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Introducere

In ultima jumitate de secol, peptidele si proteinele active au cistigat o popularitate
semnificativa din perspectiva utilizarii ca agenti farmacologici [ 1]. Odata cu progresele realizate
in bioinginerie, un numar tot mai mare de peptide si proteine terapeutice au fost dezvoltate
pentru tratamentul bolilor cronice [2]. Aceasta tendintd este confirmatd de cele mai recente
analize privind dezvoltarea, aprobarea si utilizarea in practica clinicd a macromoleculelor
active. Intr-adevar, conform celor mai recente cercetiri realizate de Nova One Advisor, piata
globala a medicamentelor biologice a fost estimata la 511 miliarde de dolari in 2023 si se
preconizeaza ca va atinge aproximativ 1,37 de trilioane de dolari pana in 2033, inregistrand o
ratd anuald compusa de crestere de 10,4% in perioada 2024—2033[3]. In plus, avand origini
biologice, peptidele si proteinele terapeutice prezinta o toxicitate mai redusa fata de moleculele
de sinteza, in special cand sunt administrate o perioadd indelungata si in doze adecvate [4].
Principalul dezavantaj al acestor agenti farmacologici este reprezentat de necesitatea
administrarii pe cale parenterald, adesea perceputd de pacienti ca un atribut negativ, in special
atunci cand tratamentul este administrat cronic (precum in cazul diabetului zaharat de tip 2) [6].
Desi eficacitatea si siguranta medicamentelor biologice sunt evaluate in cadrul programelor
ample de cercetare si dezvoltare, adesea, rezultatele studiilor clinice nu sunt observate si in
conditiile din practica clinicd [7]. Principalul factor care determina reproductibilitatea redusa a
rezultatelor studiilor clinice este aderenta scdzuta a pacientilor la tratament [7]. Numerosi factori
contribuie la scdderea aderentei pacientilor la tratament, insa unul dintre cei mai importanti
factori este nivelul ridicat de complexitate al tratamentelor cronice [7]. Prin urmare, este
necesara dezvoltarea unor tehnologii care simplificd administrarea medicamentelor, cum ar fi
formuldrile cu eliberare prelungita, formele farmaceutice orale si combinatiile in doza fixa, care
prezintd in co-formulare doud sau mai multe substante active. Pacientii cu afectiuni cronice
prefera tratamentele administrate pe cale orald si tind sa renunte la terapiile injectabile in
favoarea formelor farmaceutice orale, chiar si in situatiile In care optiunile orale prezinta o
eficacitate terapeutica inferioara [6]. Insd preferinta pacientilor fata de formele farmaceutice
orale reprezintd o provocare majora din perspectiva administrarii tratamentelor pe termen lung,
deoarece peptidele macromoleculare au o biodisponibilitate foarte scdzutd atunci cand sunt

administrate pe cale orald. In prezent se depun eforturi considerabile pentru cercetarea si



dezvoltarea tehnologiilor care sa permita administrarea acestor molecule pe cale orala, nazala
si chiar transdermica.

Potentiatorii de permeabilitate (PP) sau potentiatorii de absorbtie reprezintd o clasa
eterogend de excipienti care, pe langa rolul lor principal in formulari, permit macromoleculelor
sd penetreze membrana gastrica prin modificarea temporara a barierei epiteliale intestinale [8].
Prin alterarea temporara a barierei gastrice, potentiatorii de permeabilitate pot facilita
transportul macromoleculelor pe calea paracelulara sau transcelulard [8]. Deoarece acesti
potentiatori actioneaza printr-o varietate de mecanisme, numeroase proiecte de cercetare au
investigat efectele lor [9].

Calcitonina si amilina sunt hormoni cu structuri peptidice similare si care actioneaza pe
acelasi grup de receptori [10]. Calcitonina de somon (sCT) este o peptidd cu masa moleculara
de 3432 Da, formata din 32 de aminoacizi [11] si este utilizata atat in tratamentul osteoporozei
postmenopauzale, hipercalcemiei si bolii Paget, cat si pentru ameliorarea durerilor osoase
datorita efectului siu analgezic [12]. In practica clinicd se prefera utilizarea calcitoninei de
somon 1n locul calcitoninei umane, datorita afinitatii mai ridicate fatd receptorii de calcitonina
si a potentei de aproximativ 100 de ori mai mari [12]. Principalul impediment al calcitoninei de
somon este reprezentat de administrarea parenterald ceea ce poate cauza pacientilor un grad
ridicat de disconfort sau chiar durere [11] , efecte care pot contribui la scdderea aderentei si
compliantei la tratament. Avand in vedere relevanta clinica si caracteristicile moleculare ale
calcitoninei de somon, au fost realizate eforturi considerabile cu scopul de a dezvolta o forma
de calcitonind de somon cu administrare orald, prin co-formulare cu potentiatori de
permeabilitate, desi doar doud dintre aceste proiecte au avansat pana etapele finale de cercetare
clinica (studiile clinice de faza 3) [11]. Amilina, de asemenea un hormon cu structura peptidica
(insd constituita din 37 de aminoacizi), este secretata alaturi de insulind si are un rol foarte
important in controlul glicemiei postprandiale [13]. Pramlintida (Pram), un analog sintetic al
amilinei, are o greutate moleculard de aproximativ 3949,9 Da si modificari structurale menite
sa reduca tendinta de agregare a moleculelor [13]. Are efecte similare cu cele ale amilinei si a
fost aprobata in anul 2005 pentru tratamentul diabetului zaharat de tip 1 si 2 sub denumirea
comerciald de Symlin® [13]. De asemenea, pramlintida se administreazi injectabil, fapt care
poate limita acceptabilitatea tratamentului pe termen lung, avand in vedere preferinta pacientilor

pentru formele farmaceutice orale [14].



Considerand numeroasele similitudini structurale dintre calcitonina de somon si
pramlintidd si avand in vedere multitudinea proiectelor de cercetare dedicate dezvoltarii unei
forme orale de calcitonind de somon, obiectivul principal al acestui proiect de cercetare este
acela de a evalua direct, in vitro, utilizand liniile celulare de cancer colorectal 2 (Caco-2),
potentiatorii de permeabilitate cu efectul cel mai pronuntat de crestere a transportul calcitoninei
de somon si de a investiga efectele acestora si asupra pramlintidei.

Proiectul de cercetare prezentat in cadrul acestei teze de doctorat a fost structurat in 4 etape:

Capitolul I. Partea generala

1. Stabilirea stadiului actual al cunoasterii privind demersurile de cercetare
intreprinse cu scopul dezvoltarii formelor farmaceutice orale ale peptidelor

active: calcitonina de somon si semaglutida [11]

Acest capitol detaliaza principalele motive pentru care peptidele macromoleculare
prezintd o biodisponibilitate foarte redusa atunci cand sunt administrate pe cale orala, motive
care deriva din existenta barierelor anatomice si fiziologice specifice sistemului digestiv,
precum si din caracteristicile moleculare ale peptidelor terapeutice. De asemenea, acest capitol
realizeazd o sinteza a cercetarilor din domeniul tehnologiei farmaceutice si dezvoltarii clinice,
prezentand atit un exemplu de succes (semaglutida orald) cat si eforturile realizate cu scopul
dezvoltarii unei forme orale a calcitoninei de somon. O parte importantd a informatiilor
prezentate in cadrul acestui capitol a fost publicatd in articolul cu titlul “Advances In The
Development Of Oral Formulations For Calcitonin And Semaglutide” [11].

In cazul calcitoninei de somon, sunt detaliati factorii care au contribuit la rezultatele
nesatisfacatoare obtinute in trialurile de faza 3 care au investigat cele doua forme orale ale

calcitoninei, dezvoltate pani in prezent (TBRIA® si SMC 021) si anume:

- Absorbtia gastricd insuficientd, care induce o biodisponibilitate scdzutd prin
administrarea orala a calcitoninei de somon.
- Distributia receptorilor de calcitonind in alte tesuturi, ceea ce limiteaza concentratia

disponibild la nivelul tesutului osos.



- Tendinta moleculelor de calcitonind de a se agrega si fibriliza, pierzand astfel din

potenta.

In cazul semaglutidei orale, sunt detaliati factorii care au contribuit la succesul acestei forme

farmaceutice, si anume:

- Utilizarea unei tehnologii inovatoare de co-formulare cu un potentiator de permeabilitate
care permite o absorbtie eficienta la nivelul mucoasei gastrice, imbunatitind astfel
semnificativ biodisponibilitatea moleculei.

- Stabilitatea moleculard crescutd, care previne agregarea si degradarea semaglutidei in
mediul gastrointestinal.

- Selectivitatea ridicata si afinitatea crescutd pentru receptorii GLP-1, asigurand astfel o
concentratie optima si un efect terapeutic consistent.

- Multitudinea dovezilor clinice privind eficacitatea si siguranta semaglutidei orale
privind obtinerea si mentinerea controlului glicemic, siguranta cardiovasculara si

scaderea ponderala.

Avand in vedere disponibilitatea semaglutidei atadt in forma farmaceuticd orald, cat si
injectabild, in incheierea acestui capitol sunt prezentate rezultatele unei analize avansate si
sistematice, efectuate in baza de date PubMed, cu scopul identificarii studiilor care au
evaluat impactul formei orale de semaglutida asupra aderentei si persistentei la tratament a
pacientilor cu diabet zaharat tip 2. Rezultatele cautarii sistematice au ardtat ca administrarea
semaglutidei injectabile este asociatd cu o incidentd cumulativa a intreruperii tratamentului
semnificativ mai mare versus semaglutida orala. Utilizand tratamentul cu semaglutida orala
ca referinta, riscul relativ al intreruperii tratamentului cu semaglutida injectabila a fost cu
45% mai mare [15]. Avand in vedere importanta aderentei pacientilor la tratament, aceste
date subliniaza relevanta subiectului abordat in cadrul tezei de doctorat si justifica eforturile
curente de cercetare, orientate pentru dezvoltarea formelor orale ale peptidelor terapeutice

destinate tratamentului bolilor cronice.



Capitolul II. Contributii personale

2. Contributii privind selectarea preliminara a potentiatorilor de permeabilitate

In cadrul acestui capitol sunt prezentate si analizate rezultatele studiilor identificate printr-
un proces de cautare sistematicd, cu scopul evaluarii potentiatorilor de permeabilitate in vederea
selectarii acestora pentru urmatoarele etape de cercetare. Pentru stabilirea stadiului actual al
cunoasterii privind utilizarea potentiatorilor de permeabilitate pentru cresterea absorbtiei
gastrice a calcitoninei de somon , am realizat o cautare sistematica in baza de date MEDLINE,
utilizand interfata PubMed. In cadrul analizei, au fost incluse atat studii in vitro, cat si studii in
vivo, care au investigat eficacitatea si siguranta potentiatorilor de permeabilitate privind
cresterea fractiei de calcitonind de somon absorbite la nivelul diferitelor zone ale membranelor
intestinale, in contextul unor co-formulari specifice. Studiile identificate in urma procesului de
cautare sistematica au fost supuse unei analize critice, avand ca obiectiv principal extragerea si
sintetizarea datelor relevante privind eficacitatea si profilul de sigurantd al potentiatorilor de
permeabilitate investigati.

Procesul de selectie a tinut cont atat de evidentele stiintifice privind eficacitatea si siguranta
potentiatorilor de permeabilitate, precum si de fezabilitatea acestora Tn contextul cercetarii
planificate. Contributiile personale au constat in stabilirea stabilirea si aplicarea criteriilor de
selectie a potentiatorilor de permeabilitate identificati in literatura de specialitate si se regasesc
in cadrul tezei de doctorat la paginile 32- 34, respectiv la paginile 42 — 46. Fezabilitatea a fost
evaluatd in functie de costurile implicate, disponibilitatea resurselor materiale, complexitatea
procesului de preparare si accesibilitatea echipamentului necesar. Astfel, au fost stabilite trei

categorii:

- Fezabilitate ridicatd: costuri reduse, metode de preparare simple si echipamente
disponibile, context favorabil continudrii si extinderii cercetarii.

- Fezabilitate moderatd: costuri mai ridicate, dar procesele si echipamentele raman
accesibile, necesitand ajustari bugetare si prioritizare.

- Fezabilitate redusa: constrangeri semnificative precum costuri prohibitive, complexitate
tehnica ridicatd si lipsa echipamentelor specifice, limitdnd potentialul de realizare al

cercetarii.



Scopul evaluarii a fost identificarea si anticiparea obstacolelor tehnice si logistice care ar
putea influenta implementarea practicd a metodologiei propuse, asigurand echilibrul intre
rigoarea stiintifica si sustenabilitatea practica a experimentelor ulterioare.

In urma acestui proces au fost selectati patru potentiatori de permeabilitate in vederea
includerii in etapele ulterioare de cercetare:

- S-nitrozo-N-acetil-DL-penicilamina (SNAP), donor de oxid nitric

- Taurodeoxicolatul de sodiu (TDC), sare biliara

- Dimetil-palmitoil-amonio-propansulfonatul (PPS), surfactant zviterionic

- Tetradecil-maltozida (TDM), surfactant neionic

3. Contributii privind evaluarea in vitro a celor patru potentiatori de permeabilitate
selectati in cadrul etapei anterioare, din perspectiva eficacitatii si sigurantei
efectului de crestere a transportului calcitoninei de somon pe liniile celulare

Caco-2 [16]

Aceastd sectiune a tezei descrie contributiile personale, concretizate prin realizarea primului
studiu care a investigat in mod direct efectele SNAP, TDC, PPS si TDM (selectati in etapa
anterioard) asupra permeabilitatii calcitoninei de somon la nivelul liniilor celulare Caco-2.
Acest demers de cercetare a permis ierarhizarea potentiatorilor de permeabilitate, in functie de
efectul lor asupra valorilor coeficientului de permeabilitate aparenta a calcitoninei de somon la
doud ore dupa expunere (Papp; parametrul de eficacitate) si asupra rezistentei electrice
transepiteliale a liniilor celulare (parametrul de siguranta). Studiul este descris in amanunt in
teza de doctorat (de la pagina 49, la pagina 73), iar rezultatele au fost publicate n revista
Farmacia [16].

Analiza datelor furnizate de acest studiu a aratat cd TDM (0,2 mg/mL) a fost singurul
potentiator de permeabilitate care a avut un efect semnificativ statistic de crestere a
coeficientului de permeabilitate aparenta a sCT versus control, versus SNAP (0,002 mg/mL) si
versus TDC (0,1 mg/mL). Mai exect, TDM (0,2 mg/mL) a crescut valoarea Papp a sCT cu 282%
versus control (p = 0,017), cu 240% fatd de SNAP (0,002 mg/mL) (p = 0,01) si cu 149% fata
de TDC (0,1 mg/mL) (p = 0,036).



Nu au existat alte diferente semnificative statistic intre potentiatorii de permeabilitate in
ceea ce priveste efectul asupra valorii Papp a sCT. Cu toate acestea, am observat valori numeric
mai mari ale Papp sCT, obtinute in cazul solutiilor in care au fost inclusi potentiatorii de
permeabilitate versus control, fapt care indicd o tendintd de crestere a permeabilitatii sCT
asociata efectelor induse de toti potentiatorii de permeabilitate investigati, asa cum se poate

observa in figura 3.1.
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Figura 3.1. Efectele SNAP (C1 = 0,002 mg/mL; C2 = 0,22 mg/mL), TDC (C1 =0,1
mg/mL; C2 = 0,25 mg/mL), PPS (C1 =0,1 mg/mL; C2 =0,2 mg/mL) si TDM (C1 = 0,2

mg/mL; C2 =1 mg/mL) asupra permeabilitatii sCT la nivelul liniilor celulare Caco-2.

Rezultatele sunt exprimate ca media aritmeticd (+ deviatia standard) din trei sau doua
determindri. Fiecare triunghi reprezinta o determinare individuala. (*) P < 0,05 versus control;
(**) P < 0,05 pentru TDM C1 versus SNAP C1; (***) P < 0,05 pentru TDM C1 versus TDC
CI.

Fata de solutiile control, toti potentiatorii de permeabilitate investigati au avut un efect
semnificativ statistic asupra valorilor RET ale liniilor celulare Caco-2, masurate la doua ore
dupad expunere. Nu au fost observate diferente semnificative intre potentiatorii de

permeabilitate, din perspectiva efectelor acestora asupra RET, masuratd la doua ore dupa



expunere. Efectul tuturor potentiatorilor de permeabilitate a fost dependent de concentratia
acestora. Concentratiile mai mari ale fiecarui potentiator au determinat scaderi numeric mai
mari ale valorilor RET. La 15 minute, 60 de minute si 120 de minute dupa expunere, TDM
mg/mL) a avut cel mai pronuntat efect de reducere a RET, in timp ce SNAP (0,002 mg/mL) a

avut cel mai slab efect (figura 3.2.).
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Figura 3.2. Efectele SNAP (C1 = 0,002 mg/mL; C2 = 0,22 mg/mL), TDC (C1 =0,1
mg/mL; C2 = 0,25 mg/mL), PPS (C1 = 0,1 mg/mL; C2 = 0,2 mg/mL), TDM (C1 = 0,2
mg/mL; C2 =1 mg/mL) asupra rezistentei electrice transepiteliale a liniilor celulare

Caco-2, determinate la 15 minute, 60 de minute si 120 de minute dupa expunere.

Rezultatele sunt exprimate ca media aritmeticd (+ deviatia standard) din trei sau doua
determindri. (NS): p > 0,05 versus control; (*): p < 0,05 versus control; (***): p < 0,0001

versus control.

Prin corelarea acestor doud seturi de date (Papp si RET), studiul ofera o intelegere
aprofundata asupra raportului dintre eficacitatea si siguranta potentiatorilor de absorbtie
analizati, contribuind astfel la fundamentarea criteriilor de selectie a acestora, pentru
dezvoltarea viitoarelor formulari farmaceutice orale. Studiul a aratat ca tetradecil-matozida

prezintd o eficacitate semnificativ mai mare de crestere a transportului calcitoninei de somon
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fatd de S-nitrozo-N-acetil-DL-penicilamina si taurodeoxicolatul de sodiu si o eficacitate
similard cu dimetil-palmitoil-amonio-propansulfonatul. Impactul asupra valorilor rezistentei
electrice transepiteliale a fost observat pentru toti potentiatorii de permeabilitate evaluati, in
concordanta cu efectul de clasa cunoscut al acestor excipienti activi. Pe baza rezultatelor acestui
studiu de screening, tetradecil-matozida si dimetil-palmitoil-amonio-propansulfonatul au fost
selectati pentru a fi investigati ulterior. Asa cum este prezentat in figura 3.3., TDM C1 a avut
cel mai mare efect asupra cresterii valorii Papp a sCT, urmat de TDM C2, PPS C2, TDC C2,
PPS C1, SNAP C2, TDC C1 si SNAP Cl.

Un aspect important care necesitd investigatii suplimentare este determinarea intervalului
de timp necesar pentru revenirea valorilor rezistentei electrice transepiteliale la nivelul de
referintda, dupa expunerea la fiecare potentiator de permeabilitate, deoarece acest aspect este

esential pentru evaluarea toxicitatii.

Papp versus TEER decrease from baseline at 120 min

70 ¢

6.0 |

5.0 |
—_ 4.69 M Control (n=2)
o
2 SNAP C1 (n=3)
= 40 |
g A SNAP C2 (n=3)
> @ 365 TDC C1 (n=3)
=) "
: 30 |} 1 l TDC C2 (n=3)
a 2.74 2.70 PPS C1 (n=3)
3 | 250 ® PPS C2 (n=3)
-9

20 | J1 a8 A 217 TDM C1 (n=3)

+ TDM C2 (n=3)
1.38 1.23
wf \
0.0 A A
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Mean Transepithelial Electric Resistance (Q)

Figura 3.3. Efectele SNAP (C1 = 0,002 mg/mL; C2 = 0,22 mg/mL), TDC (C1 = 0,1
mg/mL; C2 = 0,25 mg/mL), PPS (C1 = 0,1 mg/mL; C2 = 0,2 mg/mL), TDM (C1 = 0,2
mg/mL; C2 =1 mg/mL) asupra permeabilitatii sCT la nivelul liniilor celulare Caco-2

(axa verticala) si asupra valorilor RET la 120 de minute (axa orizontala).
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Valorile Papp au fost exprimate ca media aritmetica (+ deviatia standard), obtinute din trei sau

doua determinari, in timp ce pentru RET au fost raportate doar mediile aritmetice.

Pe baza rezultatelor acestui studiu de screening, tetradecil-matozida si dimetil-palmitoil-

amonio-propansulfonatul au fost selectati pentru a fi investigati ulterior.

4. Contributii privind evaluarea in vitro a eficacitatii si sigurantei tetradecil-
maltozidei si dimetil-palmitoil-amoniu-propansulfonatului asupra cresterii transportului
calcitoninei de somon si a pramlintidei pe liniile celulare Caco-2 si realizarea unui model

matematic de extrapolare a rezultatelor la om. [17]

Contibutiile personale decrise in cadrul acestui capitol au constat in realizarea studiului care
a evaluat efectele tetradecil-maltozidei si dimetil-palmitoil-amoniu-propansulfonatului asupra
calcitoninei de somon si pramlintidei, utilizdnd metode analitice cu un grad ridicat de precizie
(cromatografie lichidd cuplatd cu spectrometrie de masa in tandem) si conditii de incubatie
diferite fatd de cele utilizate in primul studiu. Studiul este descris in amdnunt in cadrul tezei de
doctorat (de la pagina 74, la pagina 102), iar rezultatele acestuia au fost publicate 1n revista
Farmacia [17].

Avand in vedere similaritatile structurale dintre Pram (37 de aminoacizi, 3949,9 Da) [13]
s1 sCT (32 de aminoacizi, 3432 Da) [11], acest studiu a comparat eficacitatea si siguranta TDM
si PPS (in doud concentratii diferite, selectate pe baza rezultatelor obtinute in cadrul studiului
anterior: 0,2 mg/mL (C1) st 1 mg/mL (C2) pentru TDM, 0,1 mg/mL (C1) si 0,2 mg/mL (C2)
pentru PPS) [16] privind cresterea permeabilitatii sCT in raport cu Pram, in vitro, folosind linii
celulare Caco-2. Eficacitatea a fost evaluata prin masurarea coeficientului de permeabilitate
aparentd (Papp), iar siguranta a fost evaluata prin masurarea efectului celor doi potentiatori
asupra rezistentei electrice transepiteliale (RET) a liniilor celulare. In plus, folosind date si
metodologii publicate [18-20], am dezvoltat un model matematic pentru estimarea modului in
care valorile Papp observate in vitro s-ar putea extinde si la om.

Dupa 120 de minute de la expunerea liniilor celulare la TDM si PPS (ambele concentratii)
au fost observate cresteri semnificative ale valorilor Papp pentru sCT, fapt care indica existenta
unui efect substantial de crestere a permeabilitatii. In contrast, doar TDM C1, PPS C1 si PPS

C2 au determinat cresterea valorilor Papp pentru Pram versus control, in timp ce TDM C2 a
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avut un efect nesemnificativ asupra Papp pentru Pram. De remarcat, valorile Papp pentru
solutiile control (sCT si Pram fara potentiatori de permeabilitate) nu au putut fi cuantificate,
acestea fiind sub limita de detectie a metodei analitice utilizate. Atdit TDM cat si PPS au
demonstrat o crestere semnificativa a permeabilitatii SCT comparativ cu Pram, evidentiata prin
valorile mai mari ale Papp pentru sCT 1n prezenta ambilor potentiatori (p < 0,0001 pentru toate

comparatiile), conform figurii 4.1.

The enhancement effects of TDM and PPS on sCT and Pram after 120 minutes of exposure

s p <0.0001 p <0.0001 p <0.0001
versus versus versus
Pram+ TDM C1 Pram+ PPS C1 Pram+ PPS C2
whk
2.50 p <0.0001 b i

231
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A
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*kx
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15
ok
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0.32 *
0.5 0.26
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Figura 4.1. Efectele TDM (C1= 0,2 mg/mL; C2=1 mg/mL) si PPS (C1= 0,1 mg/mL; C2=

0,2 mg/mL) asupra permeabilitatii SCT si Pram la nivelul liniilor celulare Caco-2.

Rezultatele sunt exprimate ca media aritmetica (+ deviatia standard) din trei determinari. Fiecare
triunghi reprezinta o masuratoare individuala. (NS): p > 0,05 versus control; (*): p < 0,05 versus

control; (**): p <0,01; (***): p <0,0001 versus control.

Comparativ cu valorile obtinute pentru solutiile control, TDM si PPS la toate
concentratiile testate au indus o scadere semnificativa statistic a valorilor RET, la 120 de minute
dupd expunere (figura 4.2. A pentru sCT si figura 4.3. A pentru Pram), fard a fi observate
diferente semnificative intre potentiatorii de permeabilitate studiati. Aceastd observatie este in
concordantd cu efectele cunoscute ale acestor potentiatori de permeabilitate asupra RET, ca

parte a mecanismului lor de actiune (cresterea valorilor Papp este asociata cu scaderea valorilor
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RET). Asa cum este ilustrat in figura 4.2. B pentru sCT si figura 4.3. B pentru Pram, valorile
RET au ramas scazute la 6 ore dupa expunere, observatie care sugereaza faptul ca efectul nu a

fost reversibil 1n acest interval de timp.

A TEER reduction from baseline B Variation of the effects on TEER fom baseline
(120 minutes after exposure) (0 to 360 minutes after exposure)
== sCT (control) (n=3) sCT+TDM C1 (n=3) =t sCT+ TDM C2 (n=3)

SCT (control) (n=3)  sCT+TDM C1(n=3) sCT+TDMC2 (n=3) sCT+PPSC1(n=3)  sCT+PPSC2 (n=3) SCT+PPS C1 (n=3) —4—sCT+PPS C2 (n=3)
20%

0%
-10% Baseline
-20%
-30% -
-40%
-50%
-60%
-70% ;
-80%
-100% el
-90% I
I
Rk kK *kk

-100% -120%

TEER decrease from baseline (%)
TEER decrease from baseline (%)

0 60 120 180 240 300 360
Time (minutes)

Figura 4.2. Efectele sCT in combinatie cu TDM (C1 = 0,2 mg/mL; C2 =1 mg/mL) si PPS
(C1=0,1 mg/mL; C2 = 0,2 mg/mL) asupra valorilor RET la 120 de minute dupa
expunere (A) si variatia efectelor asupra RET de la momentul initial pana la 360 de

minute dupa expunere (B).

(A) Rezultatele sunt exprimate ca media aritmetica (+ deviatia standard) din trei determinari.

(***): p <0,0001 versus control.

(B) Rezultatele sunt exprimate ca media aritmeticd (+ deviatia standard) din trei determinari.

(***): p<0,0001 versus control.
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Figura 4.3. Efectele Pram in combinatie cu TDM (C1 = 0,2 mg/mL; C2 =1 mg/mL) si
PPS (C1 =0,1 mg/mL; C2 = 0,2 mg/mL) asupra valorilor RET la 120 de minute dupa

expunere (A) si variatia efectelor asupra RET de la momentul initial pana la 360 de

minute dupa expunere (B).

(A) Rezultatele sunt exprimate ca media aritmetica (+ deviatia standard) din trei determinari.

(***) p < 0,0001 versus control.

(B) Rezultatele sunt exprimate ca media aritmetica (+ deviatia standard) din trei determinari.

(***) p < 0,0001 versus control.

Studiul a aratat cd dimetil-palmitoil-amoniu-propansulfonatul este un potentiator de

permeabilitate optim pentru ambele peptide active si a intarit concluzia primului studiu,

demonstrand ca tetradecil-matozida prezintd o eficacitate ridicata de crestere a permeabilitatii

liniiei celulare pentru calcitonina de somon. Pe baza modelului predictiv al absorbtiei la om, s-

a observant cd TDM si PPS influenteaza semnificativ absorbtia jejunald a sCT, cu rate de

absorbtie care depasesc 70%. Pentru Pram, absorbtia jejunala estimatd variaza de la 52% cu

TDM C2, pana la 68% cu PPS C1 (figura 4.4).
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Human jejunal permeability versus Fraction Dose Absorbed (%)
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Figura 4.4. Relatia dintre valorile hPeff si fractiile corespunzatoare ale dozei absorbite

raportate in literatura [88].
Pentru moleculele testate, rezultatele sunt exprimate ca media aritmetica din trei determinari.

Acest studiu in vitro a demonstrat cd TDM si PPS imbunatitesc semnificativ
permeabilitatea sCT si Pram la nivelul liniilor celulare Caco-2. Desi intre sCT si Pram exista
anumite asemanari structurale si functionale, potentiatorii de permeabilitate investigati au ardtat
efecte distincte asupra fiecarei peptide in parte. Rezultatele studiului indica faptul ca PPS este
potentiatorul de permeabilitate cel mai adecvat pentru utilizarea in co-formulare cu ambele
peptide investigate, in timp ce TDM este in mod deosebit eficace pentru cresterea permeabilitatii
sCT.

5. Concluzii generale

Obiectivul principal al proiectului de cercetare a constat in identificarea potentiatorilor de
permeabilitate cu efectul cel mai pronuntat de crestere a transportului calcitoninei de somon si
realizarea unei comparatii directe a efectelor acestora (in vitro, utilizand liniile celulare Caco-
2), atat asupra calcitoninei de somon, cat si asupra pramlintidei. Intr-o prima etapa, potentiatorii

de permeabilitate (SNAP, TDC, TDM si PPS) au fost selectati pe baza datelor de eficacitate si
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siguranta raportate in literatura de specialitate si In functie de fezabilitatea acestora in contextul
cercetarii planificate. Apoi au fost evaluati Intr-un studiu in vifro de screening, in vederea
ierarhizarii acestora din perspectiva eficacitatii si sigurantei efectului de crestere a transportului
calcitoninei de somon din compartimentul apical, in compartimentul bazolateral al liniilor
celulare Caco-2. Acesta reprezinta primul studiu care evalueaza direct efectele SNAP, TDC,
PPS si TDM asupra permeabilitatii sCT. Pe baza datelor furnizate de acest studiu, au fost
selectati doar TDM si PPS pentru urmadtoarea etapa a cercetarii, pentru a investiga efectele
acestora, atat asupra calcitoninei de somon, cat si asupra pramlintidei. Desi au existat diferente
intre efectele asupra sCT si Pram, rezultatele acestui studiu aratd cd PPS a reusit sa demonstreze
o eficacitate semnificativa privind cresterea permeabilitatii liniilor celulare Caco-2, pentru sCT
si pentru Pram, ceea ce il recomanda drept un potentiator comun viabil. Pentru evaluarea
relevantei datelor obtinute, a fost elaborat si un model matematic bazat pe metode si date
disponibile 1n literatura de specialitate, cu scopul de a estima in ce masura valorile coeficientilor
de permeabilitate aparenta, determinate in vitro, pot fi extrapolate la om. Rezultatele modelarii
au indicat cd TDM si PPS pot determina rate de absorbtie de peste 77% pentru sCT si peste 52%
pentru Pram, sustinand astfel potentialul acestor potentiatori de a facilita absorbtia intestinald si
in conditii fiziologice umane. In ansamblu, rezultatele acestui proiect de cercetare, obtinute prin
utilizarea liniilor celulare Caco-2 standardizate (un model fundamental pentru intelegerea si
prezicerea absorbtiei intestinale a substantelor active), reprezinta un inceput promitator in
directia dezvoltarii unei tehnologii care sa permitd administrarea orald a calcitoninei de somon
si a pramlintidei. De asemenea, aceste descoperiri pot oferi o baza importantd pentru studii
ulterioare asupra altor derivati de calcitonind sau de amilind, aflati in dezvoltare pentru
tratamentul diabetului, obezitatii si al altor boli metabolice. Acest proiect de cercetare reprezinta
doar un un demers incipient pentru dezvoltarea unei tehnologii care sa permitd administrarea
orala a peptidelor active, de aceea sunt necesare numeroase studii suplimentare pentru a valida
aceste rezultate si a continua eforturile de cercetare. Evaluarea suplimentara a efectelor acestor
potentiatori asupra unui spectru mai larg de peptide ar putea accelera dezvoltarea unor terapii
orale inovatoare, cu impact direct asupra aderentei pacientilor la tratament si eficacitatii

terapeutice pe termen lung.
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