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1. Cercetiri experimentale privind efectul anti-psoriazis al unor categorii
de substante in aplicatii topice - rezumat

1.1. Introducere

Psoriazisul reprezintd o boald cronica dermatologica, cu componenta inflamatorie si
autoimund, ce apare ca rezultat al unui cumul de factori genetici predispozanti si factori
declansatori externi sau interni.[1] Fiind una din cele mai intdlnite patologii cronice din
practica dermatologica este in acelasi timp o provocare continud In ceea ce priveste
tratamentul, cu scopul imbunatatirii calitatii vietii pacientilor si a cresterii compliantei la
tratament. In formele localizate si moderate de psoriazis se instituie tratament topic ca
terapie unica sau adjuvant in asociere cu terapia sistemica.

Tratamentul topic al psoriazisului este actualmente limitat la cateva clase de
substante medicamentoase printre care dermatocorticoizi, analogi de vitamina D, retinoizi,
inhibitori de calcineurind, substante cu rol cheratolitic precum acidul salicilic si lactic.
Principala linie de tratament topic este reprezentatd de dermatocorticoizi, substante din
clasa anti-inflamatoarelor steroidiene, care au demonstrat efect favorabil in aceasta
patologie insd cu dezavantajul unor reactii adverse redutabile, atat locale (atrofie
tegumentara, suprainfectii locale, tahifilaxie) dar si sistemice prin inhibarea axului
hipotalamo-hipofizo- corticosuprarenalian.[2]

Interesul in ultimii anii a fost centrat pe descoperirea de noi substante cu potential
anti-psoriazis atat in terapia topica, dar si in terapia sistemica. Numeroase studii au avut ca
subiect central cercetarea efectului unor noi substante in patologia psoriazicd sau
imbunatatirea formelor farmaceutice existente pentru anumite medicamente deja aprobate.
In ceea ce priveste efectul celecoxibului si al diclofenacului in aplicatii topice pentru

tratamentul psoriazisului nu sunt date disponibile.

In urma analizei literaturii de specialitate din ultimii ani in ceea ce priveste terapia
topica a psoriazisului, s-a concluzionat faptul cd subiectul este de mare interes si s-a
dovedit ca cercetarea experimentald este Tnca esentiald pentru studiul unor substante noi cu
potential efect anti-psoriazis sau pentru descoperirea unor mecanisme noi de actiune
implicate in acest sens, dar si In vederea Tmbunatatirii unor formule deja utilizate pentru
cresterea absorbtiei de la locul de actiune sau a compliantei.

In perioada 27.06.2019 si 09.07.2020 am realizat 0 analizi sistematica de literatura,

care a avut ca scop cercetarea interesului stiintific in acest domeniu si identificarea



substantelor noi testate cu efect anti-psoriazis, substantelor deja cunoscute cu efect anti-
psoriazis dar in formule noi (forma farmaceutica, doza, concentratie), model experimental
folosit si mecanism de actiune implicat.[3]

Interesul in ceea ce priveste tratamentul topic al psoriazisului a urmat o tendinta
ascendenta in perioada 1951-2020, cu 6052 de articole publicate pe aceasta tema din care
4572 in perioada 1995-2020.[3]

In ceea ce priveste cercetirile in domeniul terapiei topice a psoriazisului, tendinta
actuald este de a descoperi noi substante cu efect potential anti-psoriazis si pe de altd parte
de a imbunatati formele farmaceutice ale substantelor deja aprobate dar si de cercetare a
asocierilor diverse intre doua sau mai multe substante cu efect anti-psoriazis.[3]

In ceea ce priveste substantele deja cunoscute cu efect anti-psoriazis au fost testate
substante precum ciclosporina, mometazona furoat in gel apazomal, emulsia cu
calcipotriol, metotrexatul in combinatie cu acidul salicilic, tazarotenul cu cineol 1%.[3]

Cercetarile experimentale recente pe modele animale din domeniul terapiei topice
anti-psoriazis cuprind substante cu mecanisme si cai de actiune noi dar si substante deja
cunoscute cu efect anti-psoriazis in formule topice imbunatatite: licopen, acid salvianolic,
albendazol, microARN antisens, calea BMP ca tintad terapeutica, timochinona in vezicule
etozomale, ulei de catina (Hippophae rhamnoides), metotrexat cu acid salicilic in gel
etozomal, nitidind, metotrexat in lipozomi deformabili 0,05%, 0,1%, extractul de Melissa
officinalis spp. Altissima, calea FGF-7, BMX-010, proteinkinaza p38 ca tintd terapeutica cu
BIRB796 ca inhibitor, tazaroten imbogdtit cu cineole in nanovezicule.[3]

Modelele de psoriazis la animale de laborator ofera avantajul studiului in vivo al
procesului patologic dar si al unui potential efect anti-psoriazis al unor substante.
Principalele modele de psoriazis in vivo folosite in cercetarile non-clinice sunt reprezentate
de modelul cozii pentru psoriazis si modelul cu imiquimod. Pentru cd psoriazisul
reprezintd o boalda multifactoriala care nu apare In mod natural la soarece, modelele
experimentale folosesc ca parametri de evaluare diferite aspecte ale bolii precum
examinarea clinica corespunzatoare scorului PASI, examinarea histopatologica, profilul
citokinic s.a.

Modelul cozii pentru psoriazis a fost utilizat pentru prima oara in anul 1964 de
Jarett si Spearman si se bazeaza pe inducerea ortokeratozei in acele parti ale cozii de
soarece adult care prezintd in mod normal o diferentiere parakeratozica.[4] [5] Ca indicator
al ortokeratozei se foloseste grosimea stratului granular (care lipseste sau este minim In

parakeratoza) avand in vedere faptul cd hipogranuloza este practic semndtura existentei



psoriazisului. Acest model a fost utilizat pentru demonstrarea efectului anti-psoriazis
pentru mai multe substante aplicate topic. Modelul presupune folosirea de soareci masculi
cu greutate medie de 25-30 grame. Modelul se desfasoarad pe parcursul a 10 zile si consta
in administrarea locald a substantei de cercetat, zilnica, pentru doud ore, in ocluzie, la
nivelul portiunii proximale a cozii. La finalul experimentului animalele sunt sacrificate
dupd anestezie generald conform normelor de etica privind cercetarea pe animalul de
laborator iar cozile sunt recoltate si se realizeaza examinarea histopatologica a pieselor. Se
cerceteazd astfel prezenta stratului granular si modificérile asupra grosimii epidermice.
Stratul granular este evaluat din punct de vedere calitativ dar si cantitativ prin raportarea
lungimii stratului granular la lungimea totala a scalei, intre doi foliculi pilosi. Grosimea
epidermicd se mdsoara de la jonctiunea dermo-epidermicd la portiunea inferioard a

stratului cornos.

1.2. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Ipoteza de lucru de la care s-a plecat in cadrul experimentului este ca diclofenacul si
celecoxibul, substante din clasa anti-inflamatoarelor nesteroidiene, au efect anti-psoriazis.

In acest scop s-a folosit modelul cozii pentru psoriazis. Modelul se bazeazi pe
inducerea ortokeratozei in acele parti ale cozii de soarece adult care prezintd in mod
normal o diferentiere parakeratozica. Ca indicator al ortokeratozei se foloseste grosimea
stratului granular (care lipseste sau este minim in parakeratozd). Modelul este bazat in
principal pe morfometrie, fiind reproductibil si sensibil in evaluarea cantitativa a efectului
anti-psoriazis al substantelor de cercetat asupra procesului de diferentiere epidermica, clar

afectata in psoriazis.
Scopul lucrarii

Scopul lucrarii este de a stabili, prin folosirea unor modele experimentale de evaluare
a psoriazisului la animalul de laborator, efectul anti-psoriazis al unor categorii de substante

precum unele antiinflamatoare nesteroidiene (diclofenac si celecoxib).
Obiective urmarite

1.Punerea la punct si validarea metodei experimentale de evaluare a psoriazisului la

animalul de laborator, folosind modelul cozii.

2.Evaluarea histopatologica a efectului substantelor de cercetat asupra cozii prin

realizarea lamelor in coloratie hematoxilin-eozina .



3.Stabilirea posibilului mecanism prin care aceste substante determind efectul anti-

psoriazis.
1.3. Metodologia generala a cercetarii
Materiale si metode de lucru
Animale

S-au folosit soareci masculi, adulti cu greutate de aproximativ 25 de grame. Soarecii
au fost cazati cate unul in cusca cu acces ad libitum la apa si hrand pe toata durata
experimentului. De asemenea, conditiile de mediu au fost constante pe toatd durata
experimentului (luminozitate, temperaturd, umiditate).

S-a obtinut avizul comisiei de eticd (autorizatie numarul 13110/27.10.2021) pentru
studii non-clinice realizate pe animale de laborator conform legii nr. 43/2014 privind
protectia animalelor utilizate In scopuri stiintifice, cu completarile ulterioare si a directivei
86/609/CEE din 24 Noiembrie 1986 privind apropierea actelor cu putere de lege si a
actelor administrative ale statelor membre 1n ceea ce priveste protectia animalelor utilizate

in scopuri experimentale si in alte scopuri stiintifice.

Substante

S-au folosit substante achizitionate de la un producator de substante pure (Fagron,

Bucuresti).

Studiul experimental

Studiul experimental s-a desfasurat pe parcursul a 14 zile dupa cum urmeaza:

Animalele au fost divizate in grupuri:

Grup 1: grup control pozitiv ( tretinoin 0,05 % in baza de unguent) — 6 animale

Grup 2: grup control negativ 1 (baza de unguent) — 6 animale

Grup 3: grup control negativ 2 (soareci netratati) — 6 animale

Grup 4: test 1 — substanta test 1 in baza de unguent — 6 animale

Grup 5: test 2 — substanta test 2 in baza de unguent — 6 animale

Soarecii au fost tratati cu 0,1 ml de unguent aplicat local in partea proximald a cozii
timp de doua ore, cu fixarea cu o banda adeziva a unui cilindru de plastic in contact direct.
La sfarsitul celor doua ore, cilindrii au fost ndepartati si cozile au fost spalate cu apa calda.
Aceasta procedura s-a realizat o datad pe zi, 5 zile pe sdptamana, 2 saptdmani consecutiv. S-

au folosit cate 6 soareci pe grup. Soarecii au fost cantariti la doua zile. La doud ore de la



ultimul tratament, soarecii au fost sacrificati dupd anestezie generald conform normelor de
eticd privind cercetarea pe animalul de laborator, iar cozile au fost preparate histologic
(fixare in 10 % formalind). S-au realizat sectiuni de aproximativ 4 pm grosime colorate cu
hematoxilin-eozina.

Specimenele obtinute in urma experimentului au fost analizate din punct de vedere
histometric pentru:

A) Lungimea stratului granular complet dezvoltat in cadrul unei scale (s-au
analizat 10 scale pe animal, 6 animale pe grup, 60 de masuratori pe grup);

B) Lungimea scalei, stabilita intre doi foliculi pilosi cu includerea glandei
sebacee (s-au analizat 10 scale pe animal, 6 animale pentru fiecare grup , 60 de masuratori
pe grup);

C) Grosimea epidermica masurata intre jonctiunea dermo-epidermica si partea
inferioard a stratului cornos (s-au analizat 5 masuratori pe scald, 10 scale pe animal, 6

animale pe grup, 300 de masuratori in total).

Din aceste date (A-C) au fost calculati urmatorii parametri derivati conform Bosman

etal.:

D) Gradul de ortokeratoza al scalei individuale exprimat ca raport procentual
intre A) divizat la B) si

E) Intensitatea activitatii substantei (drug activity) = (OKstest-
OKcontrol)/(100-OKcontrol) * 100.

OK= ortokeratoza ca medie a parametrilor exprimatd ca medie a parametrilor
obtinuti la punctul D) pentru substanta test (stest) respectiv pentru grupul control negativ 1

— baza de unguent

F) Grosimea epidermica medie a grupului calculata ca medie aritmetica a

grosimii epidermice medii a fiecarui soarece din cadrul grupului.
Din aceste calcule urmatorii 3 parametri sunt calculati pentru a evalua efectul substantei:

1) Gradul de ortokeratoza;

2) Intensitatea activitatii substantei,

3) Grosimea epidermica medie.

Pentru comparatii statistice se foloseste testul Kruskal-Wallis cu nivel de semnificatie

setat la p < 0.05.



Datele sunt prezentate ca valori medii.

Imaginile au fost prelucrate in programul ZEN Blue. Dimensiunile s-au calculat in

micrometri.

2.Studiul 1- Evaluarea efectului anti-psoriazis al diclofenacului prin modelul
cozii la soarece

Clasa anti-inflamatoarelor nesteroidiene este folosita recent in tratamentul topic al
keratozelor actinice, formatiuni cu potential de transformare in carcinom spinocelular,
intrucat prin inhibarea caii ciclooxigenazei 2 are loc inhibarea proliferarii

keratinocitare.[6,7] [8]

Studii din ultimii ani au demonstrat implicarea diclofenacului in controlul apoptozei

celulare a keratinocitelor cu elemente de displazie.[9] [10]

Diclofenacul este aprobat in tratamentul topic al keratozelor actinice.[11] In baza de
date clinicaltrials.gov pana la data de 1 aprilie 2022 nu s-au identificat studii clinice in
ceea ce priveste efectul topic al diclofenacului in psoriazis. Mecanismul de actiune
implicat in vederea tratamentului keratozelor actinice e reprezentat de inhibarea COX-2
(ciclooxigenaza 2), intrucat aceastd enzima este implicata in proliferarea keratinocitara

aberantd dar si in neoangiogeneza.

S-au folosit doua grupuri control negativ reprezentate de grupul de soareci netratati si
grupul de soareci tratati cu vaselina, care e folositd ca baza de unguent. Experimentul s-a
realizat in doud etape. Intr-o prima etapi s-a testat diclofenacul aplicat topic in
concentratiile de 1% si 2%. Pentru ca rezultatele au fost satisfacatoare s-a decis testarea
unor concentratii mai mari de diclofenac de 4% si 8 %, cu grupuri martor control negativ si

pozitiv, cu acelasi protocol experimental.[12]
2.1.Rezultate in prima parte a experimentului

Gradul de ortokeratoza scade in urmatoarea ordine: tretinoin 0,05% > diclofenac 1%

> diclofenac 2%.

Grosimea epidermicd medie in ordine descrescatoare este urmatoarea: tretinoin

0,05% > baza de unguent > diclofenac 1% >diclofenac 2% > grupul soarecilor netratati.

Intensitatea de actiune medicamentoasda este in urmdtoarea ordine descrescatoare:

tretinoin 0,05% > diclofenac1% > diclofenac 2%.



Existd diferentd statistica intre grupurile control negativ (soareci netratati, grupul cu
baza de unguent), grupul control pozitiv (tretinoin 0,05%) si grupurile cu diclofenac (1% si
2%) privind gradul de ortokeratoza. Grupurile control negativ (soareci netratati, baza de
unguent) difera semnificativ statistic fata de grupul control pozitiv (tretinoin 0,05%) dar si
fata de grupurile cu diclofenac (1% si 2%). Nu exista diferentd din punct de vedere statistic

intre grupul control pozitiv (tretinoin 0,05%) si grupurile cu diclofenac (1% si 2%).
2.2 Rezultate in a doua parte a experimentului

Gradul de ortokeratoza este crescut semnificativ statistic pentru concentratiile mai
mari de diclofenac (4% si 8%) fatd de martorul pozitiv (tretinoin 0,05%). Cea mai mare

valoare a gradului de ortokeratoza a fost pentru diclofenac 4%.

Grosimea epidermica medie este in urmdtoarea ordine descrescdtoare: tretinoin

0,05% > vaselind > diclofenac 4% > diclofenac 8% > grupul soarecilor netratati.
2.3.Concluzii de etapa

Modelul cozii utilizat in acest experiment cu folosirea celor doua grupuri control
negativ (soareci netratati si baza de unguent — vaselina) si a grupului control pozitiv
(tretinoin 0,05%) a fost validat de faptul ca in grupul control negativ cu vaselina gradul de
ortokeratozd nu a fost diferit din punct de vedere al semnificatiei statistice fata de grupul
soarecilor netratati iar in grupul control pozitiv, cu tretinoin 0,05%, gradul de ortokeratoza

a fost semnificativ crescut fata de grupurile control negativ.

Diclofenacul 4% poate fi utilizat cu rezultate optime in ceea ce priveste gradul de
ortokeratozd (71,3%), intensitate de actiune medicamentoasa superioara (66,16%), cu risc

de reactii adverse mai redus prin folosirea unei concentratii inferioare.

3. Studiul 2 - Evaluarea efectului anti-psoriazis al celecoxibului prin modelul
cozii la soarece

Celecoxibul face parte din clasa anti-inflamatoarelor nesteroidiene, fiind un inhibitor
selectiv de ciclo-oxigenaza 2, cu risc mai scazut de producere a reactiilor adverse
gastrointestinale, utilizat in tratamentul simptomatic al patologiilor reumatologice diverse.
Celecoxibul este aprobat FDA inca din anul 1998 pentru utilitatea sa in tratamentul
simptomatic al poliartritei reumatoide si al artrozei. Desi se considera ca riscul de
producere al hemoragiilor gastrointestinale este mai mic comparativ cu inhibitorii

neselectivi de ciclooxigenaza, acesta existd mai ales la persoanele cu risc crescut de



hemoragii gastro-intestinale. In plus, celecoxibul actioneazi si prin alte mecanisme precum
legarea la caderina 11, considerata un factor de progresie a proliferarii tumorale, inhiba
anhidraza carbonica 2 si 3, cu un plus de proprietati anti-neoplazice. [13,14] Absorbtia
intestinala a celecoxibului este foarte bund cu risc de toxicitate hepatica si renald. Recent
au aparut studii cu privire la efectul celecoxibului aplicat topic in diferite dermatoze cu

componentd inflamatorie sau auto-imuna.

Experimentul s-a realizat in doud etape. Intr-o prima etapa s-a testat celecoxibul
aplicat topic in concentratiile de 1 % si 2%. Pentru ca rezultatele au fost satisfacatoare s-a
decis testarea unor concentratii mai mari de celecoxib de 4% si 8% cu grupurile martor

control negativ si pozitiv, folosind acelasi protocol experimental.[12,15]
3.1.Rezultate obtinute in prima parte a experimentului

Inducerea diferentierii keratinocitare, masuratd prin gradul de ortokeratoza este in
urmatoarea ordine: celecoxib 2% > tretinoin 0,05% > celecoxib 1% > vaselind > soareci

netratati.

Grosimea epidermicd medie Inregistrata: tretinoin 0,05% > celecoxib 2% > vaselina

> celecoxib 1% > soareci netratati.

Intensitatea de actiune scade in urmatoarea ordine: celecoxib 2% > tretinoin 0,05% >
5 b

celecoxib 1%.

Nu existd diferenta din punct de vedere statistic intre grupurile cu celecoxib 1% si

2% si grupul control pozitiv in ceea ce priveste gradul de ortokeratoza
3.2.Rezultate obtinute in a doua parte a experimentului

Gradul de ortokeratoza cel mai mare este pentru celecoxib 8%, urmat de celecoxib

4%, celecoxib 2% si tretinoin 0,05%.

rosimea epidermicd medie este In urmatoarea ordine: i () inoi
G pid d t t d celecoxib 8% > tretinoin

0,05% > celecoxib 4% > vaselina > celecoxib 2% > soareci netratati.

Intensitatea de actiune medicamentoasd este In urmadtoarea ordine: celecoxib 8%

>celecoxib 2% >tretinoin 0,05%.

Ortokeratoza ca masurd a inducerii stratului granular a fost semnificativd pentru

grupurile celecoxib 2%, 4% si 8% fatd de tretinoin 0,05%. Valorile obtinute pentru



concentratiile de 4% si 8% sunt apropiate si nu diferd din punct de vedere statistic. Acest
fapt semnificd un posibil efect anti-psoriazis semnificativ statistic pentru cele trei

concentratii de 2%, 4% si respectiv 8%.

In ceea ce priveste grosimea epidermica medie s-a obtinut semnificatie statistica fata
de soarecii netratati dar nu si fatd de cei tratati cu vaselind. Celecoxibul 4%, 8% si
tretinoinul 0,05% au crescut semnificativ grosimea epidermicd medie fatd de soarecii
netratati. Celecoxibul 8% si tretinoinul 0,05% au crescut semnificativ statistic grosimea

epidermicd medie fata de celecoxib 2%.

Celecoxibul 8% a avut cel mai intens efect de inducere a gradului de ortokeratoza,
urmat indeaproape de celecoxib 4%. Toate concentratiile de celecoxib au avut valori ale
intensitatii de actiune peste 50%, cu un maxim pentru celecoxib 8% (70,59%) si un minim

pentru celecoxib 2% (52,16%).
3.3.Concluzii

Celecoxibul 4% si 8% au crescut gradul de ortokeratoza semnificativ statistic fata de
celecoxib 2%. Aceste rezultate sugereaza faptul ca se poate folosi unguentul cu celecoxib
4% cat si unguentul cu celecoxib 8%, cu obtinerea unui efect similar din punct de vedere

statistic.

Se poate considera ca celecoxibul 4% poate fi folosit preferential pentru ca acesta
contine o concentratie mai micd de substanta activd si deci un risc mai mic de reactii

adverse sistemice sau locale.

4. Studiul 3 — Evaluarea efectului anti-psoriazis al asocierii de acid salicilic cu
celecoxib prin modelul cozii la soarece

Acidul salicilic reprezinta un compus cu aplicare topica aprobat pentru tratamentul
diferitelor patologii caracterizate prin afectarea diferentierii si proliferdrii celulare precum
ihtiozele, psoriazisul sau dermatita seboreicd. Acidul salicilic inhibd ireversibil
ciclooxigenazele (COX-1 si COX-2) stopand astfel conversia acidului arahidonic in
prostaglandine si tromboxan. Utilitatea sa in bolile reumatice se datoreaza efectului anti-
inflamator si analgezic. Formulele topice cu acid salicilic trateaza hiperproliferarea
celulard caracterizatad de hiperkeratoza, asa cum se intamplad in acnee, veruci, psoriazis,

keratoza pilara s.a.



Efectul acidului salicilic la aplicare topicd este de tip keratolitic si antiseptic. La
concentratii mai mici efectul este de tip keratoplastic, de oprire a keratinizarii anormale, pe
cand la concentratii mai mari, de peste 1%, acidul salicilic determina keratoliza, probabil si
prin ph-ul scazut ce duce la distrugerea stratului cornos, cu descuamare. Prin efectul
keratolitic acidul salicilic este utilizat in asociere cu substante topice din alte clase
medicamentoase precum glucocorticoizii, Intrucat poate facilita accesul substantei active la
locul de actiune prin indepartarea scuamelor din placa psoriazicd. De asemenea, in
perioadele de ameliorare clinica a psoriazisului, acidul salicilic este folosit cu succes cu

limitarea folosirii glucocorticoizilor locali.[16]

Acidul salicilic este folosit pentru sinteza acidului acetilsalicilic, care e administrat
oral, unul dintre cel mai utilizate produse farmaceutice. Sub forma de esteri, amide si

saruri, reprezinta materia prima pentru multe produse farmaceutice. [17]

Daca acidul salicilic este administrat pe suprafete extinse de tegument poate fi

absorbit sistemic si poate induce salicism, mai ales la copilul mic sau la nou-nascut.

Celecoxibul 1% aplicat topic in hidrogel a demonstrat beneficii in aplicare locala la

pacientii cu sindromul mana-picior dupa chimioterapie.[18]

Studii recente in vivo, folosind modelul de inflamatie cu TPO au aratat potentiala
utilitate a celecoxibului aplicat topic in afectiuni de tip dermatitd atopicd, eczeme si
psoriazis, prin faptul ca celecoxibul a redus inflamatia si nivelul de citokine proinflamatorii

(TNF-a, IL-1p, IL-6), hiperproliferarea si infiltrarea neutrofilica.[19,20]

Celecoxibul reprezinta un inhibitor selectiv de COX-2 care a demonstrat proprietati
anti-proliferative satisfacatoare in studiul precedent, de aceea am dorit sd verificim daca

existd un efect de potentare medicamentoasa intre acidul salicilic si celecoxib.

Cele trei grupuri test utilizate in cadrul studiului au fost cu acid salicilic 2%,
celecoxib 2% si cu asocierea acid salicilic 2% cu celecoxib 2%, mixate in baza de unguent,

cu grupuri control negativ si pozitiv, cu acelasi protocol experimental.
4.1. Rezultate

Gradul de ortokeratoza este in urmatoarea ordine: celecoxib 2% si acid salicilic 2% >

celecoxib 2% > tretinoin 0,05% > acid salicilic 2% > vaselind > soareci netratati.



Grosimea epidermica medie este Tn urmatoarea ordine: tretinoin 0,05% > acid
salicilic 2% > vaselind > celecoxib 2% si acid salicilic 2% >celecoxib 2% > soareci

netratati.

Intensitatea de actiune medicamentoasa este in urmatoarea ordine: celecoxib 2% si

acid salicilic 2% > celecoxib 2% > tretinoin 0,05% > acid salicilic 2%.

Tretinoinul 0,05% si acidul salicilic 2% cresc gradul de ortokeratoza similar, fara sa
existe diferente din punct de vedere statistic. Celecoxibul 2% creste gradul de ortokeratoza
fie singur, fie in asociere cu acidul salicilic, semnificativ statistic fata de toate celelalte
grupuri testate. Gradul de ortokeratoza este mult mai mare atunci cind se asociaza acid
salicilic (72,21% versus 59,43%). Din aceste date se poate concluziona ca existd un efect

de sumare medicamentoasa intre acid salicilic si celecoxib.

5.Concluzii si contributii personale
5.1.Concluzii

Premisele lucrarii

Tema de cercetare este reprezentata de evidentierea efectului anti-psoriazis al unor
substante din clasa AINS, respectiv diclofenac si celecoxib, prin model experimental la
soarece. In acest scop s-a utilizat modelul cozii, un model clasic in vivo, bazat pe
morfometrie, valid, care poate permite studiul efectului unei substante asupra epidermului
in general precum si a stratului granular, in special. Este astfel posibila evaluarea inducerii
diferentierii epidermice ca marker al actiunii anti-psoriazice precum si a intensitatii de
actiune a unei substante.

Protocolul experimental a presupus aplicarea locald a substantei de testat,
amestecata in baza de unguent, la nivelul portiunii proximale a cozii in cantitate de 0,1
mililitri unguent, in ocluzie, pentru douad ore. Procedura a fost repetata 5 zile pe saptamana,
doud saptamani. La sférsitul experimentului, dupd eutanasia animalelor conform cu
normele etice, cozile au fost recoltate si fixate in formol 10% si pregatite specific pentru
evaluare histopatologica. Soarecii au fost impdrtiti Tn grupuri control negativ, control

pozitiv si grupuri test, cite sase soareci pentru fiecare grup.

Modelul cozii pentru psoriazis reprezinta un model in vivo de cercetare a efectului

asupra diferentierii epidermice a unor substante aplicate topic, prin calcularea celor trei



parametri principali: gradul de ortokeratoza procentuald, intensitatea de actiune
medicamentoasa si grosimea medie epidermicd. Modelul se bazeaza pe proprietatea
anumitor substante de a induce diferentierea stratului granular care este absent sau foarte

slab reprezentat in psoriazis.
Evaluarea morfometrica s-a realizat prin analiza imaginilor privind:

- Lungimea stratului granular continuu dezvoltat intre doi foliculi pilosi;
- Lungimea scalei definita ca distanta intre doi foliculi pilosi.

Din aceste masuratori s-au calculat urmatorii parametri:

- gradul de ortokeratoza ce reprezintd gradul de inducere a diferentierii epidermice
normale, definitd ca raport procentual intre valorile obtinute la cele doud masuratori
anterioare. Dimensiunile sunt calculate In micrometri;

- intensitatea de actiune a substantei exprimata ca valori procentuale intre gradele de
ortokeratoza exprimate ca valori pentru grupurile test, raportate la valorile grupurilor
control negativ si pozitiv. Prin acest parametru se poate compara intensitatea activitatii
anti-psoriazice in conditii experimentale diferite;

- grosimea epidermica medie este calculata ca medie aritmeticd a cinci masuratori de
la nivelul partii inferioare a jonctiunii dermo-epidermice pana la nivelul stratului cornos,
pentru o scala (intre doi foliculi pilosi), realizindu-se astfel evaluarea a 10 scale pentru
fiecare soarece, 300 de masuratori in total. Grosimea epidermica medie poate fi un marker
indirect al cresterii stratului granular;

Primul experiment a folosit ca substante test diclofenacul in concentratii de 1%, 2%,
4% si respectiv 8%. Grupul martor pozitiv a fost tratat cu tretinoin 0,05% iar grupurilor
martor negativ li s-a aplicat baza de unguent si respectiv nu li s-a aplicat nici o substanta.
Grupul martor pozitiv cu tretinoin 0,05% are rezultate semnificative statistic in ceea ce
priveste gradul de ortokeratoza procentuala, grosimea epidermicd medie si intensitatea de

actiune fapt ce arata validitatea testului.

5.1.4. Rezultate in ceea ce priveste diclofenacul:

A. Gradul de ortokeratoza ca masurda a inducerii diferentierii epidermice a fost
semnificativa statistic fatd de grupurile control negativ pentru cele patru concentratii de
diclofenac testate (p < 0.05). Faptul ca diclofenacul in concentratii 1% si 2% a avut efecte
de stimulare a diferentierii stratului granular comparabile cu a unui retinoid topic, a creat

premisele cercetarii efectelor unor concentratii mai mari de 4%, respectiv 8%, folosind



acelasi model experimental. In concluzie, diclofenacul are o actiune anti-psoriazica in ceea
ce priveste inducerea ortokeratozei, deci a diferentierii epidermice, dependenta de doza cu
minim de actiune la 1% si maxim la 8%, semnificative fatd de martorii negativi. In plus,
concentratiile de 4% si 8% au avut semnificatie statisticd si fatd de tretinoin 0,05%,
considerat standardul de baza asupra actiunii pe stratul granular.

B. Intensitatea de actiune medicamentoasd procentuald a substantelor in
inducerea stratului granular este in jurul valorii 27% - 28% pentru concentratiile de
diclofenac 1% respectiv 2% si 66 % pentru 4% si respectiv 8%. Rezultd de aici faptul ca
diclofenacul prezintd o intensitate de actiune anti-psoriazicd, de inducere a stratului
granular, dependentd de concentratie, cu rezultate superioare martorului pozitiv, tretinoinul

0,05% (cu intensitate de actiune de aproximativ 36%), pentru concentratiile de 4% si 8%.

C. Grosimea epidermica medie pentru grupurile cu diclofenac 1%, 2%, 4% si 8%
este nesemnificativa statistic fatd de grupurile control negativ. Grupurile 1%, 2% si 8%
diferd semnificativ statistic fatd de grupul cu tretinoin 0,05% si sunt nesemnificative fatd
de martori. Diclofenacul 4% nu diferd semnificativ statistic fata de grupul control pozitiv,
din punct de vedere al grosimii epidermice medii. Faptul ca aceste substante nu au indus o
crestere semnificativa statistic a grosimii epidermice medii fatd de martorii negativi nu

poate sa excluda un posibil efect anti-psoriazic obiectivat prin cresterea stratului granular.

Concentratia optima din punct de vedere a efectului anti-psoriazis si a minimizarii
reactiilor adverse locale sau sistemice, in cadrul modelului experimental folosit, a
unguentului cu diclofenac este de 4%, conform datelor obtinute. In urma cercetarii
consideram ca unguentul in concentratie de 4% este varianta optima pentru ca se obtine un
grad de diferentiere keratinocitard important, nesemnificativ statistic fata de unguentul cu
diclofenac 8%. Aceastd concentratie este asemanatoare cu cea aprobatd FDA pentru

tratamentul topic al keratozelor actinice.

Rezultate in ceea ce priveste celecoxibul.

A. Gradul de ortokeratoza ca masurd a inducerii stratului granular a fost
semnificativa pentru grupurile celecoxib 2%, 4% si 8% fata de tretinoin 0,05%. Valorile
obtinute pentru concentratiile de 4% si 8% sunt apropiate si nu diferd din punct de vedere
statistic. Acest fapt aratd un posibil efect anti-psoriazis semnificativ statistic pentru cele

trei concentratii de 2%, 4% si respectiv §%.



B. Intensitatea de actiune medicamentoasa.

In ceea ce priveste intensitatea de actiune medicamentoasi, pentru toate
concentratiile de celecoxib s-a observat o relatie doza-intensitatea efectului, celecoxibul
8% avand cel mai intens efect de inducere al gradului de ortokeratoza (70%) urmat de

celecoxib 4% (66,56 %).
C. Grosimea epidermica medie

In ceea ce priveste grosimea epidermica medie s-a obtinut semnificatie statistica fata
de soarecii netratati dar nu si fatd de cei tratati cu vaselina. Valorile cele mai mari ale

grosimii epidermice medii au fost pentru celecoxib 8%.

In concluzie, referitor la concentratiile optime de celecoxib care s-ar putea testa
ulterior in studii clinice ca si in cazul diclofenacului, optdm pentru concentratia de 4% care
oferd o intensitate a efectului comparabila cu a celecoxibului 8% dar cu reactii adverse

sistemice potential mai mici.
Rezultate privind asocierea acidului salicilic 2% cu celecoxib 2%.

A.Gradul de ortokeratoza a fost crescut semnificativ statistic de catre unguentul cu
acid salicilic 2%, celecoxib 2% si asocierea celecoxib 2% cu acid salicilic 2% comparativ
cu grupul soarecilor netratati. Acidul salicilic 2% a crescut gradul de ortokeratoza similar
cu tretinoinul 0,05%. Asocierea acidului salicilic 2% la celecoxib 2% a crescut gradul de

ortokeratozd semnificativ statistic In plus si fatd de grupul cu tretinoin 0,05%

B.Intensitatea de actiune medicamentoasia procentuala a fost de 52,16% pentru
unguentul cu celecoxib 2%, 32,97% pentru unguentul cu acid salicilic 2% si respectiv
85,14% pentru unguent cu celecoxib 2% asociat cu acid salicilic 2%. Aceste rezultate

semnifica o relatie de sumare intre efectul acidului salicilic 2% si a celecoxibului 2%.

C.Grosimea epidermica medie nu a fost crescuta semnificativ pentru nici unul din

cele trei grupuri (celecoxib 2%, acid salicilic 2% si asocierea celecoxib 2% cu acid salicilic
2%).

Asocierea celecoxibului 2% cu acid salicilic 2% determina un efect de sumare
medicamentoasa. Acest efect este verificat prin faptul ca atunci cand s-a testat acidul

salicilic In concentratia de 2% sau celecoxibul 2% separat, gradul de ortokeratoza a fost



mai mic n timp ce la asocierea celor doud substante gradul de ortokeratoza a fost mult mai

mare, a crescut cu aproape 20%.

Desi mecanismul de obtinere a efectului antiproliferativ al clasei anti-inflamatoarelor
nesteroidiene e considerat inhibarea ciclo-oxigenazei 2, este posibil ca si alte mecanisme sa
fie implicate in acest sens. Cercetdri ulterioare sunt necesare in vederea stabilirii acestor

mecanisme.

5.2.Contributii personale

Am testat doud substante din clasa anti-inflamatoarelor nesteroidiene (diclofenac si
celecoxib) pentru efectul anti-psoriazis, efect care nu a mai fost studiat, conform bazelor de
date disponibile pana la demararea studiului.

Tema de cercetare este reprezentatad de evidentierea efectului anti-psoriazis al unor
substante din clasa AINS, respectiv diclofenac si celecoxib la soarece. In acest scop s-a
utilizat modelul cozii, un model clasic in vivo, bazat pe morfometrie, valid, care poate
permite studiul efectului in vivo al unei substante asupra epidermului in general precum si
a stratului granular, in special. Este astfel posibild evaluarea inducerii diferentierii
epidermice ca marker al actiunii anti-psoriazice precum si a intensitdtii de actiune a unei

substante.

Diclofenacul 3% este utilizat in formatiuni premaligne precum keratozele actinice.
Celecoxibul este in prezent in unele studii non-clinice si clinice pentru utilizarea topica, dar
nici unul din aceste studii nu au testat eficacitatea acestor substante in vivo la animale de

laborator, in modele de psoriazis.

Originalitatea acestei teze este datd de faptul cd este prima datd cand cele doua

substante sunt testate in studii non-clinice in vivo la soareci.

In aceasti lucrare am pus la punct un model experimental clasic bazat pe
morfometrie, dar a carui validitate a fost probatd de rezultatele semnificativ statistice

obtinute pentru martorul control pozitiv cu tretinoin.

Pe baza acestui model evaluarea s-a realizat utilizind un sistem de mdisurare

obiectiva prin metodologia de lucru folosita.



Parametrii rezultati si in special gradul de ortokeratoza s-a obtinut prin evaluarea
prezentei stratului granular ca indicator al activitatii anti-psoriazice. Un alt parametru
deosebit de important a fost intensitatea de actiune medicamentoasd, exprimatd ca
parametru derivat din gradul de ortokeratozd, care permite compararea intensitdtii in

conditii experimentale diferite si raportate la un efect maximal.

Rezultatele obtinute au intarit ipotezele de lucru cu care s-a pornit in desfasurarea
tezei, in sensul ca s-au descris efecte anti-psoriazice atat pentru diclofenac cat si pentru

celecoxib astfel:

- pentru unguentul cu diclofenac s-a obtinut o intensitate a efectului medicamentos
dependenta de concentratie, cea mai mare la 8%, superioarad chiar tretinoinului, care este
standardul de baza si martorul control pozitiv.

- deoarece intensitatea efectului anti-psoriazis a fost aproximativ egalda pentru
concentratiile de 4% si 8 % putem propune ca pentru studiile ulterioare non-clinice si
clinice sa se ia in considerare diclofenacul 4% avand in vedere ca raportul eficacitate
siguranta este optim.

- pentru unguentul cu celecoxib, s-a evidentiat o importanta relatie doza-efect iar
intensitatea de actiune medicamentoasa a fost relativ asemanatoare pentru concentratiile de
2%, 4% si 8%, cu valorile cele mai mari pentru concentratia de 8%. In cazul celecoxibului
propunem concentratia de 4% pentru studii viitoare datoritd unui raport eficacitate-
sigurantd optim.

Celecoxibul este un inhibitor selectiv de COX recent aprobat pentru utilizare locala,
fapt ce argumenteaza importanta rezultatelor cercetarii noastre privind efectul topic anti-
psoriazis si deschide noi directii de cercetare pentru noi posibile efecte topice ale acestei

substante.

De remarcat ca celecoxibul apartine inhibitorilor selectivi de ciclooxigenaza 2 deci e
posibil ca aceste efecte topice sa fie efecte de clasa si pentru alti coxibi, ipoteze care s-ar

putea confirma.

Ca o privire de ansamblu se poate afirma cd celor doua anti-inflamatoare
nesteroidiene studiate in prezenta lucrare, diclofenacul si celecoxibul, substante deja
utilizate in practica de mai multi ani si cu efecte analgezice si antiinflamatoare foarte bine
demonstrate inclusiv topic, li s-au relevat in urma acestor cercetari noi valente terapeutice,

rezultatele urmand sa fie testate ulterior 1n studii non-clinice dar mai ales clinice.



In plus, celecoxibul, un inhibitor selectiv de ciclooxigenaza 2 care nu a mai fost
utilizat pand la demararea studiului in aplicari topice, a demonstrat o noud valenta
terapeutica in tratamentul local al psoriazisului. Aceastd posibild utilizare terapeutica
deschide noi orizonturi privind implicarea ciclooxigenazei 2 in patogeneza bolilor
inflamatorii cutanate prin care se numara si psoriazisul, boli care ar putea benefica si de
alte abordari terapeutice decat cele clasice (glucocorticoizi, inhibitori de calcineurina,
analogi de vitamina D etc). Posibila introducere in terapia topica a acestor inhibitori de
ciclooxigenaza singuri sau 1n asociere cu acidul salicilic dar si cu alte substante deja aflate
in uz deschide noi perspective in terapia psoriazisului dar si a altor afectiuni inflamatorii

(dermatite, eruptii postmedicamentoase ).

Rezultatul la asocierea acidului salicilic cu celecoxib este interesant prin obtinerea
unui efect de sumare, acidul salicilic 2% intarind efectul celecoxibului 2% prin sumarea
actiunilor anti-psoriazice. Aceastd asociere ar putea permite pe de o parte scaderea
concentratiilor de celecoxib administrat topic cu scaderea posibilelor reactii adverse
sistemice dupa absorbtie transcutand si pe de altd parte ar aduce beneficii proprii tindnd
cont de intensitatea actiunii sale medicamentoase, prin sumarea actiunii asupra

ciclooxigenazei 2.
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