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Introducere

Cresterea numarului de persoane diagnosticare cu afectiuni ale sistemului nervos
central ne-au motivat sa supunem atentiei administrarea pe cale nazala a substantelor [1, 2].
Acest tip de administrare este mai putin utilizat, dar prezintd multiple avantaje si necesita sa
in prezent au fost efectuate o serie de studii pentru administrarea intranazald a
medicamentelor cu actiune locala si sistemica, un mai mare interes fiind alocat pentru cele
cu actiune la nivelul creierului.

Caracteristicile binecunoscute ale polimerilor chitosan si carboximetil chitosan au stat
la baza dezvoltarii sistemelor hidrocoloidale cu administrare nazald, deoarece impactul
prin mucoasa nazala este unul benefic, favorizand astfel biodisponibilitatea acestora la
nivelul sistemului nervos central. Studiile realizate pana in prezent au aratat ca polimerul si
derivatii lui sunt biodegradabili, biocompatibili si nu prezintd toxicitate, ceea ce 1i fac
compatibili cu administrarea pe mucoase.

Insulina este actualmente un hormon utilizat pentru tratarea diabetului zaharat, insa
mai putin cunoscut este ca aceasta prezinta actiuni si la nivelul sistemului nervos central.
Insulina este consideratd o neuroproteind deoarce s-a demonstrat ca are posibile efecte
terapeutice benefice in afectiuni asociate sistemului nervos central, cum ar fi boala
Alzheimer, boala Parkinson si deficiente cognitive. De asemenea are capacitatea de a modula
pofta de nicotina si limiteza simptomele asociate sindromului de abstinentd s1 favorizand

renuntarea la fumat.

1. Chitosanul. Aspecte generale ale aplicarii chitosanului in

formularea produselor medicamentoase
Chitosanul este un polizaharid natural, obtinut in general din sursa marina [3].
Chitosanului si derivatii sai prezinta proprietati mucoadezive [4, 5], potenteaza
permeabilitatea la nivelul mucoasei nazale datorita sarcinii pozitive date de gruparile amino
stimuland astfel biodisponibilitatea substantelor [6].
Referitor la tensiunea superficiale a polimerului, aceasta scade odata cu cresterea

concentratiei de chitosan [7, 8].
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Figura 1.1. Mucoadeziunea chitosanului si deschiderea jonctiunii tisulare (Adaptare

dupa Popescu, R., M.V. Ghica, C.E. Dinu-Pirvu, V. Anuta, D. Lupuliasa, and L. Popa, New Opportunity to
Formulate Intranasal Vaccines and Drug Delivery Systems Based on Chitosan. Int J Mol Sci 2020, 21 [6])

Interactiunile dintre chitosan si proteine [9], lipide [10] sau alte molecule [11] duc la
compusi care au aplicatii proprii sau la modificarea caracteristicilor substantelor implicate
in legatura (modificari conformationale [12], solubilitate crescuta [13], etc.) .

Chitosanul si derivatii sai au actiuni proprii (antibacteriana [14, 15], antifungica [16],
antitumoralda [17], antioxidanta [18], hemostatica [19], imunostimulatoare [20],
neuroprotectiva [21] etc.) si pot fi folositi ca atare sau in combinatie cu alte molecule din
aceeasi clasd pentru a obtine un efect sinergic [22-24].

Studierea proprietatilor chitosanului si derivatilor sai este necesara pentru a evalua
influenta pe care o au acestia in dezvoltarea formularilor cu administrare nazala. Studiile
realizate pana in prezent au aratat ca chitosanul este biodegradabil, biocompatibil si nu
prezintd toxicitate ceea ce il face potrivit pentru administrarea mucoasei, duciand la

formularea sistemelor nazale de administrare a medicamentelor [25-27].
2. Chitosanul in formularea sistemelor medicamentoase cu

administrare intranazala
Calea nazald prezintd biodisponibilitate mai mare fata de calea orald, evitand
metabolismul hepatic [28] si intestinal [29]. Substantele biologic active ajung direct la creier,
din cavitatea nazala, de-a lungul nervului trigemen si prin sistemul olfactiv, ocolind bariera
hematoencefalica intr-un mod non-invaziv [28, 30], sau Se absorb prin epiteliul nazal in
circulatia sistemica si apoi trec prin BHE in SNC [31]. Sistemele care pun la dispozitia
organismului moleculele biologic active, fard a fi invazive si fard a penetra BHE sunt

considerate de generatia a treia [32].



Variantele de vaccin nazal pot fi utilizate pentru a depdsi dezavantajele celor
conventionale, injectabile [30]. Acestea pot preveni focarele sau pandemiile, conducand la
o gestionare mai eficientd a bolilor transmisibile. Utilizarea vaccinurilor nazale poate creste
procentul de persoane imunizate [33]. Intrucat calea nazala este neinvaziva si rapida [34],
vaccinul poate fi administrat cu usurintd la domiciliu, fard a fi nevoie de personal medical
calificat [28]. Utilizarea chitosanului ca adjuvant in fromularea vaccinurilor nazale ajuta la
obtinerea unui raspuns imun superior [35].

Conform literaturii de specialitate, numeroase studii includ forme farmaceutice ce
contin chitosan sau derivatii lui pentru administrare intranazala si care incorporeaza diferite
substante active, cum ar fi: hidrogeluri cu ropinirol sau insulind [36], nanoparticule cu
metilprednison sau insulina [37], microsfere cu carvedilol sau diltiazem [38], emulsii cu
quetiapina sau zolmatriptan [39] si altele.

Pe langd proprietatea binecunoscutd a insulinei de a regla metabolismul glucozei in
tratamentul diabetului [39, 40], administrarea insulinei pe cale intranazala prezintd efecte
favorabile si in bolile asociate SNC [41, 42] prin actiunea sa neuroprotectoare [43]. Diferite
studii clinice au ca scop investigarea potentialelor efecte terapeutice ale insulinei in boli
precum: deficienta de memorie, boala Alzheimer, boala Parkinson, sindromul de abstinenta
la tutun, etc [44].

3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Cercetarea prezentata in lucrarea de doctorat s-a bazat pe caracteristicile biodegradabile,
biocompatibile si non-toxice ale chitosanului, dar cel mai important, pe proprietatile
mucoadezive si pe capacitatea acestuia de a imbunatati penetrarea prin mucoasa nazala a
substantelor active In general, si a insulinei, in special.

Studiile efectuate pana in prezent au aratat beneficiile administrarii intranazale a
insulinei, 1ar In aceastd lucrare ne propunem sa evaluam proprietatile sistemelor
hidrocoloidale pe baza de chitosan si derivatii acestuia care contin insulina.

Obiectivul principal al lucrarii de doctorat este reprezentat de formularea si evaluarea
sistemelor hidrocoloidale pe baza de chitosan si respectiv, folosind derivatul - carboximetil
chitosan, care incorporeaza insulind, cu scopul de a transporta substanta activa de la nas la

creier.



4. Metodologia generala a cercetarii

Metodologia generala de cercetare, care a fost dezvoltata in cadrul colectivului
Disciplinei de Chimie-Fizica si Coloidala a Facultatii de Farmacie, din cadrul Universitatii
de Medicina si Farmacie “Carol Davila” din Bucuresti.

Evaluarea pH-ului s-a realizat folosind pH-metrul METTLER TOLEDO Seven
Compact. Calibrarea aparatului s-a efectuat o solutie standard cu pH 4, apoi cea de pH 7
inainte de efectuarea masuratorilor.

Evaluarea proprietatilor superficiale a constat in determinarea unghiului de contact
prin metoda picaturii sesile si a tensiunii superficiale prin metoda picaturii care cade cu
ajutorul goniometrul CAM 101 (KSV Instruments, Finlanda) care are la baza ecuatia Young-
Laplace. Rezultatele obtinute in urma celor doud determinari au fost incluse in calcularea
lucrului de adeziune, lucrului de coeziune si a coeficientului de etalare a sistemelor
hidrocoloidale.

Determinare profilului reologic al sistemelor s-a realizat cu vascozimetrul Multi Visc
(Fungilab SA, Barcelona, Spania), folosind adaptorul pentru vascozitati reduse pentru
sistemele pe baza de chitosan si PVA. Exprimentele s-au realizat la temperatura de
conditionare (4 — 8 °C), iar pentru determinarea vascozititii s-a folosit modelarea
matematica a profilelor reologice. Pentru cel de-al doilea studiu, s-a utilizat vascozimetrul
Lamy Rheology RM100 Plus (Lamy Rheology Instruments, Champagne au Mont d’Or,
France), la o temperatura de 35 °C. Modelul Legii Puterii Matematice (Power Law Model)
a fost aplicat pentru a analiza comportamentul curgerii.

Studiile de cedare in vitro, corespunzatoare celui de-al doilea experiment s-au efectuat
pe celule de difuzie Franz (aparatul Hanson), folosind membrana sintetica de acetat de
celuloza si tampon fosfat, la 35 °C. La intervale predefinite de timp s-au prelevat probe, care

au fost analizate spectrofotometric la 271 nm.

5. Dezvoltarea si evaluarea preliminara a sistemelor hidrocoloidale

intranazale pe baza de chitosan cu insulina
Primul studiu a cuprins dezvoltarea, formularea si evaluarea preliminara a sistemelor
hidrocoloidale intranazale pe baza de chitosan si alcool polivinilic cu insulina. Cercetarea s-
a concentrat pe determinarea proprietdtilor superficiale ale sistemelor hidrocoloidale, in
special mucoadezivitatea, precum si a profilurilor reologice, ca factori cheie pentru a depasi
clearance-ul mucociliar si pentru a imbunatati eficacitatea terapeuticd dupa administrarea

intranazale a medicamentelor.



Pentru proiectarea matricei experimentale din cadrul acestui studiu, a fost folosit
programul Modde 13, in care sunt 3 variabile independente X1: concentratia de chitosan
(1%, 1,5%, 2%); X2: raportul dintre chitosan si PVA 1% (1:2, 1:1, 2:1); X3: cantitatea de
insulina (5 Ul/g, 7,5 Ul/g, 10 Ul/g) [45]. In plus, programul statistic Minitab a fost utilizat
pentru a genera ecuatiile de regresie pentru fiecare raspuns.

Valorile unghiului de contact pentru sistemele hidrocoloidale analizate in cadrul
acestui studiu au fost cuprinse intre 54,84 = 1,52 ° si 66,74 + 0,59 °; ceea ce indicd o
capacitate de umectare crescuta si o capacitate de etalare buna a sistemelor. Valorile tensiunii

superficiale obtinute in urma determinarilor sunt mai mici decat cea a mucoasei nazale [4].
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Figura 5.1. Reprezentare grafica a unghiului de contact si a tensiunii superficiale
Conform reprezentarii grafice a coeficientilor de regresie, cresterea concentratiei de
chitosan are o influenta invers proportionald asupra fortelor de adeziune si proportionald cu

vascozitatea.
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Figure 5.2. Coeficientii de regresie corespunzatori lucrului de adeziune si
vascozitatii

Reunind rezultatele studiului, privind proprietatile suprafetei si profilele reologice,

sistemul hidrocoloidal 1 (chitosan 1%, chitosan:PVA = 2:1, insulina = 5 1U/g) poate fi

considerat proba optima si poate fi utilizat pentru cercetari ulterioare.



6. Caracterizarea fizico-chimica si evaluarea initiala a sistemelor
hidrocoloidale intranazale cu insulina pe baza de carboximetil

chitosanului — hialuronan

Scopul acestui studiu a fost dezvoltarea si caracterizarea sistemelor nazale bazate pe
carboximetil chitosan (derivatul solubil al chitosanului [46]) si hialuronat de sodiu cu
insulind, care sd combine proprietatile mucoadezive ale polimerilor si sd stimuleze absorbtia
insulinei [47-49]. Am evaluat influenta factorilor de formulare asupra proprietatilor
suprafetei, reologiei si eliberarii in vitro a insulinei utilizand complementar strategiile
Design of Experiments.

A fost elaborat un plan factorial de 23, in care existi trei variabile independente la doui
niveluri de variatie, unde X1 — concentratia CMC (1% sau 2%), X2 — raportul dintre CMC
si NaHA (1/1 sau 1/2), X3 - cantitatea de insulina (20 Ul/ml sau 30 Ul/ml).

Toate probele studiate au inregistrat valori ale unghiului de contact mai mici de 90 °.
Determindrile facute In acest experiment au aratat ca formularea S1 a avut cea mai apropiata
valoare de tensiunea superficiala fiziologica a mucoasei nazale. Lucrul de adeziune calculat
pe baza unghiului de contact si tensiunii superficiale a fost de peste 80 mN/m pentru toate

sistemele. Comportamentul de curgere al celor opt sisteme a fost pseudoplastic.
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Figura 6.1. Influenta vitezei de forfecare asupra vascozitatii

Cinetica de eliberare a urmat modelul de ordinul zero pentru S1, S4, S7 si S8, cu R?
mai mare de 0,9934, iar restul modelul Legii puterii cu R? > 0.9958 si toate probele au avut
procent de cedare cumulativ de peste 60 %.

Software-ul Modde a fost utilizat pentru a proiecta planul experimental si pentru a
oferi reprezentarea 3D a suprafetei de raspuns si a conturului de raspuns pentru a observa
tendinta variabilelor de raspuns pe baza modificarilor parametrului de formulare [50].

Software-ul statistic Minitab a fost folosit pentru a analiza datele si pentru a completa
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screening-ul oferit de programul Modde, prin generarea ecuatiilor de regresie si a
diagramelor Pareto pentru fiecare factor de raspuns.

Lucrul de adeziune a fost influentat de cantitatea de insulind (X3); si de raportul
CMC/NaHA (X2). Raportul CMC/NaHA a avuto semnificatie pronuntata in ceea ce priveste
indicele de consistenta si eliberarea de cantitatii de substanta activa.

Lucrul de adeziune Indicele de consistenta Cantitatea de insulind ced' VIR
1.6 1.8 14

1.2

1

0.8

WIP
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o
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Figura 6.2. Importanta variabilelor in proiectie (VIP) asupra variabilelor de raspuns
Sistemul S7 este cel mai elocvent sistem in comparatie cu valoarea de referinta

predictiva generata cu ajutorul programului Modde.
7. Concluzii si contributii personale

Lucrarea de doctorat intitulatd ,,/mplicarea proprietatiilor chitosanului in dezvoltarea
unor sisteme intranazale de eliberare a insulinei vizand afectiuni la nivel SNC” vizeaza
depasirea limitarilor date de bariera hematoencefalicd asupra substantelor active cu actiune
la nivelul sistemului nervos central, prin conturarea caracteristicilor chitosanului si ale
derivatilor acestuia in formularea sistemelor medicamentoase cu administrare nazala.

Obiectivele propuse in aceasta tezd de doctorat au fost indeplinite, si anume: selectarea
unei substante medicamentoase cu aplicatii noi descoperite in cadrul afectiunilor asociate
sistemului nervos central; formularea si dezvoltarea a doua sisteme hidrocoloidale pe baza
de chitosan, respectiv carboximetil chitosan asociati cu alti polimeri pentru a potenta
propritatile polimerilor; evaluarea impactului parametrilor de formulare asupra variabilelor
de raspuns cu ajutorul a doua programe statistice. Aceste interpretari pot fi utilizate ca punct
de plecare pentru studii ulteriore.

Asceste sisteme hidrocoloidale pot fi incluse in alte cercetari, pentru administrarea pe
mucoasa nazald sau cu aplicativitate pe alte mucoase si in care sd se Incorporeze si alte

substante active din diferite clase medicamentoase, oferind noi oportunitati de tratament.
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