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INTRODUCERE

Administrarea medicamentelor la nivelul mucoaselor reprezintd in multe cazuri o
alternativa eficientd pentru calea orala de administrare. Printre mucoasele utilizate in
administrarea medicamentelor se numara si mucoasa vaginala [1], avand un istoric
indelungat in practica medicald [2,3]. Cu toate acestea, formularile conventionale sunt
limitate de timpul de retentie redus si distributia neuniforma in cavitatea vaginala, aspecte
care pot afecta rezultatul terapeutic [4]. Polimerii joaca un rol esential in dezvoltarea
sistemelor moderne de administrare vaginalda a medicamentelor, datorita proprietatilor
precum mucoadeziunea si biocompatibilitatea [2,5]. Utilizarea unor astfel de sisteme
terapeutice este deosebit de relevantd in cazul afectiunilor cervico-vaginale, inclusiv al
cancerului de col uterin, unde terapiile localizate pot oferi o alternativa promitatoare la
tratamentele standard, reducand efectele adverse sistemice si impactul asupra fertilitatii [6].

Noutatea tezei de doctorat constd in dezvoltarea unor matrici spongioase
bistratificate pe baza de colagen, hidroxipropilmetilceluloza (HPMC) si guma gellan (GG),
pentru co-administrarea pe cale vaginald a doud medicamente model cu mecanisme de
actiune complementare — 5-fluorouracil (5-FU) si diclofenac sodic (DNa), destinate
tratamentului localizat al leziunilor precanceroase si canceroase ale colului uterin.

Prezenta tezd de doctorat este structuratd in doud parti principale: (i) partea teoretica
(Capitolele 1-2) care ofera cadrul conceptual privind administrarea vaginala a
medicamentelor si rolul polimerilor in dezvoltarea unor sisteme terapeutice moderne, si (i1)
partea experimentald (Capitolele 4-6), dedicata dezvoltarii, optimizarii si evaludrii unor
sisteme polimerice destinate administrarii vaginale, cu potential de aplicare in terapia
localizata a leziunilor precanceroase si canceroase ale colului uterin. Intr-o prima etapa, au

fost concepute si caracterizate matrici spongioase pe bazd de colagen si polimeri

.....

.....

acestora. Ulterior, sistemele au fost optimizate prin integrarea unui polimer sensibil la stimuli
(guma gellan), in vederea Tmbunatatirii performantelor functionale in conditii care simuleaza
mediul intravaginal. In etapa finali, sistemele selectate au fost incarcate cu doud substante
active cu mecanisme complementare, evaluate din punct de vedere al proprietatilor fizico-
chimice si functionale, si integrate, pentru prima data, intr-un sistem bistratificat cu potential

pentru terapia locala a leziunilor precanceroase si canceroase ale colului uterin.



I. PARTEA GENERALA
1. ADMINISTRAREA MEDICAMENTELOR PE CALE VAGINALA

In ultimii ani, aplicarea medicamentelor la nivelul mucoaselor a atras o atentie
semnificativa ca alternativa la caile conventionale, orala si parenterald, datoritad caracterului
acelasi timp efectele secundare sistemice [1].

Administrarea vaginald a medicamentelor s-a dovedit a fi promititoare pentru
obtinerea unor efecte atat la nivel local, cat si sistemic. Aceasta prezintd numeroase aplicatii
in practica medicald, printre care se numard preventia si tratamentul infectiilor vaginale,
contraceptia, inducerea travaliului, tratamentul afectiunilor specifice menopauzei sau al
cancerului cervical [7].

Cancerul cervical, asociat predominant infectiei persistente cu tulpini HPV cu risc
crescut, reprezinta o problema importanta de sandtate la nivel global, pentru care, pe langa
tratamentul chirurgical sau chimioterapic, sunt investigate tot mai intens abordari terapeutice
localizate. Administrarea substantelor active la nivelul mucoasei cervicale poate permite
obtinerea unor concentratii locale crescute, cu reducerea efectelor sistemice, fiind de interes
in special pentru leziunile precanceroase si stadiile incipiente ale bolii [8].

Numeroase clase de substante active sunt in prezent utilizate pentru administrarea la
nivel vaginal, cu scop contraceptiv sau in vederea gestiondrii unor afectiuni ginecologice.
Printre acestea se numara substantele cu efect antimicrobian, antifungicele, substantele cu
actiune spermicida, hormonii, probioticele, antiinflamatoarele si agentii antivirali sau
antiproliferativi [9]. In tratamentul localizat al cancerului cervical, agenti precum 5-
fluorouracilul, imiquimodul, acidul trans-retinoic, cidofovirul sau interferonul sunt
investigati pentru administrare la nivelul mucoasei cervicale, aldturi de alternative non-
farmacologice sau de origine vegetala [10]. 5-Fluorouracilul (5-FU) este un agent
chimioterapic antimetabolit bine cunoscut, utilizat pe scara larga in tratamentul unor tumori
solide [11] si investigat ca tratament topic pentru neoplazia intraepiteliala cervicala [12]. In
studiile clinice, 5-FU administrat sub forma de crema 5%, a demonstrat o eficacitate
promitatoare in regresia leziunilor cervicale, cu efecte secundare locale gestionabile [12].
Diclofenacul, un antiinflamator nesteroidian (AINS) cu actiune antiinflamatoare, analgezica
si antipiretica, este studiat in sfera de drug repurposing pentru efectele sale anticancerigene,
datoritd inhibarii COX-2 si reducerii inflamatiei cronice implicate in carcinogeneza [13,14].
In combinatie cu 5-FU, diclofenacul a demonstrat efecte citotoxice sinergice asupra mai
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multor linii celulare de cancer [15], justificand astfel alegerea sa ca medicament model in
cadrul prezentei cercetari.

Performanta sistemelor terapeutice intravaginale depinde atat de particularitatile
mediului vaginal (pH, fluid vaginal, microbiota etc.), cat si de proprietatile substantei active
si ale formei farmaceutice, ambele putand influenta eliberarea si absorbtia medicamentului
[7]. Desi administrarea vaginald prezintd numeroase avantaje, mediul intravaginal dinamic
si mecanismele naturale de protectie pot reduce eficacitatea tratamentului [16]. Formele
farmaceutice conventionale prezinta dezavantaje precum timpul scazut de rezidenta la locul
de administrare, disconfortul local si lipsa uniformitatii dozelor [9,17,18], ce pot fi depasite
prin utilizarea polimerilor, ca excipienti multifunctionali, in vederea optimizarii sistemelor

de cedare a medicamentelor [19,20].

2. UTILIZAREA POLIMERILOR iN DEZVOLTAREA UNOR
SISTEME DE ELIBERARE A MEDICAMENTELOR LA NIVEL
VAGINAL

Dezvoltarea sistemelor terapeutice pentru administrare intravaginala trebuie sa tina
seama de cerintele clasice de calitate (eficacitate, sigurantd, stabilitate) si de particularitatile
mediului vaginal. Formularile trebuie sa fie biocompatibile, neiritante, stabile la pH acid,
mucoadezive si usor de utilizat [9]. Un atribut esential al suporturilor destinate administrarii
medicamentelor la nivel vaginal, este biocompatibilitatea, avand in vedere faptul cd astfel
de sisteme trebuie sd interactioneze in sigurantd cu suprafata mucoasei fard a declansa
raspunsuri imune, iritatii sau toxicitate [21,22]. Un alt aspect critic este mucoadeziunea, care
creste timpul de rezidentd, biodisponibilitatea si eliberarea tintita a medicamentului [23].
crearea unor sisteme eficiente pentru tratamentul infectiilor, inflamatiilor si leziunilor
cervicale [24].

Polimerii sunt esentiali in dezvoltarea si optimizarea sistemelor terapeutice pentru
eliberarii medicamentelor [2,5]. Polimerii naturali sunt biocompatibili si biodegradabili,
prezentand risc minim de reactii imune sau toxicitate [25,26]. Colagenul, datorita capacitatii
sale de a sustine aderenta celulara, proliferarea si regenerarea tesuturilor [27], contribuie la

mentinerea integritdtii mucoasei vaginale si sustine repararea epiteliului in afectiuni



inflamatorii sau distrofice [28,29]. In acelasi timp, polimerii mucoadezivi, fie naturali sau
derivati, fie sintetici, prelungesc timpul de rezidenta al formularilor prin stabilirea unor
interactiuni cu mucusul si permit eliberarea sustinutd a medicamentului [30]. Acidul
poliacrilic (carbomer) si hidroxipropilmetilceluloza (HPMC) sunt doi polimeri mucoadezivi
utilizati pe scara larga in sistemele de administrare topicd si mucozala a medicamentelor,
datoritd proprietatilor lor favorabile care pot maximiza performanta diferitelor formulari
farmaceutice [31]. Polimerii sensibili la stimuli, cum este guma gellan, raspund la factori
precum ionii din fluidele biologice, conferind proprietati mucoadezive si asigurand o buna
fixare la nivelul mucoasei [32,33]. Guma gellan (GG) se distinge prin biocompatibilitate,
stabilitate la pH acid si versatilitate, fiind utilizatd nu doar in formulari vaginale, ci si in
medicina regenerativa si vindecarea ranilor [34-36].

Astfel, polimerii reprezinta suporturi esentiale in dezvoltarea sistemelor terapeutice
pentru administrarea intravaginala a medicamentelor, avand roluri importante in controlul
eliberarii medicamentului si cresterea timpului de contact cu mucoasa. Formele farmaceutice
moderne includ geluri, filme, comprimate si matrici spongioase, iar nanotehnologia deschide
noi perspective in acest domeniu [2]. In cadrul prezentei cercetiri, atentia a fost concentrati
asupra matricilor spongioase sau buretilor, structuri poroase capabile sd absoarba fluide
biologice si sd incorporeze medicamente, ce sunt apoi eliberate printr-un mecanism complex
bazat pe difuzie, gonflare si eroziune, prezentand avantajul unei administrdri localizate si
reducerii efectelor sistemice [37]. Pe langa acestea, sistemele duale sau bistratificate, cum
sunt bigelurile [38] sau comprimatele bistratificate [39], permit controlul eliberarii
medicamentului si combinarea eficientei terapeutice cu stabilitatea imbunatatita a sistemelor.

Pornind de la avantajele potentiale ale formularilor bistratificate sau bifazice, precum
si de la proprietdtile relevante ale matricilor spongioase, obiectivul final al cercetarilor
desfasurate in cadrul prezentei teze de doctorat a fost dezvoltarea, pentru prima datd, a unor
sisteme de tip matrici spongioase bistratificate. In plus, in ciuda diversitatii sistemelor de
administrare a medicamentelor pe cale vaginala, nu a fost identificatd nicio formulare, fie
raportata in studii publicate in literatura de specialitate, fie disponibild comercial, care si
integreze combinatia specifica a celor trei polimeri (colagen, HPMC, guma gellan) propusa

in cadrul prezentului studiu.



II. CONTRIBUTII PERSONALE
3. IPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVE

Principalul obiectiv al tezei de doctorat a fost reprezentat de dezvoltarea si
caracterizarea unor sisteme de eliberare a medicamentelor pe cale vaginala, pe baza de
colagen — polimer natural si biocompatibil, si alti polimeri care sd asigure imbunatatirea
timpului de retentie la locul de administrare — polimeri mucoadezivi si polimeri sensibili la
stimuli externi. Aceste sisteme au fost proiectate astfel incat sd asigure un echilibru intre
functionalitate, eficientd si sigurantd, fiind adaptate scopului propus — terapia tintitd a
leziunilor precanceroase si canceroase ale colului uterin.

Indeplinirea obiectivului principal s-a realizat prin intermediul urmatoarelor obiective
specifice:

(1) dezvoltarea si selectia unor sisteme polimerice de tip matrici spongioase pe bazd de

colagen si polimeri mucoadezivi (HPMC, Carbomer 940), destinate administrarii pe

.....

(2) optimizarea sistemelor selectate prin introducerea unui polimer inteligent, guma gellan,
si dezvoltarea de hidrogeluri si matrici spongioase cu proprietdti functionale adecvate
gellan asupra caracteristicilor sistemelor proiectate, cu selectarea matricilor optime;

(3) incorporarea a douda medicamente model — 5-FU si1 DNa, in diferite concentratii, in
matricile spongioase selectate si testarea acestora din punct de vedere al morfologiei,
capacitatii de gonflare, hidrofiliei, rezistentei la degradare enzimaticd, mucoadeziunii si
cineticii de eliberare in vitro, cu selectarea formularilor optime;

(4) dezvoltarea unor sisteme bistratificate plecind de la matricile selectate pentru co-
administrarea celor douda medicamente model;

(5) evaluarea efectului antiproliferativ sinergic in vitro pe linia celulara de cancer cervical
CaSki ca metoda de validare a functionalitatii sistemelor dezvoltate in aplicatiile propuse;
(6) diseminarea rezultatelor prin publicarea de articole stiintifice si prezentarea rezultatelor

sub formd de comunicari orale sau postere la manifestari stiintifice.



4. INFLUENTA POLIMERILOR MUCOADEZIVI ASUPRA
CARACTERISTICILOR FIZICO-CHIMICE SI A
BIOCOMPATIBILITATII UNOR MATRICI SPONGIOASE
COLAGENICE

Obiectivul principal al acestui studiu a constat in dezvoltarea si caracterizarea unor
matrici spongioase pe bazd de colagen si doi polimeri mucoadezivi, si anume
hidroxipropilmetilceluloza (HPMC) si Carbomerul 940 (CBM), destinate administrarii pe
mucoadezivi si colagen si a proprietatilor suporturilor polimerice dezvoltate (fizico-chimice
si biologice), cu scopul de a selecta compozitiile optime care au stat la baza etapelor
ulterioare de dezvoltare [40].

Hidrogelurile individuale de colagen fibrilar de tip I (de origine bovind, obtinut in
Departamentul de Colagen, ICPI - INCDTP, Bucuresti), HPMC si Carbomer 940 au fost
preparate si combinate in proportii diferite pentru obtinerea hidrogelurilor mixte (COL-
HPMC si COL-CBM). Atat hidrogelurile simple, cat si cele combinate au fost liofilizate
pentru a obtine matrici spongioase. Caracterizarea sistemelor a vizat (i) compatibilitatea
polimerilor (dicroism circular, spectroscopie FT-IR, analiza termogravimetricd) si (ii)
evaluarea matricilor din perspectiva morfologiei (SEM), capacitatii de gonflare, hidrofiliei

Analiza de dicroism circular (DC) a confirmat mentinerea structurii triplu elicoidale a
colagenului in prezenta celor doi polimeri mucoadezivi, modificari mai pronuntate fiind

observate la addugarea de Carbomer 940 (Figura 4.1).
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Fig. 4.1. Spectrele DC ale hidrogelurilor din seria a) COL-HPMC si b) COL-CBM



Spectrele FT-IR (Figura 4.2) au evidentiat picurile caracteristice tuturor polimerilor

incorporati, cu variatii de pozitie sau intensitate dependente de compozitia matricilor.
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Fig. 4.2. Spectrele FT-IR ale probelor din seria a) COL-HPMC si b) COL-CBM

Deconvolutia regiunii spectrale caracteristice Amidei [ a permis identificarea
contributiei diferitelor tipuri de structuri secundare, tipul structural a-helix fiind predominant
in matricile cu continut ridicat de colagen si fiind inlocuit partial de alte tipuri structurale
(conformatie aleatorie) odata cu cresterea proportiei de polimeri mucoadezivi. Pentru ambele
serii, s-a observat o deplasare find a benzilor de absorbtie (Amida I) catre numere de unda

mai mari, si mai evidenta pentru proba COL-CBM3 (Figura 4.3).
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Fig. 4.3. Suprapunerea spectrelor FT-IR analizate in intervalul 1770-1580 cm™ (Amidi I)
pentru probele din seria a) COL-HPMC si b) COL-CBM

Imaginile SEM (Figura 4.4) au revelat o structurd microporoasa pentru colagen, cu
pori mari interconectati prin fibre colagenice, in timp ce carbomerul a prezentat o retea
similard, dar mai compacta si cu pori de dimensiuni mai mici. HPMC a prezentat o
morfologie multistratificatd, lamelara, iar matricile biocompozite au combinat

caracteristicile polimerilor constitutivi.
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Fig. 4.4. Imaginile SEM obtinute pentru matricile COL-HPMC si COL-CBM
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Fig. 4.5. Termogramele TGA ale probelor a) COL-HPMC si b) COL-CBM

Analiza termogravimetrica (TGA) a evidentiat o Tmbunatatire a stabilitatii termice a
matricilor colagenice corelatd cu adaugarea de HPMC, in timp ce addugarea de Carbomer a
condus la o degradare termica mai accentuatd, desfasurata in mai multe etape (Figura 4.5).

Analiza goniometrica (Figura 4.6) a relevat caracterul hidrofil al matricilor

spongioase, obtinandu-se valori ale unghiului de contact < 90° pentru toate probele analizate.

80
60 T
40
20
0= T
v > &

T T

-

I T I

e \ el e e .l I
s &‘\Q & .zS"hc &
fs) 2 A h » N \r » o

Ty &

Unghi de contact (°)

-+
T

Fig. 4.6. Reprezentarea comparativa a valorilor medii ale unghiului de contact obtinute

pentru matricile spongioase COL-HPMC si COL-CBM

Analiza capacitatii de gonflare a matricilor spongioase (Figura 4.7) a evidentiat o
capacitate adecvata de absorbtie a apei pentru matricile COL 100%, COL-HPMCI1, COL-
CBM1 si COL-CBM2, acestea mentindndu-si integritatea structurald pe toatd durata

experimentelor (72h).
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Fig. 4.7. Capacitatea de gonflare (g/g) a matricilor din seria a) COL-HPMC si b) COL-

CBM pe parcursul intervalului de testare de 72 de ore

Cu exceptia probei CBM 100%, toate probele au demonstrat o buna biocompatibilitate,

mentinand viabilitatea (Figure 4.8) si capacitatea de migrare celulara (Figura 4.9).
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Fig. 4.8. Testul XTT care arata viabilitatea fibroblastilor umani adulti dupa 24, 48 si 72 de
ore de incubare In prezenta extractelor de matrici spongioase (* p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001 fatd de Control la fiecare moment, # p<0,05, ## p<0,01, ### p<0,001 fata de COL,
la fiecare moment).
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Fig. 4.9. Testul “zgarieturii” in vitro: panoul superior - microscopie cu contrast de faza care
aratd zona zgariatd la Oh si 16h (magnificatie 5x), panoul inferior - cuantificarea zonei
acoperite ca procent din zona zgariatd, unde controalele pozitive si negative au fost mediu
cu ser si mediu fard ser (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 fatd de controlul pozitiv,

p<0,01, fata de COL).



Datele obtinute pentru evaluarea capacitdtii de migrare celulard in prezenta

biomaterialelor testate au fost validate prin evaluarea morfologiei celulare prin microscopie

Index celular

de fluorescentd (Figura 4.10).

Control pozitiv COL100%  COL-HPMCI COLHPMC2 COLHPMC3  HPMC100%  COL-CBMI  COL-CBM2 COLCBM3  CBM100%

" h--- -- ----

Fig. 4.10. Imagini ale colorarii bazate pe fluorescenta a citoscheletului de actina (verde) si

a nucleului (albastru): panourile superioare - evaluarea densitatii celulare (bard =200 pm),

panourile inferioare - organizarea citoscheletului si a fibrelor de stres (F-actina) (barda = 50

pum).

Adaugarea HPMC 1n probe a indus o crestere a proliferdrii celulare, cele mai bune

rezultate fiind obtinute pentru proba COL-HPMC3, care a demonstrat in continuare un

anumit efect chemoatractiv fatd de fibroblastii umani (Figura 4.11).

|
|

o

o

Index celular (3h vs.

:_ ey g .
) IEERLEE | ;:‘ e
L b HHHHH I_I_-_i_i ﬂﬁﬁﬂ

Erye
00

: i .~ &
30 40 50 50 70 80 & O ¥4 &g v
Timp (ore) ® © & < °

Fig. 4.11. Evaluarea dependenta de timp a migrarii chemotactice a fibroblastilor umani

adulti. Diagrama ilustreaza comparativ indicele de migrare la 3, si respectiv, la 6 ore.

Avand in vedere toate rezultatele obtinute, probele COL-HPMC au avut o performanta

superioara pe parcursul analizelor, comparativ cu probele COL-CBM, reprezentand un punct

de plecare pentru etapele viitoare ale studiului.
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5. EFECTUL GUMEI GELLAN ASUPRA PROPRIETATILOR
MATRICILOR SPONGIOASE PE BAZA DE COLAGEN-HPMC
DESTINATE ADMINISTRARII PE CALE VAGINALA

In aceastd etapa, s-a urmdrit optimizarea sistemelor pe baza de colagen si HPMC
dezvoltate anterior, prin integrarea gumei gellan, un polimer sensibil la stimuli, cu capacitate
bund de gonflare si stabilitate in mediul acid specific vaginului.

Astfel, obiectivul studiului a constat in dezvoltarea si evaluarea unor hidrogeluri si a
matricilor spongioase corespunzatoare, pe baza de colagen, HPMC si guma gellan, ca
sisteme polimerice sigure, eficiente si biocompatibile pentru administrare vaginala [41].

Hidrogelurile de colagen fibrilar de tip I, HPMC si guma gellan au fost preparate si
combinate in diferite proportii pentru a obtine hidrogelurile mixte ce au stat la baza matricilor
spongioase obtinute ulterior prin liofilizare. Atat hidrogelurile, cat si matricile spongioase au
fost codificate S1-S8.

Reogramele obtinute in cadrul analizei reologice a hidrogelurilor pe baza de colagen
HPMC si GG sunt ilustrate in Figura 5.1. Analizand reogramele, se poate observa ca toate
hidrogelurile au prezentat un comportament pseudoplastic, facilitind administrarea si
distributia locald. Datele experimentale au verificat modelul Legii puterii, iar analiza
parametrilor reologici m (indice de consistentd) si #n (indice de curgere) a indicat faptul ca
guma gellan a influentat mai mult consistenta, iar HPMC — pseudoplasticitatea
hidrogelurilor, ambele proprietati fiind esentiale pentru etalarea si mentinerea formularilor

la nivelul mucoasei.
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Fig. 5.1. Reogramele a) vascozitate-viteza de forfecare si b) log-log vascozitate-viteza de

forfecare pentru hidrogelurile pe baza de colagen, HPMC si GG

Analizele de dicroism circular si spectroscopie FT-IR (Figura 5.2) au confirmat

conservarea structurii triplu elicoidale a colagenului in toate formulérile — importanta pentru
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mentinerea proprietatilor mecanice si biologice ale colagenului.
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Fig. 5.2. Spectrele a) CD si b) FT-IR ale matricilor spongioase S1-S8

Imaginile SEM (Fig. 5.3) au revelat structura microporoasd specifica matricilor
colagenice (S1), in timp ce matricea pe baza de HPMC (S7) a prezentat o structurd mai
compactd, multistratificatd. Matricea pe bazd de guma gellan (S8) a prezentat o
microstructura intermediara intre cea poroasd, cu o retea polimericd asemanatoare unei
panze de pdianjen, si cea compactd, similard probelor pe baza de derivati de celuloza. Probele

mixte (S2-S6) au prezentat o morfologie combinata, dependentad de polimerii constitutivi.

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

Fig. 5.3. Imaginile SEM obtinute pentru probele S1-S§8

Toate matricile dezvoltate au prezentat valori ale unghiului de contact (Figura 5.4) cu
fluidul vaginal simulat (FVS) < 90°, in timp ce guma gellan a condus la o crestere a

hidrofiliei, observata in special la probele pe baza de colagen si GG (S3, S5).

100
80

60

Unghi de contact (°)

St s2 S§3 S4 S5 S6 ST S8

Fig. 5.4. Valorile unghiului de contact pentru matricile S1-S8

12



Probele combinate au prezentat un profil de hidratare echilibrat, ce sustine un confort
adecvat la administrare. Mai mult, guma gellan a favorizat mentinerea integritatii structurale

a matricilor in FVS si o rezistenta superioara la degradare enzimatica (Figura 5.5) [42].
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Fig. 5.5. a) Capacitatea de gonflare; b) Pierderea de masa a matricilor spongioase S1-S8

In ceea ce priveste citotoxicitatea (Figura 5.6), probele S2-S8 nu au prezentat efecte
citotoxice asupra fibroblastilor umani si au permis proliferarea celulard fard a induce

modificari ale fibrelor de stres ale F-actinei (Figura 5.7).
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Fig. 5.6. Viabilitatea celulard (metoda XTT) pentru fibroblastii umani dupa 24, 48 si 72 de

ore de incubare cu extractele din matricile spongioase (*p < 0,005 vs. control la 72 de ore)
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Fig. 5.7. Imaginile obtinute prin microscopie de fluorescenta ilustrand distributia fibrelor

de actina (verde) pentru fibroblastii dermici umani si nucleul (albastru)

Formularile biopolimerice dezvoltate s-au dovedit promitatoare ca suporturi de
administrare vaginald a medicamentelor, constituind fundamentul etapei ulterioare de
dezvoltare a unor sisteme terapeutice sigure si eficiente, cu potentiale aplicatii In tratamentul

localizat al unor afectiuni ginecologice.
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6. DEZVOLTAREA UNOR MATRICI BIOPOLIMERICE
BISTRATIFICATE CU 5-FLUOROURACIL SI DICLOFENAC SODIC
PENTRU TRATAMENTUL LEZIUNILOR PRECANCEROASE SI
CANCEROASE ALE COLULUI UTERIN

Cancerul cervical rdmane o provocare majord de sdnatate publicd, in special in
regiunile cu acces limitat la screening si tratament adecvat [43,44]. Strategiile de tratament
localizat pot contribui la limitarea progresiei bolii si reducerea efectelor adverse sistemice.
In acest context, sistemele biopolimerice reprezinti suporturi promititoare pentru
prelungit si proprietatilor regenerative ale polimerilor [45,46]. In plus, o abordare terapeutica
multimodald, bazatd pe mecanisme de actiune complementare, ar putea conduce la
potentarea actiunii citotoxice asupra leziunilor precanceroase sau canceroase ale colului
uterin [47].

In acest context, obiectivul final al cercetdrii a constat in dezvoltarea, pentru prima
datd, a unor matrici spongioase bistratificate pe baza de colagen, HPMC si guma gellan,
destinate administrarii concomitente a 5-fluorouracilului si diclofenacului sodic, cu scopul
cresterii eficacitatii locale si reducerii efectelor adverse sistemice in tratamentul leziunilor
cervicale precanceroase sau canceroase.

Plecand de la formuldrile dezvoltate si testate anterior (Capitolul 5), pentru
incorporarea 5-FU au fost selectate matrici spongioase pe baza de colagen si GG, datoritd
potentialului GG de a imbunatati capacitatea de gonflare si hidrofilia suprafetei sistemelor,
aspecte ce pot contribui la cresterea proprietdtilor mucoadezive ale matricilor, favorizand un
contact intim si prelungit cu mucoasa. In ceea ce priveste incorporarea DNa, au fost selectate
matrici care au inclus in compozitie si HPMC, in vederea obtinerii unei eliberari prelungite
a medicamentului, cu scopul mentinerii efectului antiinflamator pe o perioada extinsa si,
implicit, al controlului sustinut al inflamatiei locale. Astfel, au fost obtinute sisteme
polimerice unistratificate, prin amestecarea gelurilor de colagen (1%), HPMC (2%) si GG
(1,2%) in diferite proportii, incorporarea unuia dintre cele doud medicamente model - 5-
fluorouracil sau diclofenac sodic, reticulare cu aldehida glutarica si liofilizare. Matricile au
fost caracterizate din punct de vedere al morfologiei, capacitatii de gonflare, hidrofiliei,

degradarii enzimatice, mucoadeziunii si cineticii de eliberare a medicamentului.
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Imaginile SEM (Figura 6.1) au aratat ca matricile cu continut mai mare de colagen au
prezentat structuri microporoase, in timp ce adaosul de guma gellan sau HPMC a condus la
retele mai compacte si suprafete mai netede. Distributia ambelor medicamente a fost
uniforma, cu acumulare superficiala la concentratii mai mari, posibil responsabila de efectul

initial de tip burst release observat la eliberarea medicamentelor din matricile spongioase.

D2 D3 D4 F1 F2 F3

Fig. 6.1. Imaginile SEM obtinute pentru matricile D1-D4 si F1-F4

Analiza unghiului de contact (Figura 6.2) a confirmat caracterul hidrofil al tuturor
matricilor (unghi < 90°), favorabil umectarii si mucoadeziunii [48,49]. Hidrofilia a crescut
odata cu proportia de guma gellan, fiind mai pronuntatd in seria cu 5-FU, in timp ce matricile
cu DNa au prezentat valori mai mari ale unghiului de contact, posibil asociate continutului

ridicat de colagen si HPMC.
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Fig. 6.2. Valorile unghiului de contact pentru matricile unistratificate cu a) DNa si b) 5-FU

Toate matricile dezvoltate au prezentat o capacitate de gonflare moderata si stabila
(Figura 6.3), avantajoasd in vederea asigurdrii unei mucoadeziuni puternice, fard a
compromite integritatea structurala sau durata aderentei [48]. Matricile cu DNa au prezentat
valori mai mari ale capacitdtii de gonflare, probabil datorita gradului mai mare de reticulare
al probelor cu 5-FU. In ceea ce priveste influenta celor doui medicamente model, rezultatele
prezentului experiment au relevat o scadere a capacitatii de gonflare, corelatd cu cresterea

concentratiei medicamentului pentru toate probele.
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Fig. 6.3. Capacitatea de gonflare in prezenta fluidului vaginal simulat pentru matricile cu

a) DNasib) 5-FU

Evaluarea degradarii enzimatice in prezenta colagenazei (Figura 6.4) a evidentiat o
degradare treptata a matricilor, relevanta pentru estimarea timpului de rezidenta si a eliberarii
medicamentului Tn mediul vaginal. Cresterea concentratiei de medicament a redus rezistenta
la degradare. Degradarea completa a sistemelor a avut loc in decurs de 24 de ore de la finalul
experimentului, probabil ca urmare a actiunii combinate a eroziunii de suprafata si degradarii

in intregul volum al matricii, declansate de rehidratare si de degradarea enzimatica [50].
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Fig. 6.4. Pierdere de masa inregistrata de matricile cu a) DNa si b) 5-FU
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Evaluarea mucoadeziunii matricilor (Figura 6.5), in conditii care sa simuleze mediul
intravaginal, a evidentiat un caracter mucoadeziv superior pentru matricile care contin 5-FU,

comparativ cu cele cu DNa.
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Fig. 6.5. a) Forta maxima de adeziune; b) Lucrul total de adeziune pentru matricile

unistratificate cu DNa (D1-D4) si 5-FU (F1-F4)
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Incorporarea gumei gellan a contribuit semnificativ la cresterea fortei maxime de
adeziune si a lucrului mecanic total de adeziune, formularile cu continut mai ridicat de GG
(F3 si F4) prezentand cel mai bun potential de retentie la nivel vaginal.

Profilurile de eliberare (Figura 6.6) a celor doud medicamente model din matricile
unistratificate au relevat un model de eliberare bifazic, cu 5-fluorouracil eliberat pe parcursul
a aproximativ 10 ore si diclofenacul sodic pe parcursul a 24 de ore.

Modelul Legii puterii a descris cel mai precis comportamentul cinetic in conditiile
experimentale, iar prin analiza valorilor exponentilor de cedare obtinuti, s-a putut
concluziona ca eliberarea medicamentului din matricile spongioase a avut loc printr-un
mecanism complex, controlat de mai multe procese fizico-chimice: (i) umectarea rapida a
matricii la contactul cu secretiile vaginale, favorizand stabilirea interactiunii cu mucoasa, (i)
eliberarea initiald prin desorbtie a medicamentului de la suprafatd, (iii) absorbtia fluidului
vaginal si gonflarea matricii spongioase, cu relaxarea retelei polimerice si consolidarea
mucoadeziunii prin interpenetrarea lanturilor polimerice cu mucusul, concomitent cu (iv)
difuzia medicamentului retinut in structura polimerica si eventuala (v) eroziune graduala a
matricii.
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Fig. 6.6. Profiluri cinetice de eliberare in vitro a (a) DNa si (b) 5-FU din matricile

unistratificate

Pe baza rezultatelor obtinute in cadrul evaludrii caracteristicilor morfologice,
structurale si functionale, au fost selectate cate doud formulari pentru fiecare medicament
(D1, D3 51 F3, F4), care au fost apoi combinate pentru a obtine matrici bistratificate destinate
co-administrarii ambilor agenti terapeutici.

Pentru validarea functionalitdtii sistemelor dezvoltate, efectul citotoxic al matricilor
bistratificate a fost evaluat atit prin testul XTT (Figura 6.7), cat si prin examinarea
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morfologicd a celulelor CaSki, utilizdnd un microscop cu contrast de faza (Figura 6.8).

Microscopia cu contrast de faza a aratat ca tratamentul cu extracte din matricile

spongioase continand 5-FU si DNa (Figura 6.8a) a indus modificari morfologice asupra

celulelor CaSki, precum si o scidere a populatiei celulare dependenti de concentratie. In

absenta DNa (Figura 6.8b), celulele tratate cu probele continand 5-FU nu au prezentat

modificari morfologice sau diferente semnificative de proliferare comparativ cu celulele de

control netratate.

Evaluarea biologica a sistemelor bistratificate a demonstrat un efect antiproliferativ

sinergic pe celulele de cancer cervical CaSki, confirmand potentialul acestor sisteme pentru

terapia localizata a leziunilor precanceroase sau canceroase ale colului uterin.
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Fig. 6.7. Grafice de citotoxicitate la 24h care prezinta efectul antiproliferativ al extractelor
din matricile spongioase care contin 5-FU (F3M1, F3M3, F4M1, F4M3) si respectiv 5-FU
combinat cu DNa (F3D1, F3D3, FAD1, F4D3), impotriva liniei celulare CaSki. Valorile

sunt exprimate ca medie = SD.
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Fig. 6.8. Efectele 5-FU si DNa asupra morfologiei si proliferarii celulelor canceroase de col

uterin CaSki. Modificarile morfologice au fost observate utilizdnd microscopia cu contrast

de faza dupa tratarea cu 0 (Control) si cu 1,25, 2,5, 5, 10 si 20 mg/mL din extractele obtinute

din matricile spongioase a) contindnd ambele medicamente (F3D1, F3D3, FAD1 si F4D3) si

b) 5-FU, farda DNa (F3M1, F3M3, F4AM1 si F4M3) timp de 24 de ore.
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7. CONCLUZII SI PERSPECTIVE

Obiectivul principal al prezentei teze de doctorat a constat in dezvoltarea unor
sisteme terapeutice biocompatibile si bioresorbabile pe bazd de polimeri, destinate
administrarii medicamentelor pe cale vaginala, capabile sa asigure un echilibru adecvat intre
compatibilitatea polimerilor, proprietatile fizico-chimice si biologice ale sistemelor obtinute
si biocompatibilitatea acestora. Partea experimentald, reprezentand contributiile personale
ale prezentei teze, a fost desfasurata in trei etape succesive, fiecare vizand caracterizarea si
optimizarea diferitelor sisteme polimerice dezvoltate.

In prima etapi a cercetrii au fost obtinute si caracterizate matrici spongioase pe baza
de colagen si polimeri mucoadezivi (HPMC si Carbomer 940), destinate administrarii pe
mucoase, fiind evidentiatd influenta compozitiei asupra structurii colagenului, stabilitatii
rezultatelor, combinatia colagen-HPMC a fost selectatd ca punct de plecare pentru etapele
ulterioare de dezvoltare.

Cea de-a doua etapa a cercetarii a vizat optimizarea sistemului selectat anterior prin
introducerea gumei gellan, un polimer inteligent, sensibil la ionii din mediul vaginal,
conducand la obtinerea unor hidrogeluri si matrici spongioase cu hidrofilie crescuta,
capacitate bund de gonflare si stabilitate imbundtatitd la degradare enzimatica, mentinandu-
se totodatd integritatea structurala a colagenului si biocompatibilitatea materialelor. Studiile
realizate in conditii care simuleazd partial mediul intravaginal, au permis validarea
functionala a sistemelor pe baza de colagen, HPMC si GG si au furnizat informatii relevante
pentru selectia formularilor cu profil optim, adecvate pentru dezvoltarea unor sisteme
avansate de eliberare intravaginala a medicamentelor.

In etapa finala, plecand de la formulirile selectate anterior, au fost dezvoltate si
caracterizate matrici spongioase biopolimerice unistratificate pe baza de colagen, HPMC si
GG, 1n care a fost incorporat cate unul din cele doud medicamente model (5-FU, DNa).
Acestea au prezentat proprietati favorabile in ceea ce priveste hidrofilia, capacitatea de
gonflare, mucoadeziunea, profilurile de degradare enzimatica si de eliberare a
medicamentelor, demonstrand potentialul acestora pentru administrarea localizata a
medicamentelor pe cale vaginald. Plecand de la formularile optime, au fost obtinute, pentru
prima datd, matrici spongioase bistratificate destinate co-administrarii a doi agenti

terapeutici cu mecanisme de actiune complementare, iar evaluarea biologica a acestora a
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evidentiat un efect antiproliferativ sinergic asupra celulelor de cancer de col uterin CaSki,
confirmand potentialul sistemelor dezvoltate pentru terapia combinata localizata a leziunilor
precanceroase si canceroase ale colului uterin.

In concluzie, contributiile personale din prezenta tezd de doctorat evidentiazi
potentialul biopolimerilor in dezvoltarea unor sisteme terapeutice multifunctionale de
administrare a medicamentelor pe cale vaginald, destinate tratamentului localizat al

cancerului cervical, ca posibila alternativa la strategiile terapeutice existente.
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