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Introducere

Menopauza este o etapa fiziologicd naturald in viata unei femei, insd modificarile
hormonale asociate acesteia pot determina o serie de manifestdri neplacute care afecteaza
calitatea vietii.

Aceastd tezd isi propune dezvoltarea unui produs inovator pe bazd de extracte
standardizate din plante, destinat femeilor aflate la menopauza, ca o completare a terapiilor
conventionale. Solutia propusa are urmatoarele atribute principale:

o Utilizarea unei tehnologii avansate, bazata pe nanotehnologie, pentru imbunatatirea
absorbtiei si eficacitdtii compusilor activi.

o Integrarea produsului in planul de alimentatie, oferind un aport optim de principii
nutritive esentiale sub forma unui supliment alimentar.

o Rolul preventiv in sdniitate, prin sustinerea echilibrului hormonal si protectia impotriva
complicatiilor asociate menopauzei.

o Accesibilitatea, astfel incat beneficiile produsului sé fie disponibile pentru un numar cat
mai mare de persoane.

Teza este structuratd in doud parti principale: Partea generald, care cuprinde
fundamentele teoretice si analiza literaturii de specialitate, si Partea de contributii
personale, ce reuneste ipoteza de lucru, obiectivele generale si specifice ale cercetdrii,
metodologia aplicata si prezentarea rezultatelor obtinute in cadrul studiilor experimentale

realizate, pe parcursul a celor 8 capitole.
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1. Strategia actuali in terapiile hormonale si nonhormonale in
menopauza

1.1. Terapia hormonala si nonhormonale

Majoritatea femeilor aflate la menopauza prezintd o serie de simptome, insotite de
modificari fiziologice ale organelor de reproducere si tulburari psiho-afective, cu implicatii
negative semnificative. Aceastd schimbare este perceputd negativ pentru comportamentul
femeii si este asociata cu procesul de imbatranire [1].

Prezenta analiza isi propune sd investigheze cele mai recente cercetdri publicate cu
privire la (a) evaluarea datelor epidemiologice la femeile aflate la menopauza, prin
rapoartele inregistrate In ultimii zece ani; (b) studiile recente privind HRT si noile terapii
medicale emergente.

Studiile care au determinat riscurile si beneficiile terapiei de substitutie hormonala au
avut rezultate inconsecvente. O revizuire sistematicd si o meta-analiza recente, publicate n
2015, indica faptul cd HRT nu creste mortalitatea din toate cauzele sau din cauze specifice
(cardiovasculare, accident vascular cerebral, cancer) [11].

1.1.1. Estrogenii in terapia hormonali a menopauzei

Disfunctia sexuala este frecventd la femeile cu sindrom uro-genital al menopauzei.
Astfel, estrogenul vaginal poate fi un tratament eficient pentru sindromul genito-urinar.

Astfel, exista mai multe scheme terapeutice pentru ameliorarea simptomelor uro-
genitale. Tratamentul actual se bazeaza pe estrogeni topici singuri [18—22] sau combinati cu
excitatiei, orgasmului si satisfactiei (Anexa 1-tabelul 1.). Schema combinatd estrogen-
progesteron a scdzut rata simptomelor de atrofie urogenitala si frecventa si severitatea
bufeurilor [31].

Modificarile endocrine si metabolice care apar in tranzitia citre menopauzd pot
accelera riscul de boli cardiovasculare induse de hipertensiunea arteriala. Conform
Asociatiei Americane a Inimii, initierea terapiei hormonale pentru menopauza la femeile sub
60 de ani sau in termen de 10 ani de la menopauza este singura metoda profilactica de
reducere a riscului de boli cardiovasculare [32].

Desi datele indica faptul ca HRT este asociatd cu efecte pozitive asupra sistemului
cardiovascular la femeile aflate la menopauza, ramane inca o intrebare daca aceste efecte
variaza in functie de momentul initierii tratamentului.

Studiul ELITE-Cog (dovezi de clasa I) a investigat daca terapia cu estradiol initiata in

primii sase ani de menopauza are un impact diferit asupra simptomelor neuropsihologice
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ale menopauzei decat atunci cand este initiata zece sau mai multi ani mai tarziu. Participantii
au primit 17p-estradiol oral (1 mg / d) sau un placebo la un singur centru medical academic
(Universitatea din California de Sud). In plus, femeile cu uter au fost, de asemenea,
repartizate la progesteron ciclic micronizat (45 mg) ca gel vaginal 4% sau gel placebo, o
aplicare zilnica timp de zece zile pe ciclu de 30 de zile. Studiul a aratat ca estradiolul initiat
in termen de sase ani de la menopauza nu afecteazd memoria verbala, functiile executive sau
cognitia globald in mod diferit de tratamentul care a inceput la zece sau mai multi ani dupa
menopauza. In plus, estradiolul nu imbunititeste sau nu dduneazi acestor abilitati cognitive
indiferent de timpul scurs de la menopauza [53].

1.1.2. Progestogenii in terapia hormonali menopauzei

Progesteronul este, de obicei, administrat in combinatie cu estrogenul in tratamentul
hormonal. Putine studii au investigat efectele progesteronului singur asupra simptomelor
menopauzei. Majoritatea acestor studii s-au axat pe efectele progestogenelor asupra calitatii
somnului.

1.1.3. Terapia cu Ospemifen sau Bazedoxifenul/estrogen

Ospemifenul este un agonist/antagonist selectiv al receptorului estrogenic oral
aprobat de FDA. Indicatiile pentru utilizarea ospemifenei sunt dispareunia moderata sau
severd, iar medicamentul a fost recent aprobat pentru uscaciunea vaginala moderata/severa,
care este un simptom frecvent al atrofiei vulvovaginale [72].

Bazedoxifenul/estrogen — forma conjugati (CE/BZA) este primul medicament
aprobat de FDA, care include estrogeni conjugati cu un agonist/antagonist estrogenic
(bazedoxifen) [74]. Diverse studii au investigat modul in care CE/BZA influenteaza atat
calitatea vietii, cat si sandtatea, aratand ca complexul medicamentos are efecte benefice
asupra diferitelor simptome legate de menopauza.

1.1.4. Terapia non — hormonala

Bisfosfonatii (BP) sunt agenti farmaceutici cheie care actioneaza impotriva pierderii
osoase mediate de osteoclaste. Astfel, cea mai frecventd afectiune medicala pentru care se
utilizeaza BP este osteoporoza in menopauza - o patologie care in Romania s-a demonstrat
ca apare cu zece ani mai devreme decat limita acceptata la nivel international [78].

Kisspeptinele regleaza eliberarea hormonilor de reproducere, peptide codificate de
gena KISS1 [92], un regulator cheie al neuronilor hipotalamici ai hormonului de eliberare a
gonadotropinei (GnRH); descoperirea lor a condus la investigarea rolului kisspeptinei in

tulburarile de reproducere si a potentialului de tintire terapeutica a sistemului kisspeptinei



(KISS1R) [93]. In prezent, GnRH/gonadotropinele investigate sunt Fezolinetant, MV T-602,
Linzagolix.

Extracte standardizate din plante benefice in terapia menopauzala

Interesul pentru utilizarea extractelor vegetale in gestionarea simptomelor
menopauzale a crescut semnificativ in ultimele decenii, pe fondul preocuparilor legate de
siguranta terapiilor hormonale conventionale. Numeroase plante medicinale contin
principii active, 1n special fitoestrogeni, flavonoide sau glicozide triterpenice, ce pot imita
efectele estrogenilor endogeni, contribuind la ameliorarea simptomelor vasomotorii,
metabolice sau psihoneurologice asociate cu menopauza.

Extractele asupra cérora ne-am concentrat in lucrarea de fata, precum si principiile
active care stau la baza standardizarii acestora, aldturi de codificarea lor care se va regési

pe parcursul lucrdrii, sunt bprezentate in tabelul 2.1. de mai jos.

Tabel 2.1. Extracte vegetale standardizate studiate

Cod/ Denumire extract Denumire Principiu activ Standardizare
nr. vegetal stiintifica P (%)
Extract cohosh _ ]
EVeg 1 negru  Fseeees Cimicifuga  Triterpenoide 259,
§ racemosa glicozide ’
Extract . P Isoflavone
EVeg2  de trifoi " Trifolium (biochanin A, B- 40%
pratense .
rosu formononetin)
Extract
din J % Polygonum o
EVeg 3 Coax e N 5 Resveratrol 50%
radacina cuspidatum
de trestie asiaticd
EVeg 4 Ex.tract de % Glycine Izoﬂavqne 40%
soia max (genistein)
Extract * ;
EVeg5 de lemn Glyeyrrhiza 4 glicirizic 10%
dulce glabra
Extract de Humul 8-
EVeg 6  hamei HHms prenilnaringenin -
* lupulus (8-PN)
Extract . o o
DSG de yam Dzoscorea Diosgenina 6% 1 95%
salbatic villosa (DSG)




1.2. Concluzii

Menopauza este o perioadd fiziologica din timpul vietii unei femei, insotitd de un
spectru larg de simptome care pot altera calitatea vietii unui adult pe deplin activ; utilizarea
TSH, cea mai valoroasa resursa terapeuticd pentru cresterea calitatii vietii la femeile aflate
la menopauzi, este limitata la simptomele moderate si severe. In plus, multe femei aleg sa
nu utilizeze MHT din cauza fricii de cancer sau a altor efecte negative. Din pacate, nu exista
nicio terapie pe deplin satisfacatoare, astfel incat cdutarea viitoare a unor optiuni mai bune
sau complementare este esentiald. Cunoasterea celor mai recente actualizari privind aceste
subiecte va ajuta cadrele medicale sd obtind mai bine beneficiul terapiei, sa trateze femeile
in limitele de sigurantd si sd acceseze toate resursele terapeutice disponibile privind
menopauza pentru a aborda problema de sdnatate incd nerezolvata a femeii adulte active.

Femeile in menopauza precoce, cu simptome prezente, pot beneficia de TSH in
conditii de sigurantd si cu eficientd doveditd clinic, permitand imbundtatirea calitétii vietii.
Un rol important in menopauza in ceea ce priveste strategia terapeutica este reprezentat de
increderea in administrarea terapiei hormonale atat in randul pacientelor, cat si in randul

medicilor.
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II. CONTRIBUTII PERSONALE. PARTEA
EXPERIMENTALA
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2. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

In contextul nevoii crescande de alternative naturale, sigure si eficiente pentru
managementul simptomelor menopauzale, aceastd cercetare porneste de la ipoteza ca
utilizarea structurilor nanolipidice (NLC) ca vectori pentru principii active vegetale poate
reprezenta o strategie inovatoare pentru dezvoltarea unui supliment alimentar cu
administrare orald, cu biodisponibilitate crescuta si profil farmacologic optimizat.

Lacunele identificate in literatura de specialitate — legate de fezabilitatea tehnologica
a incorporarii simultane a compusilor activi lipofili si hidrofil in formulari solide pe baza de
NLC, de scalabilitatea acestor formulari, de profilul de dizolvare in medii biorelevante sau
conventionale si de siguranta acestora in administrarea oralda — au ghidat stabilirea
obiectivului stiintific principal:

Obiectivul general al cercetirii constd in dezvoltarea, caracterizarea, optimizarea
si evaluarea in vitro si in vivo a unui produs finit in forma farmaceutici solida orala, ce
contine o matrice nanolipidicid incircatd cu principii active de origine vegetald —
diosgenina, acid glicirizic, triterpene glicozidice, polifenoli, izoflavone — destinat

sustinerii starii de sinitate in perioada menopauzei.
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3. Metodologia generala a cercetarii
Cercetarea a fost structuratd intr-o succesiune logicd de etape, de la nivel teoretic si
conceptual pana la validarea experimentald a formularii propuse. Planul general de cercetare
a inclus urmatoarele componente majore:
Documentare stiintificad sistematicd privind menopauza, terapia fitogenicd, extractele
standardizate de Yam sélbatic - Dioscorea villosa, Lemn dulce - Glycyrrhiza glabra, Trifoi
rosu - Trifolium pratense, Cohosh negru - Cimicifuga racemosa, Troscot japonez -
Polygonum cuspidatum, Soia - Glycine max, Hamei - Humulus lupulus precum si
tehnologiile moderne de formulare (in special asupra formuldrilor farmaceutice solide cu
administrare orald ce contin sistemelor nanolipidice).
Formularea experimentala a structurilor nanolipidice (NLC): Etapa care a presupus (1)
Selectia excipientilor lipidici, emulsifiantilor si setrarea conditiilor tehnologice, (2)
Obtinerea dispersiei coloidale prin omogenizare la inaltd presiune/ omogenizare prin
forfecare, (3) Incapsularea simultani a diosgeninei si acidului glicirizinic; (4) Stabilizarea
formularii prin liofilizare.
Obtinerea formei farmaceutice solide orale: activitatile principale au vizat (1)Selectarea
excipientilor adecvati pentru comprimare;(2) Evaluarea procesului tehnologic de
transformare a pulberii liofilizate in forma solidda (comprimat/capsuld); (3) Testarea
scalabilitatii procesului de fabricatie.
Caracterizarea fizico-chimicd si biofarmaceutici a formulelor prin (1) Analiza
dimensiunii particulelor, potentialului zeta, morfologiei si gradului de incapsulare — asupra
NLC; (2) Studiul profilului de dizolvare in medii conventionale si biorelevante; (3)
Evaluarea stabilitétii formulei.
Evaluarea sigurantei preclinice prin: (1) Teste de genotoxicitate (ex. testul cu
micronuclei) si (2) Determinarea influentei produsului asupra parametrilor biochimici ai
sobolanilor ovarectomizati, urmarind:
Profilul lipidic (TG, Chol, HDL)
Markerii glicemici (Gli)
Markerii ososi (Pac, Palc, Ca, fosfor)
Markerii renali (Crea, uree, URAC)
Inflamatia (TNF)
Stresul oxidativ (GSH, MDA)

Profilul hormonal estrogen-progesteron.
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4. Limitele cercetarii si directii viitoare

Cercetarea prezenta a demonstrat fezabilitatea tehnologica a formularii unei forme

farmaceutice solide cu administrare orald ce contine o structurd nanolipidica (NLC) pe baza

de extracte vegetale, precum si potentialul lor terapeutic in contextul menopauzei. Cu toate

acestea, anumite limitari trebuie mentionate:

1.

Lipsa restabilirii homeostaziei hormonale: Desi tratamentele testate au influentat pozitiv
markerii inflamatori si metabolici, ele nu au reusit s normalizeze nivelurile hormonale
Evaluarea limitatd a markerilor biologici: Studiul s-a concentrat pe un numar restrans
de biomarkeri, ceea ce oferd o perspectiva partiala asupra efectelor sistemice.
Durata redusa a studiului in vivo, fard a surprinde eventualele efecte cumulative, sau
adverse pe termen lung.
Lipsa analizelor histopatologice detaliate:

Perspective de continuare a cercetarii
Pe baza rezultatelor obtinute si a limitdrilor mentionate, se pot contura urmatoarele
directii pentru cercetdri viitoare:
Optimizarea formularilor nanolipidice
Extinderea evaluarilor preclinice
Explorarea unui spectru mai larg de biomarkeri, incluzand: IL-6, CRP, IL-10 pentru
evaluarea completa a raspunsului inflamator; markeri de stres oxidativ suplimentari (ex.
SOD, catalaza, GPx); markeri metabolici avansati (ex. leptind, adiponectind, HOMA).
Studiul impactului asupra calitdtii vietii, prin extinderea cercetdrilor cdtre modele

clinice umane
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5. Studii farmaceutice de dezvoltare a unui supliment alimentar cu
structura nanolipidica, benefic in terapia menopauzala.

5.1. Ipoteza de lucru si obiectivele specifice
Ipoteza de lucru
Formularea diosgeninei intr-o matrice lipidica nanostructuratd (NLC) si conversia acesteia
intr-o forma farmaceuticd solidd orald (comprimate sau capsule) poate conduce la o
imbunatatire semnificativa a biodisponibilitatii si a eficacitatii terapeutice, reprezentand
astfel o alternativa promitatoare pentru abordarea simptomatologiei specifice menopauzei.
Obiectivele specific ale studiului
Obiectiv formulativ:
Sa se incorporeze matricea lipidica NLC continand diosgenina intr-un amestec pulverulent
adecvat pentru comprimare sau umplere in capsule, in vederea obtinerii unei forme
farmaceutice solide orale stabile (comprimate sau capsule).
Obiectiv tehnologic:
Sa se realizeze transferul tehnologic al formelor NLC solide selectate, din etapa de
Obiectiv de validare:
Sa se efectueze validarea procesului si controlul calitatii pentru formulele finale selectate,

cu scopul de a asigura conformitatea acestora pentru includerea ulterioara in studii in vivo.

5.2. Rezultate si concluzii

Produsele farmaceutice finite solide care contin nanoforme de principii active vegetale
- diosgenina - fabricate dupa studiile de preformulare si de formulare prezentate in studiu au
fost evaluate 1n functie de parametrii critici ai analizei fizico-chimice. Toti parametrii testati
au fost in conformitate cu cerintele. Continutul de diosgenind/forma farmaceutica s-a
incadrat in limite, demonstrand ca procesul de fabricatie (de la obtinerea NLC-urilor pana la
produsele finite sub forma de tablete/ capsule) este bine controlat, fiabil si reproductibil.
Rezultatele dizolvarii au fost peste limita impusa de 70%, iar acest atribut de calitate a fost
atins in ceea ce priveste eliberarea principiilor active, respectiv testarea in vitro

Acest proces ilustreazd o abordare si un proces inovator complet si eficient pentru
transformarea nanoformelor pe baza de lipide in forme farmaceutice solide pentru obtinerea
de comprimate sau capsule cu purtdtori lipidici nanostructurati, asigurdnd -calitatea,

consistenta si eficacitatea produsului final. Studiile de preformulare si de formulare descrise
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au fost monitorizate in conformitate cu cerintele de calitate, inclusiv testarea ingredientului
activ, dizolvarea, calitatea microbiologica si stabilitatea.

Concluziile studiului nostru demonstreaza progrese semnificative in formularea si
dezvoltarea formelor farmaceutice solide care utilizeaza "purtatori" nanolipidici (NLC).
Transformarea cu succes a NLC-urilor care incapsuleaza principii vegetale active intr-o
forma stabila de pulbere reprezinta un pas esential in tehnologia farmaceutica.

Analiza fizico-chimicd a produselor finite a concluzionat ca s-au obtinut (a)
comprimate neacoperite, rotunde, de forma biconvexd, cu aspect uniform, structurd
compactd si omogend, margini intacte, d = 13 mm - figura 5.1. si (b) capsule gelatinoase
tari corespunzdtoare, dure, cilindrice, cu capete semisferice, uniforme la suprafata,

transparente, marimea "0" — figura 5.2.

Produs finit Produs finit Produs finit Produs finit
care contine S1 care contine S2 care contine S3 care contine S4
lot: S081021 lot: SO071021) (lot: P261022)

(lot: P331122)
/ -

Fig.5.1. Produs finit sub forma de tablete.

Produs finit care Produs finit Produsul finit Produsul  finit
contine S1 care contine S2 care contine S3 care contine S4
(Lot: P251022) (Lot: P321122)

Fig.5.2. Produs finit sub forma de capsule gelatinoase tari.
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6. Siguranta formularilor orale nanoincapsulate cu molecule bioactive

utilizate in tratamentul menopauzei
6.1. Ipoteza de lucru si obiectivele specifice
Ipoteza de lucru
Formuldrile farmaceutice pe bazd de structuri nanolipidice (NLC) incarcate cu
molecule active naturale pot reprezenta o alternativa farmaceutica eficienta si sigurd pentru
ameliorarea simptomelor menopauzei, avand biodisponibilitatea crecuta si efecte benefice
asupra parametrilor biochimici, metabolici si hormonali.
Obiective de cercetare
1. Evaluarea citotoxicitatii si a genotoxicitdtii produsilor farmaceutici testati prin
studii de toxicitate in vitro
2. Evaluarea influentei tratamentului cu formuldri farmaceutice pe baza de structuri
nanolipidice incdrcate cu principii active din plante, asupra parametrilor
biochimici ai femelelor de sobolan ovareoctimizate — studiu in vivo , urmarind:
- profilul lipidic ( TG, Chol, HDL)
- markerii glicemici (Gli)
- markerii ososi (Pac, Palc, Ca, fosfor)
- markerii renali (creatinina, uree, URAC)
- inflamatia (TNF)
- stresul oxidativ (GSH, MDA)
- profilul hormonal
6.2. Rezultate si concluzii
In timpul studiului de fat, ca parte a unei cercetdri mai ample, am investigat in timpul
primei etape citotoxicitatea (viabilitatea celulard) si genotoxicitatea (testul cu micronuclet)
NLC-urilor testate utilizind pe celule de culturd. In a doua parte, am testat (1) influenta
NLC-urilor asupra parametrilor biochimici ai femelelor de sobolan Wistar induse in
menopauza chirurgical, urmdrind profilul lipidic (TG, Chol, HDL), markerii ososi (Pac,
Palc, Ca, fosfor), markerii glicemici (Gli), markerii renali (Crea, uree, URAC), starea
generala si greutatea corporald, parametrii inflamatiei (TNF), stresul oxidativ (GSH, MDA)
si, deoarece formulele vizeaza sarcina hormonald, (2) markerii hormonali-progesteron si
estradiol seric.
Principalele constatari ale studiului nostru sunt ca (a) diosgenina (Dioscorea villosa L.

extract standardizat) formulatd in diverse structuri de nanocapsule lipidice (NLC) in
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combinatie cu acid gliciricic (extract standardizat Glycyrrhiza glabra, Eveg 1 si Eveg 2),
TTG (glicozide triterpene) (extract standardizat Actaca racemosa, Eveg 3 si Eveg 4), si
polifenoli de resveratrol (extract standardizat de Polygonum cuspidatum, Eveg 5 si Eveg 6)
testate pe culturi celulare prin metoda micronucleului nu au evidentiat genotoxicitatea
compusilor testati, valorile obtinute fiind similare cu cele ale culturilor de celule martor
negativ si netratate; (b) formulele farmaceutice NLC testate (Eveg 1-6) administrate pe cale
orald la modelul de femele de sobolan cu menopauza indusa chirurgical nu au aratat nici o
influentd asupra metabolismului osos, metabolismului glucidic, markerilor hepatici si biliari,
profilului lipidic sanguin, fosfatazei acide sau markerilor inflamatori; (c) formulele NLC
testate (Eveg 1-6) in modelul menopauzal nu au influentat, de asemenea, markerii de stres
oxidativ sau markerii hormonali.

In plus, nivelurile plasmatice au aritat potentialul hipoglicemiant, hipouricemic si
antioxidant al unei formule farmaceutice testate care contine nano diosgenind si acid
glicirizic incapsulate in faza lipidica pe baza de Ulei de Luminita Noptii. Pe formula selectata
ar putea fi efectuate studii suplimentare pe modele de boli metabolice.

Limitari

Studiul de fata are limitari. Modelul de menopauza indusa a fost indus chirurgical, care
poate fi considerat o traumd in comparatie cu menopauza fiziologica.

O altd limitare este durata tratamentului de 30 de zile, atat pentru formulele testate, cat

si pentru martorul pozitiv tratat cu combinatia conventionald de substitutie hormonala.
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7. Studiu comparativ de dizolvare a unei forme farmaceutice ce
contine un purtator lipidic nanostructurat (NLC) pe baza de
disogenina - medii de dizolvare conventionale versus medii

biorelevante

7.1. Ipoteza de lucru si obiectivele specifice

Ipoteza de lucru

Incorporarea diosgeninei (DSG) intr-o matrice lipidicd nanostructurata (NLC) va
imbunatati biodisponibilitatea sa prin cresterea ratei de dizolvare si a absorbtiei
gastrointestinale. Studiul comparativ al procesului de dizolvare in medii conventionale
versus medii biorelevante va oferi o Intelegere mai clard a comportamentului in vivo al DSG
incapsulate In NLC, permitand optimizarea formulei farmaceutice finale.

Obiectivele specifice ale studiului au fost

(1) determinarea locului optim de absorbtie a diosgeninei incapsulate intr-o structura
nanolipidicad (mediu gastric, mucoasa intestinala sau colonicd) si momentul: inainte sau dupa
masa - folosind ca instrument dizolvarea in medii speciale;

(2) selectarea mediului de dizolvare adecvat pentru a determina biodisponibilitatea
diosgeninei folosind medii conventionale de dizolvare in vitro - pe extractul brut

standardizat, nanocapsulele brute si forma finald a produsului finit oral (capsule umplute cu

nanoprodus)

(3) dezvoltarea metodei de analiza care va fi utilizata ulterior in analiza lotului de
produs finit.

7.4. Rezultate si concluzii

Mediul intestinal dupa masa este locul si momentul optim de absorbtie a principiului
activ diosgenin incapsulat in structura nanolipidicd, masurat in medii de dizolvare
biorelevante care simuleaza conditiile fiziologice in vivo.

Mediile de dizolvare recomandate pentru analizele de laborator de rutina incluse in
caietul de sarcini al produsului finit pentru testele interfazice de scalare, cu un pH apropiat
de cel al mediilor speciale, sunt 1,0 g/L laurilsulfat de sodiu, 2,0 g/L laurilsulfat de sodiu si
4,0 g/L cetrimidad, rezultatele obtinute in aceste medii respectand limita minima impusa de
70% DSG dizolvat.

Forma farmaceutica recomandatad pentru produsele care contin diosgenina incapsulata
intr-o structurd nanolipidica este cea cu eliberare intarziatd (gastrorezistentd), iar absorbtia

optima a principiului activ are loc la nivelul intestinului superior.
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8. Concluzii si contributii personale

Obiectivele de cercetare stiintifica setate prin cele trei studii au permis

(1) fabricarea unei forme farmaceutice solide, cu administrare orali, pe baza de
structura nanolipidica care a inglobat in structura sa principii active din plante benefice in
terapia menopauzald, respectiv disogenina din extractul de yam salbatic si acidul glicirizic
din Lemnul dulce.

Dezvoltarea formei farmaceutice a parcurs toate etapele tehnologice si de cercetare-
dezvoltare, respectiv etapa de documentare stiintificd, preformularea, formularea si
optimizarea, precum si etapele de scalare, prin transpunerea de la scard de laborator la scard
pilot si control fizico-chimic si microbiologic.

Prin examinarea rezultatelor testelor de preformulare a matritei nanolipidice cu ulei
de luminita noptii, diosgenind si extract de lemn dulce (S1) si matricea nanolipidica cu ulei
de soia, diosgenind si extract de lemn dulce (S2), am obtinut rezultate adecvate prin care a
devenit posibild transformarea unei structuri uleioase intr-o pulbere pretabild obtinerii unei
forme farmaceutice solide. Astfel, excipientii de tipul siliciul granular amorf uscat prin
pulverizare Fujisil ) si aluminometasilicat de magneziu (Neusilin) au fost selectati ca si
candidati principali in formularea produselor finite sub forma de capsule sau tablete.

In functie de cantitatea de principiu activ dintr-o forma de dozare necesara pentru
administrare, putem alege astfel, fie o tabletd (pentru o doza terapeuticd mai mare) fie o
capsuld (pentru o doza terapeutici mai mica). In acest studiu, procesul de fabricatie si
rezultatele calitatii au fost conforme pentru ambele forme.

Toti parametrii testati au respectat cerintele. Continutul de diosgenind / forma
farmaceuticd a fost in limite, dovedind cé@ procesul de fabricatie (de la obtinerea NLC la
produsele finite sub forma de tablete/capsule) este bine controlat, fiabil si reproductibil.
Rezultatele dizolvarii au fost peste limita impusd de 70%, iar acest atribut de calitate a fost
atins 1n ceea ce priveste eliberarea principiilor active, respectiv, testarea in vitro.

(2) studierea profilului de dizolvare pe trei categorii de probe:

- extract de yam salbatic standardizat la 95% DSG,

- NLC-uri care contin extract de yam sdlbatic standardizat la 6%DSG

- produs finit formulat sub forma de capsuld gelatinoasa tare care contine NLC cu extract
standardizat de yam salbatic DSG, testate in doua tipuri de medii de dizolvare: (a)
conventionale si (b) medii speciale (biorelevante), atingdndu-se obiectivele stiintifice ale

studiului, respectiv 1) determinarea locului optim de absorbtie a diosgeninei incapsulate
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intr-o structura nanolipidica (mediul gastric, mucoasa intestinald sau colonica) si a
momentului: fnainte sau dupa masa - folosind ca instrument dizolvarea in medii speciale
care reproduc conditiile reale din organismul uman; (2) stabilirea testelor de dizolvare de
rutind (control QC) a diosgeninei incapsulate intr-o structurd nanolipidica, care sunt
mediile de dizolvare conventionale recomandate si care au un pH mai apropiat de cel al
mediilor speciale in care s-au obtinut rezultate consistente.

Cu ajutorul mediilor de dizolvare biorelevante care simuleaza conditiile fiziologice in
vivo, s-a demonstrat cd mediul intestinal dupd masd este locul si momentul optim de
absorbtie a principiului activ diosgenind incapsulata in structura nanolipidica.

Mediile de dizolvare recomandate pentru analizele de laborator de rutind incluse in
caietul de sarcini al produsului finit pentru testele interfazice de scalare, cu un pH apropiat
de cel al mediilor speciale, sunt 1,0 g/L laurilsulfat de sodiu, 2,0 g/L laurilsulfat de sodiu si
4,0 g/L cetrimida, rezultatele obtinute in aceste medii respectand limita minimd impusa de
70% DSG dizolvat.

Forma farmaceuticd recomandata pentru produsele care contin diosgenind incapsulatd intr-
o structura nanolipidica este cea cu eliberare intarziata (gastrorezistentd), iar absorbtia
optima a principiului activ are loc la nivelul intestinului superior.

(3) stabilirea profilului de siguranta

Prin testarea in vitro asupra citoxicititii si genotoxicitatii formelor farmaceutice
dezvoltate, am aratat ca efectul citotoxic apare din doze de 1 mg/ml pentru unii compusi
(NN control) sau chiar cantititi mai mari pentru altii (NLC-Eveg 3). Avand in vedere ca
organismul se asteapta ca aceste substante sa atingd o dozd de maximum 10 mg/kg, care ar
corespunde in vitro cu 10 pg/ml, se poate considera ca doza terapeutica este departe de
a produce efecte citotoxice.

Desemenea, metoda cu micronuclei nu a evidentiat genotoxicitatea compusilor de testat,
valorile obtinute fiind similare cu cele ale martorului negativ si ale culturilor celulare
netratate.

Determinarile biochimice din cadrul studiul in vivo, pe un model de femela de
sobolan cu menopauza indusa au aratat cd dintre cele sase forme farmaceutice pe baza de
structuri nanolipidice studiate, NLC-Eveg 1, formulata cu DSG ca principiu activ si extract
de lemn-dulce incapsulat in ulei de Luminita Noptii, a prezentat cele mai bune efecte in
mentinerea parametrilor biochimici aproape de lotul martor neoperat, diferit de Eveg 2, care

continea aceleasi principii active, dar incapsulate in ulei de soia.
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Tratamentele administrate nu au reusit sa restabileasca nivelurile hormonale, dar au
influentat markerii metabolici si inflamatori, ceea ce le face candidaturi interesante pentru
terapii adjuvante.

Aceste rezultate oferd o baza solida pentru dezvoltarea unor noi strategii terapeutice
destinate gestionarii efectelor menopauzei, cu un accent pe reducerea stresului oxidativ si
optimizarea metabolismului glucidic si lipidic.

Recomandari pentru cercetari viitoare

1. Optimizarea formularilor pentru a Tmbundtati biodisponibilitatea si efectele
terapeutice.
2. Studii suplimentare pe termen lung, inclusiv analize histopatologice, pentru

confirmarea sigurantei tratamentelor.
3. Evaluarea altor markeri inflamatori si de stres oxidativ pentru a intelege mai

bine efectele asupra echilibrului fiziologic.
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