterea concentratiei uleiului esengial in
formulare de la 3% la 5%, cele mai mari procente cumulative maxime de fluconazol fiind
cedate de formularile FZ-CUI 5% (40,82+0,64%) si FZ-SCR 5% (46,60+1,13%), dupa 14 ore
respectiv 17 ore de testare. Comparand cantitatile cumulative de FZ eliberate din hidrogelurile
cu ulei esential in concentratie de 3% si 5%, se constata ca uleiul esential de scortisoara a fost
mai eficient ca promotor de absorbtie decat uleiul esential de cuigoare, producand procente
cumulative mai mari (figura 6a).

Dupa cum se poate observa din figura 6b, permeatia fluconazolului din toate
hidrogelurile testate prin pielea porcind a fost progresiva si rapida pand la instalarea starii
stationare, dupa 11 ore (pentru formularea de control), dupa 18 si 17 ore (pentru formularile
FZ-SCR 3% si respectiv FZ-SCR 5%) si dupa 14 ore si 10 ore de testare (in cazul formularilor
cu ulei volatil de cuisoare 3% si respectiv 5%).

Modelul matematic care a descris cel mai bine eliberarea FZ din hidrogelurile cu
uleiuri volatile a fost modelul Korsmeyer-Peppas, fapt indicat de valorile mari ale
coeficientului de determinare R?, cuprinse intre 0,9 si 0,979.

De asemenea, rezultatele studiului de permeatie ex vivo a FZ obtinute pentru
hidrogelul cu 3% ulei esential de scortisoara au fitat bine si cu modelele cinetice de ordin zero
si unu (cu valori ale coeficientului de determinare R? 0,9442 respectiv 0,9417), ceea ce poate
confirma faptul ca in acest caz difuzia a fost principalul mecanism de eliberare.

Evaluarea activitatii antifungice in vitro a hidrogelurilor experimentale

Activitatea antifungica a hidrogelurilor testate, inclusiv a celor contindnd doar ulei
esential (fara fluconazol) utilizate ca formulari de control, este prezentata in tabelul 1.

Tabelul 1. Activitatea antifungica a hidrogelurilor experimentale pe baza de chitosan/HPMC
si ulei esential de scortisoara sau cuisoare (3% si 5%), cu sau fara fluconazol 2%

Cod formulare Diametrul zonei de_inhibare (mm)
Hidrogel de control Hidrogel cu 2% fluconazol

FZ 2% 0 36+0,33

FZ-SCR 3% 34+0,28 53+0,42

FZ-SCR 5% 42+0,30 63+0,57

FZ-CUI 3% 36+0,24 54+0,61

FZ-CUI 5% 41+0,35 58+0,49

Se constatd reducerea cresterii fungice in toate cazurile, cu exceptia hidrogelului de
control fara fluconazol si fara ulei esential. De asemenea, se evidentiaza efectul antifungic
puternic al hidrogelurilor control continand doar ulei esential, acestea producand valori ale
diametrului zonei de inhibare apropiate (formularea de control cu 3% SCR), egale (formularea
de control cu 3% CUI) sau mai mari (formularile de control cu 5% ulei esential) decat cea
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produsd de formularea FZ 2%. Cresterea concentratiei de ulei esential de la 3% la 5% a
determinat marirea zonei de inhibare a dezvoltarii fungice, iar pentru aceeasi concentratie
ambele uleiuri esentiale au prezentat efecte antifungice similare (tabelul 1).

V.2.3 Concluzii

Tn cadrul acestui studiu experimental, s-a investigat posibilitatea dezvoltarii unor noi
geluri hidrofile ca potentiale vehicule semisolide pentru eliberarea topica a fluconazolului.

Au fost formulate si preparate geluri hidrofile, continand 2% fluconazol, doud uleiuri
esentiale avand activitate antimicoticd intrinsecd (de scortisoard sau de cuigoare), un
surfactant sintetic neionic (Cremophor A25), doi cosolventi (tetraglicol si etanol) si o baza de
hidrogel compusa dintr-un amestec de doud polizaharide naturale (chitosan si
hidroxipropilmetilceluloza). Pe baza rezultatelor acestor teste se desprind urmatoarele
concluzii:

e Continutul in substanta activa si pH-ul hidrogelurilor analizate s-au incadrat in limitele
compendiale in vigoare;

e Toate gelurile hidrofile studiate s-au dovedit a fi corpuri ne-newtoniene, cu
comportament pseudoplastic si caracter tixotrop mai mult sau mai putin pronuntat, cu
viscozitate, consistenta si capacitate de etalare adecvate;

e Studiul eliberarii in vitro a substantei active a aratat un transfer intens si progresiv al
fluconazolului prin membrana sinteticd hidrofild. Hidrogelurile continand 5% ulei
esential de scortisoarad sau de cuisoare s-au dovedit a fi cele mai performante, intrucat
au produs cele mai mari valori ale fluxului FZ prin membrana sintetica hidrofila
(395,95+1,28 pg/cm?/h respectiv 346,15+2,41 ug/cm?/h), iar cantititile cumulative de
fluconazol eliberate dupa 8 ore de testare au fost mari (81,43+0,97% si 60,05+1,09%).
Modelul matematic care a descris cel mai bine eliberarea FZ din hidrogelurile cu
uleiuri volatile prin pielea excizata de pe urechea de porc a fost modelul Korsmeyer-
Peppas.

e Activitatea antifungica a hidrogelurilor cu 2% fluconazol fatda de Candida albicans a
fost mai puternica in prezenta uleiului esential (de scortisoara sau de cuisoare) in
concentratie de 3% si 5% fapt comparativ cu cea masurata pentru formularea FZ 2%
(fard ulei esential). Hidrogelurile cu 2% fluconazol si 5% ulei esential s-au dovedit a fi
cele mai eficiente ca antifungice, producand cele mai mari suprafete ale zonei de
inhibare.

Din acest studiu se poate concluziona cd incorporarea uleiului de scortisoara si a
uleiului de cuisoare in hidrogeluri pe baza de polizaharide poate fi explorata pentru o eliberare
locala sigurd si eficienta a fluconazolului, pentru a imbunatatirea tratamentul infectiilor
fungice superficiale.

CAPITOLUL VI
VI. DEZVOLTAREA UNOR MICROEMULSII BIOCOMPATIBILE GELIFICATE
CU CHITOSAN, PE BAZA DE ULEIURI VOLATILE SI ESTERI DE ZAHAROZA
PENTRU ELIBERAREA TOPICA A FLUCONAZOLULUI

Obiectivul general al acestui studiu a fost dezvoltarea unor microemulsii L/H
biocompatibile, pe bazd de excipienti naturali si gelificate cu biopolimer (chitosan), ca
vehicule pentru aplicarea topicd a fluconazolului. Componentele naturale de baza din
formularea microemulsiilor gelificate au fost urmatoarele: uleiul esential de scortisoara, de
oregano sau de cuisoare, ca faza lipofila interna in care sa fie incapsulat fluconazolul; lauratul
sau palmitatul de zaharoza ca surfactant hidrofil si chitosan ca agent gelifiant. De asemenea,
S-a urmarit combinarea efectelor biologice intrinseci (antimicrobian si 1n special antifungic)
ale compusilor naturali din compozitia uleiurilor volatile cu actiunea antimicoticd a unei
substante medicamentoase de sinteza, fluconazolul, in scopul potentarii efectului terapeutic
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prin mecanism sinergic. Un obiectiv secundar al studiului a fost evaluarea efectului tipului si
concentratiei uleiului esential si surfactantului natural atat asupra proprietatilor reologice ale
microemulsiilor gelificate, cat si asupra eliberdrii §i permeatiei in vitro a fluconazolului din
sistemele respective.

V1.1. Metode

Studii de solubilitate. Datorita solubilitatii scazute a FZ in apa, fluconazolul a fost
supus unor teste de solubilitate in doua uleiuri grase de sinteza (miristat de izopropil si oleat
de etil) si in noud uleiuri esentiale (de eucalipt, de lemongrass, de cuisoare, de scortisoara, de
menta, de lavanda, de fenicul dulce si de oregano), pentru care a fost raportatd in literatura
activitatea antimicoticd proprie. In cazul uleiurilor esentiale, a fost efectuat initial un
screening preliminar, evaluandu-se, prin observare vizuala, capacitatea acestora de a dizolva
FZ. Pe scurt, 1 mg fluconazol s-a adaugat la 1 mL ulei esential, apoi sistemele au fost supuse
ultrasonarii timp de 15 min, pentru a accelera dizolvarea substantei medicamentoase, iar
solubilitatea FZ a fost evaluata vizual dupa 24 h. Pentru uleiurile esentiale in care s-a dizolvat
intreaga cantitate de FZ adaugata, tehnica descrisa mai sus a fost repetata consecutiv pana la
aparitia unui precipitat.

Uletiurile esentiale in care fluconazolul a prezentat solubilitate aparentd mai mare
(uletul esential de scortisoara, SCR, uleiul esential de cuisoare, CUI si uleiul esential de
oregano, ORG), au fost selectate pentru evaluarea cantitativa a solubilitatii, folosind metoda
saturatiei prin agitarea flaconului. O proba din fiecare solutie saturata (0,1 mL) a fost diluata
cu ulei esential, iar apoi cu un amestec de acetonitril-solutie apoasa de CuClz in raport de 9:1.
Concentratia solutiei apoase de clorura cuprica a fost de 0,53 g/mL.

Cuantificarea fluconazolului in aceste solutii s-a bazat pe formarea unui complex
metalic al ionului Cu?* cu FZ, colorat (verde), in amestecul apa-acetonitril 1:9. In consecinta,
determinarea cantitativa a FZ a fost efectuatd prin spectrofotometrie in vizibil
(spectrofotometru T70+, PG Instruments, U.K.) la lungimea de undda 800 nm (pentru uleiul
esential de scortisoara si de cuisoare) si, respectiv 762 nm (pentru uleiul esential de oregano),
pe baza ecuatiilor curbelor de etalonare obtinute pentru fiecare ulei volatil in aceleasi conditii
de dilutie.

Metoda saturatiei prin agitarea flaconului a fost folosita si pentru determinarea
solubilitdtii fluconazolului in uleiurile grase de sinteza (miristat de izopropil si oleat de etil),
respectandu-se tehnica de lucru descrisa mai sus, insa concentratia FZ in filtrat, dupa diluarea
acestuia cu etanol, a fost masurata spectrofotometric in UV, la 253 nm.

Tot in cadrul acestor studii, folosind criteriul calitativ bazat pe recomandarile
compendiale referitoare la ,,Solubilitate”, a fost determinatd si solubilitatea aparenta a
lauratului si palmitatului de zaharoza in ulei esential de cuisoare, de scortisoara si de oregano,
precum si in miristat de izopropil; a fost respectata tehnica descrisd mai sus in cazul
fluconazolului.

Selectarea componentelor formularilor

Selectarea fazei uleioase. Selectarea uleiului esential ca 0 componenta a fazei uleioase
a microemulsiilor L/H cu fluconazol s-a bazat pe capacitatea sa de dizolvare a substantei
medicamentoase. A doua componentd a fazei uleioase a fost selectatd din grupul solventilor
fluconazolul. Uleiul esential a fost diluat cu uleiul gras de sinteza in raport de masa de 1:1.

Selectarea surfactantului si a cosurfactantului. Dintre esterii de zaharoza testati ca
emulgatori in formulari farmaceutice, in acest studiu au fost selectati doi agenti tensioactivi si
anume lauratul de sucroza (D1216) si palmitatul de sucroza (D1616). Screeningul s-a bazat pe
capacitatea lor de solubilizare a fazei uleioase, mai precis capacitatea de a forma o0 zona larga
de microemulsie. Este de mentionat faptul ca au fost alesi surfactanti cu aceeasi valoare HLB
(16), desi lungimea lantului de acid gras este diferita (12 respectiv 16 atomi de carbon).
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Singurul criteriu de selectie a cosurfactantului pentru dezvoltarea microemulsiilor
biocompatibile experimentale a fost capacitatea sa de dizolvare a surfactantului hidrofil
(esterul de zaharoza), care este solid la temperatura camerei.

Construirea diagramelor pseudoternare de faza. Pentru a determina domeniul
concentratiei componentelor (faza uleioasa, faza apoasa si amestecul surfactant/cosurfactant,
Smix), care corespunde regiunii de microemulsii, au fost construite diagrame pseudoternare de
faza. Uleiul esential si miristatul de izopropil au fost amestecati in raport masic de 1:1, iar
surfactantul (laurat sau palmitat de zaharoza) a fost dizolvat in cosurfactant (alcool
izopropilic) in doud raporturi masice (1:1,5 si 1:2) prin agitare. In continuare, au fost
preparate diferite amestecuri de faza uleioasa si Smix Tn 9 raporturi de masa si anume 1:9, 2:8,
3:7,4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 51 9:1, astfel incat a fost acoperit maximul de raporturi masice care
permite delimitarea cu precizie a granitelor dintre fazele formate in diagrama pseudoternara.
Diagramele pseudoternare de faza au fost construite folosind o metoda relativ noud, metoda
dilutiei in microplaca, bazata pe metoda conventionald de titrare cu apa. Crearea diagramelor
pseudoternare de faza prin folosirea metodei dilutiei in microplaca a fost recent de descrisa de
Schmidts T. si colab. [340] si prezintd avantajul economiei de timp si de materiale. n
diagrama pseudoternard de faze, faza de microemulsie a fost identificatd cu regiunea in care
sistemele au fost clare, transparente si fluide.

Prepararea formularilor de microemulsii L/H pe baza de uleiuri esentiale §i esteri de
zaharoza, continand 2% fluconazol

Din regiunile de microemulsii delimitate in diagramele pseudoternare de faza
construite pentru sistemele (ulei esential de scortisoara/IPM)-(D1616/1ZP)-apa, (ulei esential
de scortisoara/IPM)-(D1216/1ZP)-apa, (ulei esential de oregano/IPM)-(D1616/1ZP)-apa, (ulei
esential de oregano/IPM)-(D1216/1ZP)-apa si (ulei esential de cuisoare/IPM)-(D1616/1ZP)-
apa, au fost selectate cate doua formulari, cu 6% sau 10% faza uleioasa si 45% Smix.

Prepararea microemulsiilor pe baza de uleiuri volatile §i esteri de sucroza, continand
2% fluconazol

Fluconazolul a fost dizolvat in amestecul obfinut prin amestecarea fazei uleioase
(formata din ulei volatil si miristat de izopropil) cu solutia esterului de zaharoza (palmitat sau
laurat de zaharozi) in alcool izopropilic, sub agitare. In solutia rezultata, a fost adaugata, in
picaturi §i sub agitare, cantitatea corespunzatoare de solutie apoasd de acid acetic 2%.
Concentratia finala a fluconazolului in formularile de microemulsii a fost de 2% (m/m). Toate
microemulsiile preparate au fost pastrate timp de 24 h la temperatura camerei inainte de a fi
supuse testelor ulterioare.

Prepararea microemulsiilor gelificate cu chitosan, pe baza de uleiuri esentiale i
esteri de zaharoza, contindand 2% fluconazol

In acest studiu, chitosanul in concentratiec de 1,9% (m/m) a fost utilizat ca agent
gelifiant al microemulsiilor experimentale.

Chitosanul a fost addugat in portiuni mici si sub agitare moderata, la microemulsiile
L/H cu fluconazol, a caror faza apoasa a fost solutia de acid acetic 2%. S-a continuat agitarea
pana la dizolvarea completd a chitosanului si obtinerea unei microemulsii-gel omogene si
transparente. Toate microemulsiile preparate au fost pastrate la temperatura camerei timp de
24 hinainte de a fi caracterizate.

Caracterizarea microemulsiilor L/H cu fluconazol

Microemulsiile cu fluconazol obfinute au fost evaluate in ceea ce priveste diferite
caracteristici fizico-chimice si stabilitatea fizica.

Examinarea macroscopica a fost efectuatd prin inspectia vizuald si olfactiva a
formularilor in scopul evaludrii caracterelor organoleptice (aspect, culoare, miros, fluiditate).
Distinctia intre sistemele lichide si cele viscoase a fost facuta pe baza capacitatii de curgere a
dispersiei plasate la o inclinatie de 45°.

Diametrul mediu a picaturilor, indicele de polidispersie si potentialul zeta al
microemulsiilor cu FZ 2% au fost masurate in triplicat prin spectroscopie de corelare fotonica,
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folosind instrumentul Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, UK). Masuratorile s-au
efectuat la un unghi fix de 173° si la temperatura de 25°C.

Indicii de refractie si viscozitatea au fost determinate in triplicat, la 25£2°C, utilizand
un refractometru (Digital ABBE Mark 1I-REICHERT, Depew, NY, USA) si respectiv un
vascozimetru rotational (Brookfield DV-1+, Anglia), folosind sonda S-05.

pH-ul microemulsiilor a fost masurat la 25+2°C, folosind un pH-metru portabil
(Sension™, Hach Company, SUA). Experimentele au fost efectuate Tn triplicat pentru fiecare
proba.

Controlul calitatii microemulsiilor gelificate cu chitosan, pe baza de uleiuri esentiale
si esteri de zaharoza, contindand 2% fluconazol

Examenul caracterelor macroscopice vizuale (aspect, consistentd, omogenitate),
olfactive (miros) si tactile, s-a efectuat conform prevederilor FR X la monografia Unguenta
sau alte monografii.

Determinarea  continutului in  fluconazol si a pH-ului microemulsiilor-gel
experimentale

Pentru dozarea fluconazolului continut in formularile de microemulsii gelificate
studiate, s-au cantarit aproximativ 0,4 g proba si s-au adus cantitativ cu amestec de acetonitril-
solutie apoasa de CuCl, (9:1) intr-un balon cotat de 25 mL, completand la volum cu acelasi
solvent; concentratia solutiei apoase de clorurd cuprica a fost de 0,53 g/mL. Continutul 1n
fluconazol al solutiei filtrate a fost analizat spectrofotometric in vizibil, (spectrofotometru
T70+, PG Instruments, U.K.) la lungimea de undd 800 nm (pentru uleiul esential de
scortisoara si de cuisoare) si, respectiv 762 nm (pentru uleiul esential de oregano). Fiecare
experiment a fost efectuat in triplicat.

pH-ul dispersiilor apoase continand 5% (m/m) proba de microemulsie-gel a fost
determinat la 25°C folosind un pH-metru digital (Sension™, Hach Company, SUA).
Experimentele au fost efectuate in triplicat pentru fiecare proba.

Studiul de eliberare si permeatie cutanata in vitro

Evaluarea cedarii in vitro a fluconazolului prin membrand sintetica din
microemulsiile gelificate cu chitosan, pe baza de uleiuri esentiale si esteri de zaharoza

Testul de eliberare in vitro a FZ din microemulsiile-gel experimentale prin membrana
sintetica hidrofila de polisulfond, cu diametrul de 25 mm si pori de 0,45um (membrane HT
Tuffryn, Pall Corporation, S.U.A), a fost efectuat folosind sistemul de celule de difuzie Franz
descris in subcapitolul V.

Determinarea cantitativa a FZ in probe s-a efectuat printr-o metoda spectrofotometrica
in UV (spectrofotometru UV-VIS T70+ cu soft UVWINS, PG Instruments, Anglia), in
conditiile descrise la subcapitolul V.

Toate determinarile au fost efectuate in triplicat.

Studiul permeatiei in Vitro a fluconazolului prin piele excizata de pe urechea de porc
din microemulsiile gelificate cu chitosan, pe baza de uleiuri esentiale si esteri de zaharoza

Pentru evaluarea in vitro a permeatiei FZ s-a respectat modul de lucru specificat in
subcapitolul V. Determinarea cantitativai a FZ 1in probe s-a efectuat prin metoda
spectrofotometrica in UV (spectrofotometru UV-VIS T70+ cu soft UVWINS5, PG
Instruments, Anglia), conform modului de lucru descris Tn subcapitolul V.

Analiza rezultatelor studiilor de eliberare si permeatie in Vitro

Calcularea parametrilor specifici permeatiei si eliberarii fluconazolului din preparatele
studiate prin membrana sinteticd si prin pielea excizatd de pe urechea de porc, precum si
evaluarea cineticii de cedare a substantei active au fost efectuate utilizdnd metoda si ecuatiile
prezentate la subcapitolul.

Evaluarea activitatii antifungice in vitro a microemulsiilor-gel experimentale s-a
efectuat conform protocolului de lucru descris la subcapitolul V.
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Analiza statistica a rezultatelor a fost realizatd cu ajutorul programului de soft
Statistica 7.0. Datele au fost prezentate ca medie + deviatia standard (DS) si au fost
considerate semnificative statistic la P < 0,05.

V1.2 Rezultate si discutii

Studii de solubilitate. Datele de solubilitate raportate Tn literatura de specialitate,
incluzand si un studiu propriu anterior, arata ca fluconazolul este foarte putin solubil in apa
(5,551 mg/mL), putin solubil sau solubil in uleiuri grase, solubil sau usor solubil in alcool
izopropilic, propilenglicol si etanol, (60,614 mg/mL, 103,436 mg/mL respectiv 126,991
mg/mL).

Tn urma evaludrii capacititii de dizolvare maxime a uleiurilor esentiale selectate fata
de fluconazol sub forma solubilitatii aparente se poate observa ca fluconazolul este usor
solubil 1n uleiul esential de cuisoare si de oregano, si solubil in uleiul esential de scortisoara.

Datorita faptului ca fluconazolul a prezentat cea mai mare solubilitate aparenta in
aceste uleiuri, ele au fost selectate pentru cuantificarea mai exactd a capacitatii de dizolvare a
fluconazolului. Din analiza datelor de solubilitate obtinute pentru cele trei uleiuri esentiale, se
constatd ca uleiul volatil de oregano a prezentat cea mai mare capacitate de dizolvare a FZ
(242,47+0,91 mg/mL), fiind urmat de uleiul esential de cuisoare (140,56+0,52 mg/mL) si de
uleiul esential de scortisoara (90,18+0,73 mg/mL).

Comparand valorile solubilitatii fluconazolului in cele doua uleiuri grase, se poate
constata ca miristatul de izopropil a prezentat o capacitate mai mare de dizolvare a substantei
medicamentoase decat oleatul de etil.

A fost efectuat si un studiu privind solubilitatea celor doi surfactanti esteri de zaharoza
in uleiurile in care fluconazolul a prezentat cei mai mari coeficienti de solubilitate, Intrucat se
preconiza cd aceste uleiuri vor fi componente ale fazei uleioase a formularilor de
microemulsii.

S-a putut observa ca lauratul de zaharoza este usor solubil in toate cele trei uleiuri
esentiale testate, iar palmitatul de zaharoza este usor solubil in ulei esential de cuisoare si de
oregano si solubil 1n ulei esential de scortisoara.

Selectarea componentelor formularilor

Selectarea fazei uleioase. Uleiul esential de oregano, uleiul esential de cuisoare si
uleiul esential de scortisoard au fost selectate ca si componente ale fazei uleioase pentru
dezvoltarea microemulsiilor, deoarece au produs cele mai mari valori ale solubilitatii
fluconazolului.

Dintre cele doud uleiuri grase alese pentru screening, miristatul de izopropil a fost
selectat ca a doua componentd a fazei uleioase a microemulsiilor, datorita capacitatii mai mari
de dizolvare a fluconazolului.

Cele doua lichide lipofile au fost amestecate in raport masic de 1:1, pentru a fi posibild
obtinerea unor microemulsii stabile, cu o concentratie adecvata de ulei esential, la care acesta
sa poatd actiona ca promotor al penetratiei percutanate a fluconazolului.

Selectarea surfactantului s§i a cosurfactantului. Esterii de sucrozd selectati ca
surfactan{i in acest studiu poseda proprietati farmacologice de interes pentru formuldrile
studiate i anume activitate antimicrobiana si antimicotica pe langd alte proprietati ca:
toxicitate scazuta, valoare HLB adecvatad, capacitate crescutda de solubilizare a substantei
medicamentoase si a uleiului

Alegerea unui cosurfactant pentru fomularea microemulsiilor pe baza de esteri de
Zaharoza a fost determinata de considerentul cd, in general, adaugarea cosurfactantilor in
formularea acestor sisteme microemulsionate este favorabild, deoarece asigurd o reducere
suplimentard a tensiunii interfaciale si mareste fluiditatea filmului de surfactant. Astfel,
intrucét esterii de zaharozd singuri nu sunt capabili de a reduce tensiunea interfaciald in
masura in care sa favorizeze formareca de microemulsii, a fost necesara utilizarea unui
cosurfactant.
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Alcoolul izopropilic a fost selectat pentru rolul de cosurfactant, datorita capacitatii sale
mai mari de dizolvare a surfactantilor esteri de zaharoza, desi solubilitatea fluconazolului in
acest solvent este mai mica decat 1n alti solventi polari utilizati frecvent ca si cosurfactanti in
formularile de microemulsii (etanol, propilenglicol, tetraglicol, PEG 400).

Construirea diagramelor pseudoternare de faza

Tn etapa de formulare a unei microemulsii, construirea diagramei pseudoternare de
faza este o etapa importantd, deoarece permite determinarea domeniului de concentratii ale
componentelor (fazd uleioasd, fazd apoasa si amestec de surfactant/cosurfactant)
corespunzator regiunii de microemulsii.

Figurile 7.1, 7.2 si 7.3 prezinta diagramele pseudoternare de faza ale sistemelor (ulei
esential de scortisoara/IPM)-(D1616/1ZP)-apa, (ulei esential de scortisoard/IPM)-
(D1216/1ZP)-apa, (ulei esential de oregano/IPM)-(D1616/1ZP)-apa si (ulei esential de
oregano/IPM)-(D1216/1ZP)-apa pentru raporturile Smix 1:1,5 si 1:2, precum si a sistemului
(ulei esential de cuisoare/IPM)-(D1616/IZP)-apa pentru raportul Smix 1:2. Tn diagrame este
marcatd doar regiunea de microemulsii (zona coloratd in negru), restul suprafetei diagramei
corespunzand regiunii de emulsii. Nu a fost posibila construirea diagramelor ternare de faza
pentru sistemele (ulei esential de cuisoare/IPM)-(D1616/1ZP)-apa in care raportul Smix a fost
1:1,5 si (ulei esential de cuisoare/IPM)-(D1216/1ZP)-apa pentru ambele raporturi Smix (1:1,5 si
1:2), deoarece amestecurile de faza uleioasa-Smix au fost opalescente inainte de diluarea cu apa
n placa de microtitrare.

a)

Figura 7.1. Diagramele pseudoternare de faza ale sistemelor (ulei esential de
scortisoara/IPM)-(D1616/1ZP)-apa si (ulei esential de scortisoara/IPM)-(D1216/1ZP)-apa,
pentru raporturile Smix 1:1,5 (a) si 1:2 (b)

Figura 7.2. Diagrama pseudoternara de fazlgg mswi”stemului (ulei esential de cuisoare/IPM)-
(D1616/1ZP)-apa pentru raportul Smix 1:2

Figura 7.3. Diagramele pseudoternare de faza ale sistemelor (ulei esential de oregano/IPM)-
(D1616/1ZP)-apa si (ulei esential de oregano/IPM)-(D1216/1ZP)-apa pentru raporturile Smix
1:1,5 (a) 51 1:2 (b)

29



Comparand marimea zonelor de microemulsii din diagramele pseudoternare de faza
obtinute, se poate observa ca lauratul de sucroza a produs zone de microemulsii usor mai mari
decat palmitatul de sucroza. Astfel, in seria sistemelor continand ulei esential de scortisoara,
regiunile de microemulsii produse de lauratul de zaharoza pentru ambele raporturi Smix (1:1,5
si 1:2) au ocupat 49,16% respectiv 56,49% din suprafata diagramei, In timp ce regiunile de
microemulsii produse de palmitatul de zaharoza la aceleasi raporturi Smix au fost mai mici
(43,49% respectiv 35,94%). Similar, in seria sistemelor continand ulei esential de oregano,
D1216 a produs, pentru ambele raporturi Smix, zone de microemulsii mai mari (45,32%
respectiv 45,12%) decat D1616 (28,44% respectiv 42,39%).

Pe baza observatiilor prezentate mai sus, formularile studiate au fost selectate din
regiunile de microemulsii L/H ale diagramelor pseudoternare de faza construite pentru
urmatoarele sisteme:

- (ulei esential de scortisoara/IPM)-(D1616/1ZP)-ap4, in care raportul Smix 1:1,5;

- (ulei esential de scortisoard/IPM)-(D1216/1ZP)-apa, in care raportul Smix 1:2;

- (ulei esential de oregano/IPM)-(D1616/1ZP)-ap4, in care raportul Smix 1:2;

- (ulei esential de oregano/IPM)-(D1216/1ZP)-apa, in care raportul Smix 1:1,5;

- (ulei esential de cuisoare/IPM)-(D1616/1ZP)-apa, in care raportul Smix 1:2.

In diagramele pseudoternare de faza obtinute pentru aceste sisteme, regiunea de
microemulsii L/H a ocupat cele mai mari suprafete.

Formularea microemulsiilor L/H si a microemulsiilor-gel pe baza de uleiuri esentiale
si esteri de zaharoza, continand fluconazol

Din fiecare diagrama pseudoternara de faza construitd pentru fiecare dintre cele cinci
sisteme ternare enumerate mai sus, au fost selectate cate doua formulari continand 6% sau
10% faza uleioasa internd, 45% Smix 1 49% sau 45% apa. S-a considerat ca selectarea celor 10
formuldri va permite studiul efectului componentelor (in special al uleiului esential si al
surfactantului) asupra caracteristicilor microemulsiei.

Caracterizarea microemulsiilor L/H cu fluconazol, pe baza de uleiuri esentiale i
esteri de zaharoza

La examinarea macroscopicd, microemulsiile studiate s-au prezentat ca sisteme
omogene, fluide, transparente, incolore sau slab galbui, cu miros caracteristic componentelor
puternic odorante (ulei esential si acid acetic). Eventuala coloratie a fost datoratd uleiului
esential si palmitatului de zaharoza din compozitie.

Rezultatele evaluarii caracteristicilor fizice ale microemulsiilor cu fluconazol

experimentale sunt prezentate in tabelul 2.
Pentru cele 10 formulari de microemulsii s-au obtinut indici de polidispersie, PDI, cu valori
cuprinse intre 0,129 si 0,363 precum si raze hidrodinamice, rn (prin intensitate, 1) relativ
scazute, avand valori cuprinse intre 9,9 si 19,2 nm. Cu cat PDI este mai mic, cu atat sistemul
este mai stabil. De asemenea, datorita valorilor mici ale diametrului mediu al picéturilor in
toate sistemele de microemulsii studiate, se poate afirma ca suprafata lor specificd este mare;
prin urmare, se obtine un contact mai bun intre picdturile de ulei si membrana/piele, rezultand
un gradient de concentratie crescut si o permeabilitate imbunatatita a fluconazolului.

Valorile potentialului zeta masurate pentru cele 10 microemulsii experimentale au fost
cuprinse intre +0,05 si +1,05 mV (tabelul 2). Aceste rezultate indicd formarea unor
microemulsii cu o densitate de sarcina electrica apropiata de zero.

Viscozitatea tuturor sistemelor analizate nu s-a modificat cu schimbarea tensiunii de
forfecare, confirmand caracterul newtonian al formularilor. Pentru toate microemulsiile
experimentale, valorile viscozitatii au fost mici, cuprinse intre 4 si 12 mPa-s, ceea ce era de
asteptat In cazul acestei forme farmaceutice fluide.

Indicele de refractie este parametrul care arati caracterul izotrop al formularilor. In
cazul tuturor microemulsiilor testate, valorile medii ale indicelui de refractie au fost foarte
apropiate, incadrandu-se intr-un interval ingust de 1,3862-1,3948 (tabelul 2).
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pH-ul microemulsiilor cu fluconazol studiate a variat intr-un domeniu de valori foarte
Tngust, cuprins intre 3,47+0,06 si 3,72+0,03 (tabelul 2), cu diferente nesemnificative intre
formulari, fiind datorat prezentei acidului acetic 2% in faza apoasa a sistemelor.

Tabel 2. Diametrul mediu al picaturii, indicele de polidispersie, viscozitatea, indicele de
refractie, potentialul zeta si pH-ul microemulsiilor experimentale cu fluconazol

Diametrul Potential

mediu al Indice de Viscozitate Indice de
Cod formulare o . e . . zeta pH

picaturii | polidispersie | (mPa-s) refractie

(mV)

(nm)
IEHFZABENE 13,00£0,72 0,197 6,67+0,61 | 1,3883+0,02 | 0.15+0,08 | 3,60+0,08
SCR 6%
ME-FZ-D1616-
N 13.27+1,08 0,353 6,67+0,32 | 1,3935+0,01 | 0.87+0,03 | 3,53+0,02
ME-FZ-D1216- 0.05
N 9,88+0,84 0,236 80:095 | 13862:004 | 0 | 360:001
ME-FZ-D1216-
N 14.18+1.28 0,231 12,040,64 | 1,3924+0,03 | 0,10£0,07 | 3,64+0,03
ME-FZ-D1616-
e 11264073 0,277 40+018 | 1,3869£002 | 1,05+0,15 | 3,60+0,02
ME-FZ-D1616-
A 19.16+0.01 0,129 40+081 | 1,3935:005 | 0,17+0,05 | 3,56+0,03
ME-FZ-D1216- 104
e oo 11,45+1.27 0,307 80:L12 | 138826003 | [ | 363:0,05
ME-FZ-D1216- 043
A 18.20+1,02 0,171 1204105 | 139482001 | 0 | 3724003
'\C"EI"ZE/;me' 12,89+0,61 0,363 12,041,16 | 1,3863£0,02 | 0,67£0,09 | 3,47+0,06
ME-FZ-D1616- 14.26£0,44 0,221 12,040,53 | 1,3919+0,07 | 0,17+0,16 | 3,52+0,04
CUI 10%

Controlul calitatii microemulsiilor gelificate cu chitosan, pe baza de uleiuri esentiale
si esteri de zaharozad, contindand fluconazol

Examenul caracterelor macroscopice

Toate microemulsiile-gel experimentale cu 2% fluconazol, au fost omogene,
translucide, transparente, galbui (figura 8), cu miros specific componentelor odorante (uleiul
volatil si acidul acetic), corespunzand cerintelor oficiale referitoare la caracteristicile vizuale,
olfactive si tactile.
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Figura 8. Microemulsiile gelificate cu chitosan, continand 2% fluconazol, pe baza de ulei
esential de oregano si palmitat sau laurat de zaharoza (a), ulei esential de scortisoara si
palmitat sau laurat de zaharoza (b) si ulei esential de cuisoare si palmitat de zaharoza (c)

Determinarea  continutului in  fluconazol si a pH-ului microemulsiilor-gel
experimentale. Continutul in fluconazol al microemulsiilor-gel a fost cuprins fintre
97,55+0,48% si 102,05+0,67%, valorile incadrandu-se in limitele prevazute de FR X la
monografia Unguenta (alineatul Dozare).

Toate formularile de microemulsii-gel experimentale cu 2% fluconazol au prezentat
pH slab acid, cuprins intre 4,50+0,017 si 4,6340,025, cu diferente nesemnificative intre valori.
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Analiza reologica a microemulsiilor gelificate cu chitosan, pe baza de uleiuri
esentiale §i esteri de zaharoza, continand 2% fluconazol

a) Testul viscozimetric (de curgere in stare stafionara)

Dependenta liniara a tensiunii de forfecare (1) de viteza de deformare (y) si scaderea
viscozitatii (1) cu cresterea vitezei de deformare, indica faptul ca toate microemulsiile-gel
studiate sunt corpuri nenewtoniene, cu caracter pseudoplastic.

Toate microemulsiile experimentale gelificate cu chitosan au prezentat si o usoara
tixotropie, mai pronuntatd in cazul formulariit MEGEL-FZ-D1616-ORG 6% si al formularilor
cu ulei esential de scortisoara cu 10% faza uleioasa.

Curgerea pseudoplastic-tixotropa a microemulsiilor gelificate experimentale a fost
descrisd matematic cu mare acuratete atdit de modelul ,,legea putere” (R > 0,99), cat si de
modelul Casson (R > 0,96). Ca urmare, se poate sugera faptul ca mecanismul de curgere al
microemulsiilor gelificate a fost similar, desi au existat diferente intre formulari privind
gradul de tixotropie.

Modelul matematic Herschel-Bulkley a descris cu acuratete variatia viscozitatii
sistemelor in functie de viteza de forfecare, fapt relevat de valorile apropiate de 1 ale
coeficientului de corelare (0,9644-0,9931). Viscozitatea microemulsiilor-gel experimentale a
fost cuprinsa intre 0,437-0,541 Pa-s, incadrandu-se Tn domeniul de valori specific preparatelor
semisolide.

Analiza regresionala a datelor testului viscozimetric a permis calcularea a doi
parametri reologici si anume indicele de consistenta K si indicele de curgere n, care pot fi
utilizati pentru stabilirea influentei variabilelor de formulare asupra proprietatilor reologice
ale microemulsiilor experimentale cu fluconazol gelificate cu chitosan.

Valorile indicelui de consistenta (K) s-au Tncadrat in intervalul 2,861-4,440.

Valorile indicelui de curgere n, mai mici decat 1 in toate cazurile, au confirmat
pseudoplasticitatea sistemelor studiate. Totusi, caracterul pseudoplastic a fost moderat (n >
0,5), cu diferente mici intre formulari, valorile n variind Tntr-un domeniu ingust (0,551-0,606).

b) Determinarea capacitatii de intindere
Pentru toate formuldrile studiate se constata ca:

- etalarea pe suprafata a crescut progresiv, cu cresterea greutatii aplicate;

- alura curbelor extensiometrice obtinute a fost similara;

- au prezentat o buna capacitate de etalare, demonstrata de valorile extensometrice mari
obtinute.

Studiul de eliberare §i permeatie cutanata in vitro

Evaluarea cedarii in vitro a fluconazolului prin membrand sintetica din
microemulsiile pe baza de uleiuri esentiale si esteri de zaharoza, gelificate cu chitosan

Din toate formularile testate s-au eliberat cantitati mari de fluconazol (89,88-99,37%).
Mai precis, cele mai mari procente cumulative de substantd medicamentoasa eliberatda dupa 5
respectiv 6 ore de testare (99,19% respectiv 99,37%) s-au obtinut pentru formularile pe baza
de ulei volatil de oregano si palmitat de zaharoza.

Profilele cinetice de permeatie a FZ prin membrana sinteticd din toate formularilor
prezintd alura similard profilelor de eliberare, asa cum era de asteptat. S-a constatat ca
transferul FZ prin membrana a fost cel mai intens din microemulsia-gel pe baza de ulei
esential de oregano si laurat de zaharoza, cu 6% faza uleioasa, care a produs cea mai mare
valoare a fluxului in stare stationard (975,89+8,60 pg/cm?/h), desi nu a eliberat cea mai mare
cantitate cumulativa de substanta medicamentoasa. De asemenea, valori mari ale fluxului prin
membrand (cuprinse intre 712,42+9,94 pg/cm?h si 808,51+2,80 ug/cm?/h) au produs trei
dintre formularile pe baza de palmitat de zaharoza si anume MEGEL-FZ-D1616-SCR 10%,
MEGEL-FZ-D1616-ORG 10% si MEGEL-FZ-D1616-ORG 6%.
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Viteza de eliberare a FZ din formularile de microemulsii-gel studiate au fost de 2,7-4,4
ori mai mare decat fluxul Tn stare stationara, ceea ce sugereaza faptul ca procesul de eliberare
a substantei active din vehicul nu a fost dependent de transferul acesteia prin membrana.

Studiul permeatiei in Vitro a fluconazolului prin piele excizata de pe urechea de porc
din microemulsiile gelificate cu chitosan, pe baza de uleiuri esentiale si esteri de zaharoza

Procente cumulative semnificativ mai mari de fluconazol au fost eliberate din
majoritatea sistemelor pe baza de ulei esential de oregano si scortisoara (P < 0,05) comparativ
cu formularile pe baza de ulei esential de cuisoare: 91,10% (MEGEL-FZ-D1216-ORG 10%),
87,80% (MEGEL-FZ-D1616-ORG 10%), 87,06% (MEGEL-FZ-D1216-SCR 10%), 83,03%
(MEGEL-FZ-D1216-ORG 6%), 77,61% (MEGEL-FZ-D1216-SCR 6%) si 72,27% (MEGEL-
FZ-D1616-SCR 10%) versus 59,26% (MEGEL-FZ-D1616-CUl 10%) si 48,06% (MEGEL-
FZ-D1616-CUI 6%). Procentul cumulativ maxim de FZ eliberat de formularile pe baza de
palmitat de zaharoza, contindnd 6% faza uleioasd, MEGEL-FZ-D1616-ORG 6% si MEGEL-
FZ-D1616-SCR 6%, a fost apropiat respectiv mai mic decéat cel produs de microemulsiile
continand ulei esential de cuisoare si acelasi surfactant (57,93% respectiv 37,81%).

Prin compararea profilelor dermato-farmacocinetice ale FZ din microemulsiile-gel
prin piele porcind si a valorilor fluxului in stare stationara calculate pe baza datelor acestui
studiu in vitro, se poate observa ca din trei formulari continand 10% faza uleioasa si anume
MEGEL-FZ-D1616-SCR 10%, MEGEL-FZ-D1216-SCR 10% si MEGEL-FZ-D1616-ORG
10% au fost transferate prin piele cele mai mari cantititi de FZ. Spre deosebire de acestea,
toate formularile pe baza de palmitat de zaharoza si 6% faza uleioasa (MEGEL-FZ-D1616-
CUI 6%, MEGEL-FZ-D1616-ORG 6% si MEGEL-FZ-D1616-SCR 6%) au produs cele mai
mici valori ale fluxului transcutanat. Viteza de permeatie a fluconazolului din microemulsiile-
gel pe baza de laurat de zaharoza si ulei esential de oregano a fost usor mai scazutd decat cea
din formularea pe bazad de palmitat de zaharoza, MEGEL-FZ-D1616-ORG 10%. Similar
eliberarii in vitro prin membrana sintetica, viteza de eliberare a FZ din formularile studiate la
suprafata pielii a fost de aproximativ 4,5-5,2 ori mai mare decat viteza de permeatie a acestuia
prin piele, evidentiind faptul ca cedarea substantei active din vehicul a fost independenta de
permeatia percutanata.

Profilurile permeatiei in vitro a FZ prin piele porcind din microemulsiile-gel
experimentale au fost evaluate cinetic, prin fitarea datelor experimentale in diferite ecuatii
cinetice.

Cele mai mari valori ale coeficientului de determinare au fost obtinute pentru modelul
Korsmeyer-Peppas in cazul tuturor formularilor analizate, deci acest model a descris cel mai
bine eliberarea in vitro a FZ din formularile respective, confirmandu-se implicarea mai multor
fenomene Tn acest proces. Tn plus, valorile exponentului de difuzie (n) au fost cuprinse fie
intre 0,5926-0,8723 (0,45 < n < 0,89) pentru formularile MEGEL-FZ-D1616-SCR 6%,
MEGEL-FZ-D1216-SCR 10%, MEGEL-FZ-D1616-ORG 6%, MEGEL-FZ-D1616-ORG 10%,
MEGEL-FZ-D1216-ORG 6% si MEGEL-FZ-D1216-ORG 10%, fie intre 1,0058-1,1351 (n >
0,89) in cazul formularilor MEGEL-FZ-D1616-SCR 10%, MEGEL-FZ-D1216-SCR 6%,
MEGEL-FZ-D1616-CUl 6% si MEGEL-FZ-D1616-CUI 10%, indicand mecanismul de
transport non-Fickian respectiv super cazul Il de transport.

Evaluarea activitatii antifungice in vitro a microemulsiilor-gel experimentale

Toate preparatele evaluate, cu sau fard fluconazol, au inhibat cresterea fungica,
activitatea antimicotica crescand cu cresterea concentratiei de ulei esential in formulare, atat
in cazul preparatelor de control, cat si in cazul preparatelor medicamentoase. Se evidentiaza,
de asemenea, sinergismul in ceea ce priveste efectul antifungic dintre uleiul esential si
fluconazol, diametrul zonei de inhibare a probelor fiind de aproximativ 1,4 — 2,1 ori mai mare
decét cea a preparatului de control.
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Figura 9. Inhibarea cresterii fungice a Candida albicans in prezenta microemulsiilor gel
experimentale cu 2% fluconazol

Rezultatele privind activitatea antifungica a MEGEL de control, pe baza de uleiuri
volatile si esteri de zaharoza, sunt incurajatoare intrucdt sugereazd oportunitatea utilizarii
acestora ca alternativa eficientd in managementul clinic al candidozelor cutaneo-mucoase
rezistente la substantele medicamentoase antifungice utilizate curent.

V1.3 Concluzii

Tn acest studiu s-a investigat posibilitatea asocierii unor uleiuri esentiale (ulei de
scortigoara, ulei de oregano si ulei de cuisoare) cu esteri de zaharoza, alcool izopropilic si
chitosan, ca faza uleioasd, surfactanti, cosurfactant si respectiv agent gelifiant, in scopul
obtinerii unor microemulsii gelificate biocompatibile continand 2% fluconazol.

Se poate concluziona cd aceste microemulsii-gel bicompatibile, pe baza de ulei
esential si surfactant natural (palmitat sau laurat de sucroza) si gelificate cu chitosan, ar putea
fi utilizate ca vehicule pentru administrarea topica simultand a ambelor grupe de compusi
biologic activi (uleiul esential si fluconazolul). Insi, sunt necesare testiri suplimentare
avansate, preclinice si clinice privind microstructura sistemelor emulsionate, structura gelica,
solubilitatea componentelor in fazele lichide ale sistemului, profilul textural, stabilitatea,
inocuitatea, disponibilitatea cutanatd si eficacitatea terapeutica in vitro si in vivo a
componentelor active. Dacd studiile se vor finaliza cu succes, formuldrile farmaceutice
optimizate propuse vor putea fi implementate in practica terapeutica pentru a oferi beneficiile
efectelor terapeutice simultane ale componentelor active (naturale si de sinteza) asociate cu
proprietatile favorabile ale chitosanului si esterilor de zaharoza la aplicare dermica.

CAPITOLUL VII
VII. DEZVOLTAREA SI VALIDAREA UNEI METODE SPECTROFOTOMETRICE
iN VIS PENTRU DOZAREA FLUCONAZOLULUI iN PREZENTA UNOR ULEIURI
ESENTIALE

Obiectivul prezentului studiu a fost elaborarea si validarea unei metode
spectrofotometrice in VIS, sensibila si rapida, pentru analiza cantitativa a fluconazolului in
prezenta a trei uleiuri esentiale (de scortisoara, de oregano si de cuisoare), care sa poata fi
utilizata pentru determinarea solubilitatii fluconazolului in aceste uleiuri volatile.

VI1.1 Metode
Prepararea solutiilor standard
Pentru a stabili conditiile optime de lucru s-au preparat urmatoarele solutii:

e solutia folositd pentru complexarea fluconazolului, obtinutad prin amestecarea unei
solutii apoase de clorura cuprica 53 mg/mL cu acetonitril in raport de 1:9 (codificata
ACN-Cu(Il)-H20);

e solutia utilizata pentru obfinerea dreptelor de etalonare a fluconazolului in uleiurile
esentiale testate, obfinutd prin dizolvarea fluconazolului in concentratie de 110

34



mg/mL, 95 mg/mL si 85 mg/mL 1n ulei esential de oregano, de cuigoare si respectiv de

scortisoara;

e solutia continand complexul Cu(Il)-fluconazol, obtinuta prin addugarea a 0,1 mL de
solutie fluconazol de concentratie cunoscutd in ulei esential (de oregano, de
scortisoara sau de cuisoare) la 4 mL solutie ACN-Cu(ll)-H20.

e solutiile utilizate ca standard in toate masurdtorile spectrofotometrice efectuate; aceste
solutii standard au fost preparate prin dizolvarea a 0,1 mL ulei esential (de oregano, de
scortisoara sau de cuisoare) in 4 mL solutie ACN-Cu(I1)-H20.

Procedura recomandata pentru determinarea spectrofotometrica a fluconazolului in
prezenta uleiurilor volatile (stabilirea lungimii de unda de masurare). Pentru stabilirea
lungimii de undd de masurare au fost preparate solutii etalon prin dizolvarea
fluconazolului in concentratie de 110 mg/mL, 95 mg/mL si 85 mg/mL in ulei esential de
oregano, de cuisoare si respectiv de scortisoara. Apoi, din aceste solutii s-au prelevat 0,1
mL si s-au amestecat cu 4 mL solutie ACN-Cu(ll)-H20. S-a inregistrat spectrul de
absorbtie dupa 15 minute de la preparare, in intervalul 600-900 nm, fatd de o solutie
standard preparata in aceleasi conditii, in cuva de 1 cm.

Validarea metodei spectrofotometrice

Metoda propusa a fost validatd prin evaluarea preciziei, liniaritafii, acuratetei si
robustetei.

Precizia metodei propuse s-a evaluat prin repetarea determindrilor (n=3) pentru sase
concentratii diferite ale solutiilor de fluconazol in fiecare ulei esential si anume:

- 0,268 mg/mL, 0,537 mg/mL, 1,072 mg/mL, 1,608 mg/mL, 2,144 mg/mL si 2,680 mg/mL
pentru solutiile de fluconazol in ulei esential de oregano;

- 0,2073 mg/mL, 0,4146 mg/mL, 0,8293 mg/mL, 1,2439 mg/mL, 1,6585 mg/mL si 2,073
mg/mL pentru solutiile de fluconazol in ulei esential de scortisoara;

- 0,2317 mg/mL, 0,4634 mg/mL, 0,9268 mg/mL, 1,39 mg/mL, 1,854 mg/mL si 2,317 mg/mL
pentru solutiile de fluconazol dizolvat in ulei esential de cuisoare.

Aceste valori de concentratii se refera la amestecul de 4,1 mL obtinut prin adaugarea a 0,1 mL
solutie de fluconazol in ulei volatil la 4 mL solutie ACN-Cu(l1)-H2O.

Cele trei probe preparate pentru fiecare concentratie au fost analizate pe parcursul unei
zile (intra-day).

Liniaritatea metodei propuse a fost investigatd prin citirea absorbantei (n=3) pentru
cele sase concentratii diferite ale solutiilor de fluconazol in fiecare ulei esential, concentratii
enumerate mai sus. Valoarea medie a absorbantelor obtinute pentru fiecare concentratic s-a
reprezentat grafic in functie de concentratia fluconazolului in proba evaluatd. Ecuatiile
dreptelor de etalonare obtinute pentru fiecare serie de solutii au fost evaluate din punct de
vedere statistic si liniaritatea s-a stabilit pe baza coeficientului de determinare.

Exactitatea (acuratefea) metodei s-a estimat prin metoda aditiilor standard (metoda
imbogatirii). Astfel dintr-o solutie de fluconazol in ulei esential de concentratie cunoscuta
(87,9 mg/mL 1n ulei esential de oregano, 68,00 mg/mL in ulei esential de scortisoara si 75,98
mg/mL in ulei esential de cuisoare) s-au prelevat 0,05 mL, la care s-au adaugat 0,05 mL
solutie de urmatoarele concentratii:

- 0 mg/mL, 29,3 mg/mL, 58,6 mg/mL, 87,9 mg/mL si 117,2 mg/mL fluconazol in ulei
esential de oregano;

- 0 mg/mL, 22,67 mg/mL, 45,34 mg/mL, 68,00 mg/mL si 90,67 mg/mL fluconazol in
ulei esential de scortisoara;

- 0 mg/mL, 25,32 mg/mL, 50,64 mg/mL, 75,96 mg/mL si 101,28 mg/mL fluconazol in
ulei esential de cuisoare.

Solutia rezultata in volum de 0,1 mL s-a amestecat cu 4 mL solutie ACN-Cu(l1)-H20,
apoi s-a determinat absorbanta solutiei finale. Fiecare nivel a fost repetat de 3 ori.

Valorile de absorbanta ale probelor (solutiile finale contindnd complexul FZ-Cu(ll) Tn
uleiul esential) au fost reprezentate grafic in functie de concentratie, obtinandu-se dreptele
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aferente. Concentratia nominald a probelor (in mg/mL) a fost datda de raportul dintre
interceptul la axa X si panta dreptei de regresie.

Robustetea metodei a fost evaluatd prin analiza unei solutii de fluconazol de
concentratie cunoscutd in fiecare ulei esential (44 mg/mL in ulei esential de oregano, 34
mg/mL in ulei esential de scortisoard si 38 mg/mL in ulei esential de cuisoare). In scopul
verificarii robustetei metodei, s-a variat concentratia de Cu(Il) in solutia ACN-Cu(ll)-H20
folosita pentru complexarea FZ, dupa cum urmeaza: 53 mg/mL, 52 mg/mL, 51 mg/mL, 50
mg/mL s1 49 mg/mL.

V1.2 Rezultate si discutii

Procedura recomandata pentru determinarea spectrofotometrica a fluconazolului in
prezenta uleiurilor volatile (stabilirea lungimii de unda de masurare)

Obiectivul acestui studiu a fost complexarea fluconazolului cu ionul Cu(ll) Tn vederea
obtinerii unui compus colorat, astfel incat maximul de absorbtie al complexului sa nu coincida
cu cel al fluconazolului inregistrat in domeniul UV (FZ este o substanta alba), ci sa se situeze
in domeniul vizibil, cu mici diferente dependent de concentratia si intensitatea culorii
complexului format.

Prin complexarea fluconazolului cu Cu(ll), maximele sale de absorbtic se deplasecaza
spre lungimi de unda apartinind domeniului vizibil (700-800 nm), ceea ce permite
cuantificarea sa in prezenta uleiurilor volatile, deoarece se evita suprapunerea spectrelor pe
domeniul de lungimi de unda la care s-a observat ca absorb si compusii uleiurilor volatile.

Validarea metodei spectrofotometrice

Precizia metodei s-a determinat prin masurarea concentratiei de fluconazol in fiecare
dintre cele trei uleiuri esentiale pe sase nivele de concentratie. Se observa ca recuperarea (%)
si deviatia relativa standard s-au incadrat in urmatoarele intervale de valori: 96,22-109,25% si
respectiv 0,1801-1,5403% pentru probele in ulei esential de oregano; 98,06-100,97% si
respectiv 0,1881-0,9398% pentru probele in ulei esential de scortisoara; 99,02-102,27% si
respectiv 0,0024-0,0087% pentru probele in ulei esential de cuisoare.

Liniaritatea. Dreptele de etalonare s-au obtinut prin reprezentarea grafica a
concentratiei FZ versus valorile medii de absorbanta corespunzatoare; legea Lambert-Beer a
fost respectata pe urmatoarele domenii de concentratie: 0,268-2,68 mg/mL in cazul uleiului
esential de oregano, 0,2073-2,073 mg/mL in cazul uleiului esential de scortisoara si 0,2317-
2,317 mg/mL in cazul uleiului esential de cuisoare (figura 10).

Figura 10. Curbele de etalonare pentru fluconazol in ulei esential de oregano (a), in ulei
esential de scortisoara (b) si in ulei esential de cuisoare (c)

Analiza regresionald a datelor de calibrare a fost efectuatd prin fitarea acestora in
ecuatia Y = ax+b, in care y este absorbanta la lungimea de unda maxima; X este concentratia
in /100 mL; a este panta dreptei si b este interceptul. Din figura 10 se observa ca valorile
coeficientului de determinare, R?, ale celor trei drepte de etaonare au fost mai mari de 0,999
(0,9995 pentru dreapta de etalonare in uleiul esential de oregano, 0,9992 pentru dreapta de
etalonare 1n uleiul esential de scortisoard si 0,9996 pentru dreapta de etalonare in uleiul
esential de cuisoare). Valorile mari are coeficientilor de determinare pentru toate cele trei
uleiuri indica o liniaritate excelenta.
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Acuratetea (exactitatea). Metoda aditiilor standard este una dintre metodele folosite la
evaluarea acuratetei. Aceastd metodda constd in cresterea concentratiei unei probe cu o
cantitate cunoscutd folosind solutii de concentratii crescatoare. S-a evidentiaza faptul ca
liniaritatea dreptei de regresie obtinuta cu metoda aditiilor standard a fost buna.

Robustetea s-a testat prin efectuarea deliberatd de mici variatii in conditiile
experimentului. Rezultatele de recuperare medie si de deviatie relativa standard au fost:
99,276% si respectiv 0,478 pentru uleiul esential de oregano, 97,952% si respectiv 0,228
pentru uleiul esential de scortisoara si 101,637% si respectiv 0,508 pentru uleiul esential de
cuigoare. Valorile medii ale procentului de regasire (recuperare) fiind apropiate de 100% in
conditiile modificarii concentratiei ionului cupric, indica robustetea metodei pentru toate cele
trei uleiuri esentiale.

VI11.3 Concluzii

Metoda propusa pentru determinarea solubilitatii fluconazolului in ulei esential de
oregano, ulei esential de scortisoard si ulei esential de cuisoare este o metoda
spectrofotometricd, simpla si la indemana. Prezinta avantajul ca foloseste solventi comuni,
precum acetonitrilul. De asemenea, prin folosirea ei se evita erorile ce ar putea sd apara din
cauza compozitiei foarte complexe a uleiurilor volatile in care se doreste determinarea
solubilitatii. In viitor, se pot efectua noi studii in vederea extiderii utilizirii acestei metode si
pentru alte uleiuri esentiale in care se doreste determinarea solubilitatii fluconazolului.

CONCLUZII GENERALE

Cercetarile ale caror rezultate au fost raportate in teza de doctorat au urmarit
fundametarea stiintifici a utilizarii unor sisteme farmaceutice semisolide biocompatibile
continand fluconazol ca potentiale medicamente sigure si eficiente pentru tratamentul topic al
infectiilor fungice. In acest scop, studiile au fost directionate spre formularea, prepararea si
evaluarea unor noi vehicule semisolide de tip hidrogel pentru administrarea topica a
fluconazolului, utilizdind substante auxiliare biocompatibile, biodegradabile, netoxice,
neiritante si cu activitate antifungica proprie.

Obiectivele generale ale tezei de doctorat au fost urmatoarele:

- formularea unor preparate farmaceutice semisolide hidrofile cu fluconazol, lipsite
de toxicitate si bine tolerate, deci cu sigurantd la utilizare, prin selectarea unor
excipienti din grupul produselor naturale, care s-au dovedit a fi biocompatibile,
biodegradabile, netoxice, neiritante si bine tolerate de piele si mucoase;

- cresterea penetratiei percutanate a fluconazolului din noile formuléri, implicit a
utilizarea unor promotori de penetratie din grupul surfactantilor neionici si al
uleiurilor esentiale, ca metodd chimica de madrire a permeabilitatii pielii; 2)
formularea de microemulsii ulei-in-apa, care au fost utilizate drept carrier al
substantei medicamentoase;

- evidentierea efectului sinergic al fluconazolului cu excipientii naturali selectati
(agentul gelifiant, surfactantii neionici si uleiurile esentiale), a caror activitate
antifungica a fost deja demonstrata stiintific.

Partea generald este structurata in trei capitole, dedicate analizei stadiului actual al
cunoasterii in domeniul tehnologiei farmaceutice privind potentialul catorva produse naturale
ca excipienti farmaceutici In noi formuldri topice semisolide biocompatibile. Astfel, sunt
prezentate cunostintele actuale referitoare la proprietatile fizico-chimice, farmaceutico-
tehnologice si biologice ale chitosanului ca agent gelifiant, ale esterilor de zaharoza ca
surfactanti/emulgatori si acceleratori de penetrare, precum si ale uleiurilor esentiale ca
promotori ai penetratiei percutanate a substantelor medicamentoase. Totodata, Tn acesta parte,
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n capitolul al doilea, sunt trecute in revista carteristicile hidrogelurilor pe baza de chitosan si
ale microemulsiilor si microemulsiilor-gel pe baza de surfactanti naturali si biopolimeri, ca
sisteme farmaceutice semisolide biocompatibile moderne pentru eliberarea topica a
substantelor medicamentoase. Ultimul capitol al partii generale este dedicat motivarii alegerii
fluconazolului ca substantd medicamentoasd model 1n studiile experimentale efectuate.

Contributiile proprii au fost structurate in cinci capitole din care se pot formula
urmatoarele concluzii generale:

» O prima directie de cercetare a constituit-0 dezvoltarea si evaluarea unor
sisteme semisolide eficiente de transport si eliberare, pe bazd de chitosan in diferite
concentratii si continand diferifi cosolventi (glicerol, propilenglicol, tetraglicol si
polietilenglicol 400), care sa fie capabile sa incorporeze si sa dizolve un numar cat mai mare
de substante medicamentoase insolubile in apa. Astfel, a fost evaluat efectul tipului si
concentratiei unor cosolventi (glicerol, propilenglicol, polietilenglicol 400 si tetraglicol)
asupra caracteristicilor fizice si mecanice ale unor hidrogeluri pe bazd de 3%, 3,5% si 4%
chitosan, ca potentiale vehicule pentru aplicarea topicd a unor substante medicamentoase greu
solubile in apa.

Rezultatele evaluarii farmacotehnice a hidrogelurilor pe baza de chitosan atesta faptul
ca sistemele dezvoltate corespund recomandarilor compendiale specifice formelor
farmaceutice bioadezive.

Din analiza reologica a celor 22 hidrogeluri pe baza de chitosan studiate s-a observat
ca tipul si concentratia cosolventului au avut influentd asupra comportamentului la curgere,
viscozitatii, consistentei si capacitatii de etalare a sistemelor. Pe baza rezultatelor obtinute in
cadrul acestei etape de preformulare a studiului experimental, consideram ca toate
hidrogelurile pe bazd de chitosan cercetate pot fi utilizate ca vehicule (baze de unguent)
pentru substante medicamentoase greu solubile in api, destinate aplicarii dermice. In
contextul posibilei utilizari a sistemelor dezvoltate sunt necesare studii suplimentare in vitro si
in vivo de evaluare a eliberarii substantelor medicamentoase si a tolerantei.

» Cea de-a doua directie a cercetarilor a constat in formularea si evaluarea unor
noi hidrogeluri pentru administrarea topica, sigura si eficienti a fluconazolului. In acest scop,
fluconazolul in concentratie de 2% a fost incorporat intr-un vehicul hidrogel inovator, care a
continut doi biopolimeri hidrofili ca agenti formatori de gel (chitosan si
hidroxipropilmetilcelulozd), cosolvent (tetraglicol asociat sau nu cu alcool izopropilic) si
promotori naturali de penetrare (esteri de zaharoza sau uleiuri esentiale).

Selectarea cosolventilor si a promotorilor de penetratie a fost efectuatd pe baza unor
studii de solubilitate. Au fost preparate si evaluate 6 formulari de hidrogeluri continand laurat
de zaharozad sau palmitat de sucroza in concentratii variabile (0,5-5%) si 4 formuldri de
hidrogeluri continand ulei esential de scortisoard sau de cuisoare (3% si 5%); pentru fiecare
serie a fost preparata si o formulare de control (fard promotor de penetrare).

Rezultatele testelor de control al calitatii au demonstrat ca toate cele 12 formulari de
hidrogeluri au corespuns recomandarilor oficiale in ceea ce priveste caracterele macroscopice,
continutul de substantd activa si pH-ul. De asemenea, analiza reologicd a relevat
comportamentul lor pseudoplastic-tixotrop, precum si viscozitatea si capacitatea de etalare
satisfacatoare.

Testul de disponibilitate in vitro a substantei medicamentoase, a evidentiat
superioritatea urmatoarelor formulari: hidrogelurile cu 2,5% si respectiv 5% laurat de sucroza
din prima serie, precum si hidrogelurile contindnd 5% ulei esential de scortisoard sau de
cuisoare din a doua serie; aceste formulari au produs cele mai mari valori ale vitezei de
transfer si de eliberare a FZ prin membrana sinteticd hidrofild, demonstrandu-si astfel
performanta. Cu exceptia hidrogelului cu 2,5% laurat de sucroza, aceste formulari alaturi de
formularea contindnd 0,5% laurat de zaharoza asociat cu 10% alcool izopropilic, s-au
evidentiat si la testarea permeatiei ex vivo a fluconazolului din hidrogelurile experimentale
prin pielea porcina.
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Tinand seama si de rezultatele testarii activitatii antimicotice, s-a concluzionat ca
hidrogelurile cu 5% laurat de sucroza si hidrogelurile contindand 5% ulei esential de
scortisoara sau de cuisoare sunt vehicule adecvate pentru eliberarea topica a fluconazolului.

De asemenea, s-a desprins si concluzia ca lauratul de zaharoza si cele doud uleiuri
esentiale au actionat ca promotori de penetrare mai ales in concentratie de 5%, concentratie la
care efectul lor sinergic cu fluconazolul a fost mai pronuntat.

S-a demonstrat si faptul ca variabilele de formulare (tipul si concentratia esterului de
sucroza, prezenta cosolventului, compozitia chimicd si concentratia uleiului esential) au
influentat proprietatile reologice si mecanice ale sistemelor studiate.

» Rezultatele obtinute in etapa anterioard au incurajat orientarea cercetarilor spre
dezvoltarea unor sisteme farmaceutice in compozitia carora sa se asocieze excipientii naturali
(chitosan, laurat si palmitat de zaharoza, ulei esential de cuisoare si ulei esential de
scortisoara) care au manifestat in vitro efect de marire a penetratiei percutanate a
fluconazolului si efect antimicotic sinergic cu acesta. Ca urmare, au fost formulate, preparate
si caracterizate 10 microemulsii gelificate biocompatibile contindnd 2% fluconazol, uleiuri
esentiale (ulei de scortisoard, ulei de oregano si ulei de cuisoare), esteri de zaharoza, alcool
izopropilic si chitosan, ca faza uleioasa, surfactanti, cosurfactant si respectiv agent gelifiant.

Selectarea componentelor microemulsiilor s-a realizat pe baza unor studii de
solubilitate a fluconazolului in diferite uleiuri grase si uleiuri esentiale, precum si a studiului
diagramelor ternare de fazd ale sistemelor formate din faza uleioasd-amestec
surfactant/cosurfactant-faza apoasa. A fost studiatd solubilitatea fluconazolului in doua uleiuri
grase de sinteza (miristat de izopropil si oleat de etil) si in noud uleiuri esentiale (de eucalipt,
de lemongrass, de cuisoare, de scortisoara, de mentd, de lavanda, de fenicul dulce si de
oregano), pentru care a fost raportatd in literatura activitatea antimicotica proprie. Diagramele
pseudoternare de faza au fost construite folosind o metoda relativ noua, metoda dilutiei in
microplacd, care oferd avantajul economiei de timp si de materiale fatd de metoda
conventionala de titrare cu apa.

Cele 10 formulari de microemulsii L/H biocompatibile au fost preparate si
caracterizate fizico-chimic privind dimensiunea picaturilor, indicele de polidispersie, indicele
de refractie, viscozitatea si pH-ul. Tntrucét chitosanul (1,9%) a fost utilizat ca agent gelifiant,
in faza apoasa a microemulsiilor s-a adaugat acid acetic in concentratie de 2%.
Microemulsiile-gel cu fluconazol au fost supuse acelorasi teste de control al calitatii ca si
hidrogelurile studiate 1n etapa a doua a cercetarilor experimentale.

Conform rezultatelor acestor teste si ale studiului de permeatie in vitro prin piele
porcind, cele mai performante formulari pentru eliberarea topica a fluconazolului au fost
considerate doud microemulsii-gel pe baza de ulei esential de scortisoara si palmitat sau laurat
de zaharoza, precum si o formulare de microemulsie-gel pe baza de ulei esential de oregano si
palmitat de zaharoza, avand urmatoarea compozitie procentuala: 10% amestec de ulei
esential-miristat de izopropil in raport 1:1 ca faza uleioasd, 45% Smix (palmitat de zaharoza-
alcool izopropilic 1:1,5, laurat de zaharoza-alcool izopropilic 1:2 respectiv palmitat de
zaharoza-alcool izopropilic 1:2) ca surfactant-cosurfactant, 1,9% chitosan ca agent gelifiant si
acid acetic 2% ca faza apoasa. Aceste formulari au produs cele mai mari valori ale fluxului si
vitezei de eliberare, precum si diametre mari ale zonei de inhibare a cresterii fungice
(Candida albicans spp.). Efect antifungic mai pronuntat sau similar au prezentat si formularile
pe baza de ulei esential de oregano si laurat de zaharoza, precum si formularea pe baza de ulei
esential de cuisoare si palmitat de zaharoza, continand 10% faza uleioasa.

Studiile efectuate In aceasta etapa au confirmat interventia variabilelor de formulare
(natura si concentratia uleiului esential, precum si tipul si concentratia esterului de zaharoza)
din compozitia microemulsiilor-gel asupra caracteristicile lor fizice, reologice si de eliberare
in vitro a substantei active prin membrana sintetici. De asemenea, aceste variabile de
formulare au controlat permeatia in vitro a fluconazolului prin pielea excizata de pe urechea
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de porc. Testul de disponibilitate ex vivo a FZ prin piele porcina a relevat, prin valorile
parametrilor dermato-farmacocinetici, capacitatea microemulsiilor-gel experimentale de a
madri penetratia percutanata a substantei active.

Se poate concluziona cd aceste microemulsii-gel bicompatibile, pe baza de ulei
esential si surfactant natural (palmitat sau laurat de sucroza) si gelificate cu chitosan, ar putea
fi utilizate ca vehicule versatile pentru administrarea topica simultana si eficienta a ambelor
grupe de compusi biologic activi (uleiul esential si fluconazolul). Insi, complexitatea
interactiunilor dintre diferitele faze ale microemulsiilor impune testari suplimentare avansate,
preclinice si clinice privind microstructura sistemelor, structura gelica, solubilitatea
componentelor in fazele lichide ale microemulsiei, profilul textural, stabilitatea, inocuitatea,
disponibilitatea cutanata si eficacitatea terapeutica in vitro si in vivo a componentelor active.

> In ultima parte a tezei este prezentat studiul referitor la elaborarea si validarea
unei metode de analizd prin spectrofotometrie In vizibil pentru dozarea fluconazolului in
prezenta unor uleiuri esentiale (de scortisoard, de oregano si de cuisoare), prin formarea unui
complex colorat al acestuia cu ionul Cu?*. Din analiza spectrelor complexului fluconazol-
Cu(Il) in prezenta uleiurilor volatile, au fost stabilite lungimile de undd corespunzatoare
valorilor maxime de absorbanta ale complexului, necesare pentru validarea metodei. Valorile
parametrilor specifici obtinute la evaluarea preciziei, liniaritatii, acuratetei si robustetei
metodei spectrofotometrice elaborate s-au incadrat in limitele prevazute de standardele in
vigoare. Liniaritatea a fost foarte buna pentru urmatoarele domenii de concentratic a
fluconazolului: 0,268-2,68 mg/mL in cazul uleiului esential de oregano, 0,2073-2,073 mg/mL
in cazul uleiului esential de scortisoara si 0,2317-2,317 mg/mL in cazul uleiului esential de
cuisoare.

Contributiile proprii
Studiile efectuate in cadrul acestei teze de doctorat se concretizeazd in urmatoarele
contributii originale:

e abordarea problematicii utilizarii fluconazolului incorporat in noi Sisteme
farmaceutice semisolide biocompatibile, pe baza de excipienti naturali, pentru
administrare topica la pacientii cu infectii fungice;

e dezvoltarea unor sisteme farmaceutice dermice semisolide cu fluconazol, cu
eliberare si permeatie crescutd, in premiera nationala, sub forma de:

3. hidrogeluri pe bazd de chitosan/hidroxipropilmetilceluloza contindnd
fluconazol 2% si esteri de zaharoza (laurat de sucroza si palmitat de
sucroza) sau uleiuri esentiale (ulei de scortisoara si ulei de cuisoare) ca
promotori de penetrare;

4. microemulsii topice biocompatibile gelificate cu chitosan, pe baza de
uleiuri volatile si esteri de zaharoza, pentru eliberarea fluconazolului.

e claborarea si validarea unei metode spectrofotometrice in vizibil pentru dozarea
fluconazolului in prezenta unor uleiuri esentiale.

Directii viitoare de cercetare

Rezultatele cercetarilor efectuate in cadrul acestei teze vor putea facilita optimizarea
formuldrii unor preparate topice cu fluconazol, sigure si eficiente, avand in compozitie
excipienti naturali, biocompatibili, biodegradabili, netoxici, neiritanti $i cu activitate
antifungica proprie. Astfel, preconizdm ca vor creste considerabil sansele de succes ale
dezvoltarii unor produse medicamentoase fiabile comercial, deci se va contribui pe plan
national la largirea aresenalului terapeutic al infectiilor fungice.

Mai mult, studiile efectuate si rezultatele acestora deschid pe plan national o noua
directie de cercetare in domeniul preparatelor farmaceutice topice semisolide, iar pe plan
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international contribuie la extinderea grupului noilor sisteme farmaceutice topice semisolide
cu efect antimicotic, propuse si investigate n ultimii ani.
Ca directii viitoare de cercetare se pot mentiona:

- optimizarea formularii hidrogelurilor pe baza de chitosan/hidroxipropilmetilceluloza si
esteri de zaharoza sau uleiuri esentiale (de scortisoard, de cuigoare si de oregano),
precum si a microemulsiilor-gel pe baza de chitosan, esteri de zaharoza si uleiuri
esentiale in scopul imbunatatirii permeatiei percutanate a fluconazolului din aceste
forme farmaceutice topice;

- testdri suplimentare avansate, preclinice si clinice privind microstructura sistemelor
emulsionate studiate, structura gelica, solubilitatea componentelor in fazele lichide ale
sistemului, profilul textural, stabilitatea, inocuitatea, disponibilitatea cutanatd si
eficacitatea terapeutica in vitro si in vivo a componentelor active.

- formularea, prepararea si evaluarea in vitro si in vivo a altor tipuri de transportori
micro- si nanoparticulati avand in compozitie chitosan, esteri de zaharoza si uleiuri
esentiale, In scopul cresterii permeatiei percutanate a fluconazolului sau a altor
antimicotice, utilizate in terapia topica a infectiilor fungice;

- evaluarea proprietdtilor bioadezive ale unor formuléri topice biocompatibile pe baza
de chitosan;

- evaluarea potentialului altor esteri de zaharoza si uleiuri esentiale decat cele selectate
in cercetarile efectuate, ca excipienti pentru formularea si prepararea unor sisteme
farmaceutice topice biocompatibile pentru eliberarea antimicoticelor;

- dezvoltarea unor modele QSAR/QSPR pentru evaluarea cedarii fluconazolului din
preparate topice biocompatibile;

- eficientizarea tratamentului si imbunatatirea compliantei pacientilor, tinand seama de
incidenta mare a infectiilor fungice.
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