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INTRODUCERE

Evaluarea posibilitatilor de obtinere a colagenului din resurse marine, reprezintd o problematica atent studiatd in
ultimele decenii, ca o alternativa la principalele surse de colagen cunoscute si utilizate pana in prezent si anume
colagenul de origine animala.

Interesul practic pentru colagen acopera in timp o durata istoricd incepand cu prelucrarea pieilor, aplicatiile culinare,
pana la preocupdrile farmaceutice §i biomedicale actuale. Desigur, la baza acestui interes au stat particularitatile
specifice aplicative ale colagenului si de aici a decurs abundenta informationala asupra subiectului in literatura de
specialitate.

Motivatia temei de cercetare a fost generatd de aceastd diversitate de date, care mi-a permis o abordare selectiva
privind aspectele legate de caracterizarea, obtinerea si valorificarea colagenului in domeniul biomedical - farmaceutic,
domeniu care solicitd in utilizare, conservarea anumitor caracteristici §i atribute biologic active, native, ale
colagenului.

Importanta alegerii temei este sustinutd de prezenta colagenului in aproape toate tesuturile si organele, din
particularitatile sale structurale si biochimice, din participarea la sanogeneza umana. Toate acestea justifica efortul
oamenilor de stiinta in cunoasterea implicatiilor lui in diverse procese normale sau patologice din organismul uman.
Extractia colagenului din pestii de Marea Neagra a fost abordatd de cercetatorii de la Universitatea Ovidius
Constanta impreund cu cei de la INCDM Constanta. Noutatea constd in faptul cd pentru prima datd insa, s-a
concretizat posibilitatea extractiei colagenului din piele de Grey Mullet (Chefal) din Marea Neagra. Fatd de
argumentele descrise mai sus rezultd si importanta temei alese, fiind actuald, de mare complexitate ca studiu, si
ancoratd in cercetarile la nivel national si mondial. Tema se incadreaza in liniile de cercetare moderne cuprinse in
Programele de cercetare europene si nationale, de valorificare a resurselor oferite de Marea Neagra. Proiectul tezei
este inclus intr-un contract de cercetare mai amplu castigat in 2017 in cadrul Proiecte Complexe - PCCDI.
Proiectul se numeste: Valorificare superioard, complexd a biomasei marine prezentd de-a lungul coastei romdnesti
a Marii Negre prin realizarea unor tehnologii inovatoare si emergente.

Aceasta lucrare a fost cuprinsa si intr-un Proiect cofinantat din Fondul Social European prin POSDRU 2007-2013
Axa prioritara 1 Educatia si formarea in sprijinul cresterii economice §i dezvoltarii societatii bazate pe cunoastere,
Domeniul major de interventie 1.5 Programe doctorale si post-doctorale in sprijinul cercetarii. CERO — PROFIL DE
CARIERA: CERCETATOR ROMAN, Contract de finantare: POSDRU/159/1.5/5/135760

Ipoteza de la care am pornit in obtinerea colagenului marin a fost aceea ca se extrage mai usor si cu randamente mai
bune decat cel din pielea mamiferelor, prezinta risc relativ scazut de a contine patogeni necunoscuti, iar matricile de
colagen denaturat regenereaza mai bine tesuturile decat cele de colagen nativ. Astfel, matricile reticulate obtinute din
colagen de peste este de asteptat sa contind structuri partial denaturate din cauza temperaturii de denaturare mai
scazute. Obiectivul general il constituie elaborarea unei metode optime de extractie a colagenului din surse marine,
in vederea valorificarii resurselor Marii Negre in scop terapeutic. Tot ca obiectiv general am avut in vedere ca
hidrolizatul colagenic obtinut, sa il introducem in forme farmaceutice pe care apoi sa le caracterizam fizico-chimic si
farmacologic.

Pentru realizarea celor doud obiective generale ne propunem urmétoarele obiective specifice:

» Stabilirea unui proces biotehnologice de extractie pentru prima datd a colagenului solubil din piele de Grey
Mullet din Marea Neagra si caracterizarea acestuia. Selectarea posibilitilor de utilizare in mai multe aplicatii
cum ar fi, obtinerea de diverse formulari farmaceutice bazate pe hidrolizatul colagenic obtinut din peste marin

» De asemenea, un alt obiectiv specific al tezei l-a reprezentat validarea metodei de determinare a
hidroxiprolinei din peste marin si produse din peste, ca si indicator de prezentd a colagenului in probele
studiate.

» Realizarea formularilor de biomateriale semisolide, prin obtinerea de hidrogeluri, pelicule si matrici poroase,
cu utilizare topica, pentru administrarea unor substante active ca: oxitetraciclina, iodoform, clorura de zinc
si extracte de alge. La toate aceste formulari semisolide am testat actiunea antimicrobiana, antiseptica si
antiinflamatorie, ele putdnd reprezenta o alternativa la formele farmaceutice conventionale.

» Caracterizarea formularilor realizate prin determinarea capacitatii antioxidante totale si a activitatii
antimicrobiene.

» Realizarea de teste in vivo pentru a evidentia biocompatibilitatea formelor farmaceutice si stabilirea ratei de
epitelizare.

» Realizarea de studii de cedare in vitro a substantei medicamentoase din preparate farmaceutice pe baza de
colagen din peste Grey Mullet din Marea Neagra.



Prin obiectivul general propus, Teza de doctorat se incadreaza in cadrul studiilor ecosistemului Marii Negre.
Metodele de cercetare abordate si metodologia de obtinere a hidrolizatului colagenic extras din peste marin din Marea
Neagra si realizarea de noi preparate farmaceutice cu aplicatie topicd constituie noutatea temei acestei Teze de
Doctorat. Au fost descrise cercetirile efectuate pentru optimizarea unui proces de extractie a hidrolizatului colagenic
din peste mari cu validarea metodelor de determinare a hidroxiprolinei care constituie markerul pentru determinarea
procentului de colagen nativ din peste marin. De asemenea au fost dezvoltate cercetari pentru caracterizarea fizico-
chimica, microbiologica si farmacologica a acestui hidrolizat colagenic din pestele Grey Mullet din Marea Neagra. O
a doua serie de cercetari s-a bazat pe realizarea unor formulari farmaceutice semisolide cu destinatie topica, care au
avut ca baza hidrolizatul colagenic din peste marin in care au fost incorporate diverse alte substante cu actiune
terapeutica: antimicrobiene (oxitetraciclind), antiseptice (iodoform), antibacteriane (clorura de zinc), anticoagulante
(heparind), precum si alte produse obtinute din resurse marine din Marea Neagra (chitosan si extracte de alge marine).
Pentru toate aceste noi formulari s-au dezvoltat cercetari pentru evidentierea caracteristicilor reologice, antioxidante
si antimicrobiene. Intreaga Teza, prin rezultatele obtinute, pune in evidentd un caracter multidisciplinar al cercetarilor
efectuate, imbinand cunostintele de efectuare si interpretare a analizelor fizico-chimice si microbiologice, cu notiunile
fundamentale de tehnologie farmaceutica, farmacologie in vitro si in vivo, farmacognozie pentru flora marina, analiza
bio-statisticd, tehnoredactare computerizata.

Teza de doctorat este structurata In doud parti, care cuprind 9 capitole, Insotita de capitole de Introducere, Concluzii
generale si Anexe.

Prima parte a lucrarii, Stadiul actual al cunoasterii este alcatuit din trei capitolele.

In Capitolul | - Aspecte privind Transportul Medicamentelor cu destinatie topicd, sunt prezentate aspecte
teoretice privind transportul transdermic al medicamentelor topice.
Capitolul Il - Modeliri ale cineticii penetrarii formelor semisolide dupi aplicare topica trateaza aspecte legate

de cinetica penetrarii substantelor active prin piele si descrie ecuatiile matematice care caracterizeaza fenomenul de
difuzie prin membrane.

Capitolul 11l - Caracterizarea generald a colagenului descrie structura moleculard si compozitia chimica a
colagenului, biosinteza colagenului, subclasificarea tipurilor de colagen si caracteristicile colagenului. Sunt descrise
formele farmaceutice semisolide pe baza de colagen, de tip hidrogeluri si biomaterialele colagenice cu aplicatiile lor
biomedicale. Tot Tnh acest capitol sunt prezentate din literatura de specialitate, sursele de colagen, clasificate Tn surse
din mamifere si din resurse marine. Sunt detaliate aspectele privind valorificarea resurselor marine, tinand cont cé in
continuare, subiectul contributiilor personale in activitatea de cercetare cuprinsa in prezenta Tezd se axeazd pe
valorificarea colagenului din peste marin din Marea Neagra.

Partea a I1-a Contributii personale cuprinde 6 capitole.

Ce-a de-a doua parte este alcdtuita din sase capitole in care sunt prezentate rezultatele contributiilor personale privind
optimizarea unei biotehnologii de extractia colagenului din piele de chefal de Marea Neagra comparativ cu cele
utilizate la extracta din piele de animale tereste si aplicatiile in realizarea unor noi preparate farmaceutice.

Capitolul IV -Studii privind obtinerea colagenului din peste de Marea Neagri si caracterizarea sa fizico-
chimica cuprinde in prima parte prezentarea cercetdrilor efectuate pentru extractia colagenului nativ din peste din
Marea Neagra. A fost extras pentru prima oara colagen din pestele Grey Mullet (chefalul) din Marea Neagra. Au fost
efectuate studii pentru optimizarea procesului tehnologic de obtinere a colagenului din resurse marine pentru obtinerea
celor mai mari randamente. Au fost realizate studii de caracterizare a hidrolizatului colagenic obtinut prin studii
fizico-chimice, prin analizd cromatografici a hidrolizatului colagenic, prin determinarea continutului de
hidroxiprolina cu validarea metodei de analiza, studii spectrale prin metode spectrofotometrice FT-IR, prin analiza
dicroismului prin spectroscopie UV-DC ,de microscopie opticd si electronica scanatda SEM si prin evidentierea
comportarii reologice si prin studii comparative in vivo pe hidrolizatele colagenice din peste si din vitel.

Capitolul V- Studii privind formularea unor preparate farmaceutice pe bazi de colagen din bioresursa marina
fost obtinute hidrogeluri colagenice cu oxitetraciclind, cu iodoform, cu ZnCl2, cu alge marine, cu chitosan si alge
marine. Pentru toate aceste hidrogeluri sunt prezentate aspectele esentiale privind obtinerea lor.Un alt subcapitol
contine studii privind formularea de membrane (pelicule) colagenice cu diverse substante active. In acest sens au fost
realizate studii comparative pentru obtinerea de pelicule din colagen de vitel cu substante antimicrobiene cu pelicule
din colagen nativ de peste de Grey Mullet si cu pelicule din colagen de peste cu alge marine. Au fost realizate si
cercetari pentru obtinerea unui compozit pe baza de colagen, chitosan si alge marine sub forma de membrane. O alta
formulare farmaceutica pe baza de colagen din resurse marine matrici colagenice cu diverse substante active dintre
care se pot enumera: matrici colagenice din colagen nativ, matrici colagenice cu oxitetraciclind, matrici colagenice cu
iodoform si matrici colagenice cu clorurd de zinc. Au fost preparate sisteme matriciale de colagen cu alge marine.
Sunt prezentate modalitatile de obtinere si anumite caracteristici care tin de forma fizica, aspect, culoare.
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Capitolul VI Studii reologice comparative pe formulari cu colagen marin si de vitel. S-au efectuat studii comparative
de reologie, atit pe colagenul extras din piele de vitel, cat si pe colagenul extras din piele de Chefal (Grey Mullet).
Reticularea colagenului s-a realizat cu acid tanic, in concentratie de 10% fatd de colagen. Caracterizarea reologica a
vizat mai intdi proprietatile de curgere, apoi dinamica colagenului din peste de chefal si de vitel, in combinatii cu
diverse substante active cum sunt: iodoform,clorura de zinc, hidrogeluri colagenice cu alge, hidrogeluri colagenice cu
chitosan si alge marine. Masuratorile reologice in sistem stationar, afecteaza structura sistemelor disperse, datorita
fortelor de forfecare la care acestea sunt supuse, pe cand cele n regim dinamic, nu afecteaza sistemele, astfel incat
parametrii reologici determinati, au valorile reale. Comportarea vascoelasticd se poate determina din masurarea
modulilor de elasticitate sau de stocare G’ si a celor de pierderi sau de vascozitate G’ la amplitudini ale deformatiei
suficient de mici, pentru ca materialele sa prezinte raspuns vascoelastic liniar. Astfel, valori mari ale lui G’ indica
preponderenta proprietatilor elastice, iar valori mari ale lui G*’, predominanta proprietatilor vascoase. Din studiile
realizate a rezultat cd modulii de stocare sunt mai mari decét cei de pierderi pentru toate hidrogelurile pe intregul
domeniu de frecvente unghiulare pe care s-au ficut masuratorile, deci in comportarea vascoelasticd a acestora
predomina elasticitatea. Ambii moduli cresc practic liniar cu frecventa unghiulard. Dreptele care reprezinta cei doi
moduli sunt practic aproape paralele pentru fiecare hidrogel, cu exceptia celui care nu contine acid tanic, pentru care
valorile devin mai apropiate pe masura ce frecventele unghiulare scad, ceea ce arata ca este foarte slab reticulat.

Din studiile de microscopie opticd s-a putut evidentia mentinerea structurii lamelare pentru peliculele obtinute din
hidrogelurile acide pentru cantitatea minima de substantd activa,respectiv oxitetraciclind, clorurd de zinc, iodoform
sau extracte de alge marine, dar lamelele sunt mai groase si mai putin distantate decat pentru martor. La compozitele
cu colagen, se observa ca, comparativ cu imaginile peliculelor de colagen nativ, structura lamelarad dispare, apare o
distributie largd si aglomerate de fibrile, care conferd o structurd complexa a peliculelor. Colagenul 1si pastreaza
fibrilele, se constatd o incorporare uniforma a continutului de extracte din alge, iar chitosanul conferd structura
compacta a preparatului.

Capitolul VII Cercetiri privind capacitatea antioxidanta a unor preparate cu colagen extras din peste Grey
Mullet din Marea Neagra contine studii privind determinarea activitatii antioxidante totale a colagenului din peste
prin chemiluminescenta. Au fost analizate multiple solutii apoase si alcoolice de concentratii de 40% si respectiv 50%
alcool etilic. Toate solutiile de colagen au prezentat activitate antioxidanta. Se constatd cd hidrolizatul colagenic
prezinta activitate antioxidanta mai mare in solutii de 40% alcool fata de aceleasi concentratii de colagen in solutii de
50% alcool etilic.

Capitolul VIII Cercetiri privind activitatea antimicrobiana si studii comparative in vivo pe formuliri
farmacetice semisolide pa bazi de colagen prezintd rezultate privind activitatea antimicrobiana a formularilor
farmaceutice pe Escherichia Coli si pe Staphylococcus Aureus a hidrogelurilor si a peliculelor pe baza de colagen din
resurse marine (din pestele Grey Mullet) cu diverse alte substante active. Din studiul activitatii antibacteriene ale
Compozitului format din colagen - chitosan - extract de alge marine, se evidentiaza faptul ca acesta prezinta activitate
antimicrobiand marita mai mult decat dublul activitatii oricarui component individual din compozit.

Activitatea in vivo, s -a realizat Tntr-un studiu pe animale de experienta, la Institutul National Victor Babes, care a
urmarit profilul de cedare a substantelor active incorporate, respectiv a eficacitatii lor terapeutice in tratamentul
antimicrobian si antiseptic la animale de experientd. Hidrogelurile a céror activitate a fost imbunatatita, prezinta si
indici de vindecare accelerati fata de colagenul nativ. Studiile comparative ale ratei de vindecare ale colagenului de
vitel si cel din peste arata ca un proces mai rapid de vindecare a prezentat colagenul din peste.

Capitolul IX Studii in vitro privind cinetica de cedare a oxitetraciclinei din hidrogeluri colagenice cuprinde studii
de cedare in vitro a substantei medicamentoase din hidrolizatele colagenice obtinute din peste de Marea Neagra. Din
studiul profilelor de cedare si parametrii cinetici In functie de compozitie, se evidentiaza faptul ca modelul Higuchi
nu a fost aplicabil, ceea ce a demonstrat ¢ procesul difuzional este insotit de alte fenomene. Cel mai probabil,
componente ale formularilor, altele decat oxitratraciclina, sunt transferate prin membrana artificiala si joaca rolul de
agent solubilizant in mediul receptor. O posibila explicatie ar fi precipitarea oxitetraciclinei la nivelul porilor
membranei. Astfel, cedarea in vitro nu mai este dominatd de microstructura formulirii semisolide. Limitanta cinetica
(etapa limitativa de proces) a procesului global este dizolvarea lenta a oxitetraciclinei.

Finalul Tezei de Doctorat este marcat de un capitol distinct de Concluzii generale care centralizeaza cele mai
importante aspecte legate de extractia hidrolizatelor de colagen din Grey Mullet din Marea Neagra, caracterizarea
acestuia comparativ cu colagenul din vitel, obtinerea de formulari din colagen din resurse marine sub forma de
hidrogeluri, membrane (pelicule) si matrici si evidentierea proprietatilor lor terapeutice.

Cercetarile efectuate vor fi concretizate in continuare prin viitoare brevete de inventie, a cercetarilor originale.

In capitolul Anexe sunt prezentate articolele publicate in reviste de specialitate si in volumele conferintelor la care am
participat.



CONTRIBUTII PERSONALE
MOTIVATIA CERCETARILOR

Prezenta colagenului in aproape toate tesuturile si organele vitale, particularitatile sale structurale si biochimice, au
atras atentia cercetatorilor din intreaga lume asupra importantei acestei proteine. Obtinerea colagenului din resurse
marine constituie o alternative viabild care s-a extins Tn mod deosebit in zonele Tn care au fost disponibile aceste
resurse, In zone costiere in care este dezvoltatd cercetarea stiintificd In domeniul bio-medical. Extractia colagenului
din pestii de Marea Neagra a mai fost abordata de cercetatorii de 1a Universitatea Ovidius din Constanta impreuna cu
cei de la INCDM Constanta.

Noutatea Tezei consta in faptul cd pentru prima data insa, s-a concretizat posibilitatea extractiei colagenului din piele
de Grey Mullet (Chefal) din Marea Neagra. Obiectivul Principal al Tezei de Doctorat impune mai intdi obtinerea
colagenului din resursa marin din Marea Neagra. In acest sens a fost extras pentru prima dati colagenul fibrilar tip I
din Grey Mullet de Marea Neagrd. Am extras colagen si din alti pesti marini, cum este cazul nisetrului .Colagenul
obtinut din Grey Mullet a fost caracterizat prin analize fizico - chimice pentru a i se stabili structura si principalele
caracteristici fizico-chimice. Rezultatele pozitive obtinute din testele fizico-chimice, reologice, microbiologice si
farmacologice ne-au condus la stabilirea unui al doilea obiectiv important de a realiza formuldri farmaceutice cu
aplicatie topica prin incorporarea in acest hidrolizat a diverse alte substante cu actiune terapeutica cum sunt: cu actiune
antimicrobiana (oxitetraciclina), antiseptica (iodoform), antibacteriana (clorurd de zinc), anticoagulantd (heparina),
precum si alte produse obtinute din resurse marine din Marea Neagra (chitosan si extracte de alge marine).

Pentru fiecare formulare nou preparata s-au realizat mai multe teste pentru stabilitatea formei farmaceutice destinata
utilizarii topice si pentru optimizarea actiunii farmacologice a substantelor active initiale singulare. Pentru noile
formulari farmaceutice au fost testate capacitatea antioxidantd totald, activitatea antimicrobiand si caracteristicile
reologice. Au fost realizate teste de microscopie optica si electronica care au permis obtinerea datelor privind structura
lor. Pentru evidentierea actiunilor farmacologice au fost realizare teste in vivo pe animale de laborator, care au
evidentiat parametrii de epitelizare si rata de contractie a ranii.

Intreaga activitate de cercetare a fost generati de ipoteza fundamentald de a valorifica resurse marine din Marea
Neagra in scop terapeutic in scop de a realiza formulari farmaceutice semisolide cu destinatie topica.

CAPITOLUL IV 5
STUDII PRIVIND OBTINEREA COLAGENULUI DIN PESTE DE MAREA NEAGRA §I
CARACTERIZAREA SA FIZICO-CHIMICA

1V.1.2. MATERIALE SI METODE FOLOSITE LA EXTRACTIA COLAGENULUI DIN PIELE DE
CHEFAL SI NISETRU DIN MAREA NEAGRA

Materiale folosite pentru extractia colagenului. Alegerea probelor pentru izolarea colagenului din peste, a avut ca
obiectiv valorificarea resurselor din Marea Neagra. In studiul propus, extractia colagenului s-a realizat pe pesti din
specia Grey Mullet, (chefal) din Marea Neagra si Acipenser Gueldenstaedtii (nisetru).

Fig.IV.3 Pielea pestilor din specia Grey Fig.IV.4 Pielea pestilor din specia
Mullet nisetru (Acipenser gueldenstaedtii)

Metode folosite pentru extractia colagenului din piele de peste
Ca si metode de extractie, literatura de specialitate, indica diferite biotehnologii de izolare a colagenului, in functie de
tratamentele aplicate:

» tratamente alcaline si acide

> tratamente acide

» tratamente enzimatice



» tratamente combinate.
Pentru extractia colagenului din deseurile de peste, cuprinzand pielea, solzii si aripioarele, s-au utilizat biotehnologiile
de extractie prin tratament acid: cu acid acetic 0.5 M si acid clorhidric 0.1M. Pentru a obtine randamente bune si
colagen fibrilar tip I nedenaturat, extractia colagenului din pielea pestilor marini utilizati: chefal si nisetru a implicat
mai multe operatii.
Metoda de extractie a constat in doua procese:

» Procesul 1. Obtinerea materialului din care se va realiza obtinerea hidrolizatelor de colagen.

» Procesul 2. Extractia propriu-zisa prin care s-a izolat colagenul.
Procesul 1. Tn aceasta etapa pestii au fost spalati cu apa distilatd si apoi au fost desolzati. Au fost taiate aripioarele,
manual. Apoi s-a indepartat pielea prin jupuire. (Fig IV.2) Deseurile colectate cuprinzand: pielea, solzii si aripioarele,
au fost spalate de cateva ori cu apa distilatd si cantarite. Operatiunile s-au desfagurat la temperatura camerei, de 21-
23°C.
Procesul 2 Extractia propriu-zisa a constat in succesiunea urmatoarelor etape:
Pretratarea: demineralizarea si deproteinizarea pielii de peste,
extractia colagenului solubil, ASC,
filtrarea amestecului,
precipitarea colagenului,
centrifugarea probelor cu precipitat,
reticularea

VVVYVYVYVY

IV.1.4 REZULTATE SI DISCUTII
In urma efectuarii operatiilor de indepartare a solzilor si a pielii, s-au obtinut urmatoarele cantitati, prezentate in Fig
IV.10, Fig.IV.11

2320 g CHEFAL

3000g NISETRU

DPIELE CHEFAL
B E0LZ +ARIPIOARE O PIELE NISETRU

@ SOLZI+ARIPIOARE

Fig.IV.10 Proportia pielii de Chefal din total Fig.IV.11 Proportia pielii de Nisetru din total masa
masa proba proba

o

Fig.1V.17. Hidrolizat de Colagen Fig.1V.18 Hidrolizat  de
obtinut din Chefal prin extractie cu  Colagen obtinut din Chefal prin  Fig.1VV.19 Colagen liofilizat
acid clorhidric 0.1 M extractie cu acid acetic 0.5 M

Precipitatul colagenic a fost separat prin centrifugare. A rezultat un hidrolizat alb colagenic cu aspect gelic in cazul
extractiei cu Acid acetic 0,5M si opac pentru extractia cu HC1 0.1M Fig IV.17, Fig.1V.18 si Fig IV.19.

Liofilizarea: Colagenul liofilizat se prezintd sub forma de burete spongios, denumit matrice, cu proprietati similare
matricei extracelulare. Liofilizarea a permis obtinerea colagenului si sub forma de pulbere. A rezultat o pulbere alba.
Calcularea randamentului de extractie

Randamentul ASC si PSC a fost calculat din procentul din greutatea uscata a colagenului extras (Mo) in comparatie
cu greutatea umeda a pielii initiale de peste utilizate (M): Randamentul % = Mo/ M * 100
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RANDAMENTUL DE OBTINERE A COLAGENULUI IN
FUNCTIE DE TRATAMENTUL DE EXTRACTIE

50.00%

40.00%

30.00%

20.00%

10.00% o
PSC

0.00%
ASCACID  ASCHCI0.1M
ACETICO.5M

Fig.IV.23 Variatia randamentului in functie de modul de extractie
Rezultatele randamentului de obtinere a colagenului din pielea de chefal, prin tratament acid cu acid acetic 0.5M si
HCI 0.1 M, sunt prezentate in Fig. 1V.23.
IV.2 CARACTERIZAREA COLAGENULUI NATIV EXTRAS DIN CHEFAL

IV.2.1 ANALIZA FIZICO - CHIMICA A HIDROLIZATULUI COLAGENIC EXTRAS
DIN GREY MULLET

Pentru caracterizarea colagenului obtinut din Chefalul de Marea Neagra s-au efectuat multiple analize fizico-chimice.
Testele care au fost realizate pentru caracterizarea colagunului extras au fost selectate si adaptate astfel incat sa putem
obtine rezultate de incredere care sa ofere siguranta si asigurarea calitatii cercetarilor.

Rezultate si Discutii
Caracteristicile fizico-chimice ale colagenului nativ, obtinut prin tratament acid, precum si rezultatele analizelor
preliminare, sunt prezentate in Tabelul 1.5

Tabelul 1V.5. Caracteristicile fizico-chimice ale hidrogelului de colagen

Caracteristici Colagen extras cu | Colagen extras cu | Colagen din vitel
acid acetic0.5 M 0.5MHCLO0.1M
Aspect alb gelatinos alb opac Translucid gelatinos
Culoare alb-galbui alb-galbui Alb galbui
Umiditate % 16.0 16.0 14.0
Substanta uscata % 1.68 1.16 1.85
Cenusi 600-800 0C % 0.05 0.08 0.10
Azot total mg (Khieldal), % 9.71 6.73 15.76
Substanta proteica (N x 5,62) % 54.57 37.86 88.59
pH 3.5 2.5 2.39
Substante minerale 11 1.0 1.25

Reprezentarea grafica a valorilor procentuale ale caracterizarii fizico- chimice comparative ale colagenului de vitel si
peste obtinut prin tratamente acide diferite, pentru continutul de substantd uscatd, de cenusa si umiditate sunt
prezentate in Fig.1V.26.
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Fig.1V.26 Parametrii fizico —chimici comparativi ai colagenului de peste si vitel
Continutul de substanta uscata, de cenusa si umiditatea

% AZOTUL TOTAL s,  SUBSTANTA PROTEICA

Vitel
Fig.1V.27 Parametrii fizico —chimici comparativi ai colagenului de peste si vitel
Continutul de azot total si de substanta proteica
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Fig.1V.28 Parametrii fizico —chimici comparativi ai colagenului de peste si vitel
Continutul de substante minerale si variatia pH-ului.

in Fig.IV.27 sunt redate valorile comparative pentru continutul de azot total si de substanti proteica. Valorile variatiei
pH -ului si continutul de substante minerale, pe cele 3 tipuri de hidrolizare colagenice, sunt reprezentate in Fig. IV.28.
Valorile colagenului din peste, sunt similare cu ale celui din vitel, diferentieri evidente existand la substanta proteica,
unde s-au inregistrat valori de 88, 59% la vitel, comparativ cu 54,57 % la peste.

IV.2.3DETERMINAREA CONTINUTULUI DE HIDROXIPROLINA
Hidroxiprolina este un aminoacid care este sintetizat ireversibil din hidroxilarea post-translationala a prolinei de catre

prolil hidroxilaza. Tn colagenul de Tip I, hidroxiprolina este prezenti in proportie de aproximativ 11,3% in greutate.
Masurarea hidroxiprolinei este utilizatd pentru a identifica anumite boli care implica liza colagenului.
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Tabelul IV.14 Rezultatele continutului de Hidroxiprolind (Hpro) masurat spectrofotometric pe hidrolizatul de
colagen extras din Grey Mullet

Tip Colagen Peste Continut Hpro % Continut  Colagen | LOD LOQ

%
Extractie cu Acid Acetic 0.5 M 0.119% 0.95% 0.018% 0.022%
Extractie cu HCL 0.1 M 0.085% 0.68% 0.018% 0.022%

Metoda s-a apreciat ca fiind valida pentru determinarea hidroxiprolinei din colagenul izolat din pielea de chefal.
Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 1V.14 si figurile Fig.IV.39 si Fig.40. Procentul de colagen se calculeaza,
multiplicAnd cu 8 , continutul procentual de hidroxiprolina, dupa relatia (IV. 6):

Continutul de colagen% = Continut de HPro % * 8  (IV. 6)

H‘r:pm A Colagen %
L
BT 0E
L 04

HCID 1M

005 ]

A moatic 0U5M

Acid acetic .58 -
HCIO.18

Fig.1V.39 Continutul de Hyp % Fig.IV.40 Continutul de colagen %
din pielea de chefal din pielea de chefal

IV.2.4 ANALIZA PRIN SPECTROSCOPIE FTIR

Spectroscopia in infrarosu este sensibila la structurile chimice ale moleculelor si este adecvata pentru determinarea
proteinelor si a polipeptidelor in diferite stari, concentratii si medii si este un instrument util pentru determinarea
structurii secundare a proteinelor si polipeptidelor [Yang H., 2015], [Yang G., 2016].

Material si metoda
Analiza FTIR s-a realizat cu Spectrometru FTIR 4200 Jasco cu domeniul de lungimi de undd 7800-350cm?, cu

acuratetea lungimii de unda £0,01 ¢cm-1, cu rezolutia maxima 0,5 cm-!. Aparatul prezintd un sistem cu un singur
fascicol si sursd de radiatie ceramica de mare intensitate (vezi Fig. 1V.41).

Spectrul infrarosu -FTIR al colagenului din piele de chefal este prezentat in Fig. 1V.42 iar cel pentru colagenul din
piele de vitel este prezentat in Fig. [V.43.
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T T T T T T
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Wavemumber (em )

Wavenumber (em”)

Fig.IV.42 Spectrul FTIR al colagenului extras din piele  Fig.IV.43 Spectrul FTIR al colagenului extras din
de Grey Mullet vitel
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Se poate constata apropierea celor doua structure colagenice. Se remarca insa si diferente la lungimi de unda mai mari
de 1000 nm. Cea mai importantd banda pentru studiul structurilor de ordin superior al proteinelor este amida I, de la
1650 cm-1 [Guo Ping, W., 2014]. Aceasta este sensibila la structurile secundare [Zang Hu., 2017]. Forma acesta este
reprezentativd pentru structurd secundard a colagenului [Gaurav K.P., 2017]. Unele benzi din spectrul FT-IR al
colagenului se utilizeaza pentru verificarea conformatiei de triplu helix in biomateriale. Pastrarea conformatiei native
se poate aprecia prin:
> raportul dintre absorbanta benzii amida III, AIIL si de la 1450 cm™, A1450, utilizatd ca misuri a integrititii
conformatiei, valori egale sau mai mari ca | indicand prezenta acesteia;
> diferenta dintre frecventele benzilor amidi I si amida 11, (AI - All), cm-% care — daci valoarea este mai mare
ca 100 — indica prezenta colagenului denaturat;
» raportul dintre absorbanta benzii amida I si amida A, AlI/AA, corelat cu extinderea reticularii: cu cat valoarea
este mai mare, reticularea este mai puternica.

1VV.2.5 ANALIZA PRIN SPECTROSCOPIE UV-DC

Dicroismul circular este o metodd importantd pentru analiza structurii helicoidale si a gradului de
renaturare/denaturare al probelor utilizate in studiile biologice.

Rezultate si discutii

Spectroscopia UV-DC, masoara diferentele de absorbtie a luminii polarizate circular spre stinga si spre dreapta date
de asimetria structurald a lantului polipeptidic si raspunde la structurd secundara a proteinelor: cele neregulate nu dau
spectru, iar cele regulate dau minime si maxime.

Spectrele de dicroism circular pentru colagenul extras din piele de vitel si cel din piele de peste (solutii in acid acetic
0,5M)

Fig. IV.46.a prezinta spectrul de dicroism circular al colagenului de peste care inregistreazd un minim la lungimea de
unda de 198 nm, pentru maxim 221.5 nm, pentru punctul de elipticitate zero 215,5 nm, pentru parametrul Rpn valoarea
0,10 ceea ce inseamna cd in timpul extractiei structura helixului triplu al colagenului nu a fost afectata, iar hidrogelul
se poate utiliza pentru biomateriale. Fig. V.46 b prezintd spectrul de dicroism circular al colagenului de vitel care
aratd ca cele doua spectre de peste si de vitel, sunt apropiate .
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Fig. IV.46. a Spectrul de dicroism circular al ~ Fig. IV.46. b Spectrul de dicroism circular al
colagenului de peste la 25°C colagenului de vitel la 25°C

1V.2.7 ANALIZA DE MICROSCOPIE OPTICA SI ELECTRONICA SEM

Desi structura de colagen a fost studiatd prin microscopie de lumind polarizata de la inceputul secolului al XIX-lea si
a continuat dupa aceea, studiile si recenziile moderne nu au reusit sd coreleze concluziile bazate pe datele obtinute
prin tehnici cu cele ale microscopiei cu lumina polarizata.

Rezultate si discutii

Colagenul de Tip | este puternic pozitiv in ceea ce priveste lungimea fibrelor; birefringenta intrinseca pozitiva indica
o aliniere cvasi-cristalina paralela cu axa fibrei si moleculd a resturilor de aminoacizi ale lanturilor polipeptidice. Acest
lucru nu ar fi fost compatibil cu o structura elicoidala, ci a fost realizat de unghiuri de inclinare similare si de directii
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opuse ale Infasurdrii si suprapresiunii. Caracteristicile de birefringenta ale colagenului sunt, de asemenea, afectate de
tratamente chimice, extractii si proceduri de colorare.

Fig.IV.53 Colagen nereticulat din peste marin Grey Mullet Fig.1V.54Colagen reticulat din chefal

Imaginile de microscopie optica ale colagenului nereticulat, sunt prezentate in Fig. IV.53 Distributia fibrilelor de
colagen in forma reticulatid cu Acid tanic 2%, sunt prezentate in Fig.IV.54 Colagenul este una dintre proteinele
structurale lungi, fibroase ale caror functii sunt diferite de cele ale unei proteine globulare, cum ar fi enzimele.
Legdturile dure de colagen (fibrele de colagen) sunt o componenta majord a produsului a matricii extracelulare care
suporta majoritatea tesuturilor si dé structura celulelor din exterior.

IV.2.8 ANALIZA REOLOGICA

Fluidele complexe, prezinta in marea lor majoritate, comportare vascoelastica, adica prezinta atét rezistenta la curgere,
cat si deformatie elastica. Diferentierea componentei vascoase de cea elasticd, se realizeaza cu ajutorul reometrelor.
Comportarea reologicad sub actiunea tensiunilor de forfecare s-a determinat la 23 £ 0.1° C cu un reovascozimetru
Haake VT 550 echipat cu sistemul de senzori MV1 pentru vascozititi medii si software Rheo-Win 4 Thermo Fischer
Scientific, la viteze de forfecare cuprinse intre 0,1 si 25 st reprezentative pentru aplicarea pe piele si eliberarea
medicamentelor. S-au efectuat studii comparative de reologie, atat pe colagenul extras din piele de vitel, cat si pe
colagenul extras din piele de Chefal. Ambele probe au fost varianta nereticulata si reticulata cu acid tanic 2%.
Masuratorile reologice dinamice permit caracterizarea proprietatilor vascoelastice ale materialelor. Modulii de stocare
G’, si de pierderi G,’,se folosesc la diferentierea contributiilor elasticd si véscoasa la véascoelasticitatea
solutiilor/gelurilor de polimeri si pentru a distinge sistemele nereticulate de reticulate:

» valori G’ mari indica predominanta proprietatilor elastice,

» valori G”’ mari — preponderenta celor vAscoase, iar punctul de intersectie, cunoscut

» sub numele de cross-over point, indica existenta unei tranzitii gel-sol.

IV2.9.STUDII COMPARATIVE IN VIVO PE HIDROLIZATELE COLAGENICE DIN PESTE SI DIN
VITEL

Actiunea, in vivo a colagenului marin, a fost realizata la Institutul National Victor Babes Bucuresti. Din punct de
vedere etic, studiul a fost efectuat in conformitate cu Legislatia Nationald, acesta avind Autorizatia nr. 342 /
04.04.2017.
Materiale si metoda
S-a utilizat un lot de 7 soareci, care s-a mentinut in camera de aclimatizare, la temperatura de 22 °C, timp de 2 zile.
Metodele indicate de literatura de specialitate pentru determinarile, in vivo, sunt: modelul ranii de excizie, modelul
de ranire incisive, modelul de ranire cu spatiu mort, modelul prin arsuré. Tn studiul de fata s-a utilizat, modelul ranii
de excizie.
Ca si parametrii ai determinarii in vivo, s-au studiat:

» contractia procentuald a ranilor

» perioada de epitelizare.

» Masurarea indicelui de rana.
Formularile de hidrogeluri au fost aplicate pana la vindecarea completa a ranilor. Studiul a fost demarat in data de
12.06.2017 si s-a derulat timp de 7 zile. Pe fiecare soarece s-a efectuat o excizie a pielii de 2,5 cm pentru pregatirea
zonei de aplicare a colagenului. S-au utilizat urmatoarele amestecuri:
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» Martor colagen din piele de chefal

» Martor colagen din piele de vitel.
Atat probele martor cat si probele cu amestecuri, au fost aplicate o data pe zi, la ora 10. Ritmul de vindecare s-a
urmarit timp de 7 zile, studiul efectudndu-se in intervalul 12.06.2017 -19.06.2017
Rezultate si discutii
Studiul a urmarit eficienta colagenului de peste si vitel, in procesul de vindecare, in urma aplicatiilor locale. Soarecii
din lotul analizat, au fost notati cu:
Soarecii Nr.1-martor colagen vitel (vezi Fig.IV.68) si

Nr.4 -martor colagen peste (vezi Fig.1V.67).

| . <
‘Fig.IV.67 Martor Nr.4 tratat cu Fig.1V.68 Martor Nr.1 tratat cu Hidrolizat de colagen

Hidrolizat de colagen din peste marin din vitel
Grey Mullet
PERIOADA DE EPITELIZARE §I
RATA DE VINDECARE INDICELE DE RANA PE TIPURI DE
COLAGEN
2
15
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Fig.IV.69 Rata de vindecare si indicele de epitelizare pe tipuri de colagen

Pentru rata de vindecare, s-a apreciat aspectul plagii prin:

Deschis = plaga cu aspect discontinuu — vindecare Intarziata

inchis = plaga cu aspect continuu
Rezultatele ratei de vindecare si indicele de epitelizare comparative pe colagenul din peste si de vitel,sunt prezentate
n Fig.1vV69 .

CAPITOLUL V
STUDII PRIVIND FORMULAREA UNOR PREPARATE FARMACEUTICE PE BAZA DE COLAGEN
DIN BIORESURSA MARINA DIN MAREA NEAGRA

V.1 MOTIVATIA STUDIULUI

Infectarea ranilor este o problemd majora in medicind, multe tipuri ale acestora fiind predispUse contaminarii
microbiene, care produc infectii. Prin tratarea ranilor infectate se reduce incarcatura bacteriana, indepartind una din
barierele importante care stau in fata vindecarii. Colagenul, prezent in toate tesuturile conjunctive, reprezinta substratul
natural pentru atasarea, cresterea si diferentierea celulelor, indeplinind toate conditiile pentru utilizarea ca pansament,
ceea ce-| face prima alegere ca suport pentru cedarea medicamentelor. Fiind proteina, este si substrat pentru bacterii,
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deci nu poate sustine singur procesul de vindecare. Dar asociat cu antibiotice si/sau antiseptice si aplicat topic devine
sistem de eliberare si controleaza infectarea ranilor prin eliberare locala.

V.2 INTRODUCERE

Un alt obiectiv al tezei |-a reprezentat obtinerea de biomateriale colagenice si caracterizarea acestora: hidrogeluri,
pelicule (membrane) si matrici poroase, cu colagen, cu sau fard antiseptic, cu substante antimicrobiene si cicatrizante,
pentru a fi utilizate ca pansamente in tratarea ranilor si escarelor. Colagenul este constituentul major al matricei
extracelulare [Lin Y. C., 2009], [Tayebjee M.H., 2003]. Printre polimerii naturali, colagenul bovin, in primul rand de
tip I, a fost mult timp folosit in aplicatii biomedicale ca agent hemostatic pentru tratarea leziunilor tisulare [Wang X.,
2013]. Dupa ce au fost descoperite proprietatile sale regenerative, a fost aplicat 1n culturi pentru utilizare in medicina
regenerativa [Kawaguchi N., 2013]. Datorita insa a infectiilor grave aparute pe plan mondial, ca cele de tip zoonoza,
inclusiv encefalopatia bovina spongiforma, gripa aviara si porcind si febra bolii aftoase la bovine, porcine si bivoli,
care au afectat grav utilizarea colagenului din resurse terestre ca materialel bioactiv natural, au condus la orientarea
catre obtinerea colagenului din alte materiale bioactive, cum sunt resursele marine.
Pornind de la proprietatile de vindecare detinute de colagen, este de asteptat ca asocierea cu diverse substante active
sd conduca la pansamente:

> hidrogeluri,

» matrici spongioase si

» membrane — performante pentru tratarea ranilor deschise de diverse etiologii, infectate sau neinfectate.

V.3. FORMULAREA DE HIDROGELURI COLAGENICE PROVENITE DIN Grey Mullet CU DIVERSE
SUBSTANTE ACTIVE

Hidrogelurile colagenice din peste sunt materiale polimerice cu structura tridimensionald, procent limitat de reticulare
si hidrofilie ridicata. Datorita acestor caracteristici, hidrogelurile pot absorbi o cantitate ridicatd de apa si ofera ranii
un mediu umed si in acelasi timp are capacitatea de a absorbi exsudatele produse de aceasta [Gan L.L., 2010]. in
functie de materialele utilizate, hidrogelurile pot fi naturale, sintetice sau semisintetice.

V.3.1 MATERIAL SI METODA

Ca suport in obtinerea de biomateriale, s-a utilizat colagenul extras si caracterizat din pielea de chefal, prezentat in
capitolul 1V, (vezi Fig.V.2), cat si colagenul din piele de vitel, furnizat de Institutul National de Pielarie Bucuresti. S-
au realizat hidrogeluri, membrane (pelicule) si matrici cu urmatoarele materiale:

»  cagi componente antimicrobiene s-au ales: - iodoformul si oxitetraciclina,

» pentru proprietatile antiinflamatorii i antibacterienes am folosit clorura de zinc,

» iar ca si componenta antiinflamatorie si cicatrizanta am folosit produse naturale de provenientd marina, adica
algele marine de tipul: Ulva lactuca si Cladophora vagabunda.

S-au testat diverse concentratii ale substantelor active, astfel incéat sa se poata determina concentratia optima pentru
bioformularea pansamentelor.
Metodele de obtinere ale biomaterialelor, au fost urmatoarele:

» Hidrogelurile colagenice au fost obtinute prin amestecarea gelurilor ajustate la concentratia de 0.4% si pH 7
cu trietanolamina si diferite substante active, in concentratii diferite fata de substanta uscatd. Hidrogelurile
au fost reticulate cu acid tanic, in proportie de 10 % fata de colagen mentinute la 4°C timp de 24 de ore.

» Membranele (Peliculele), s-au obtinut din hidrogelurile reticulate si combinate cu substantele active, prin
turnarea n placi Petri. Uscarea s-a efectuat la temperatura camerei, 22°C, timp de 24-72 ore.

» Matricile s-au obtinut din liofilizatele colagenice. Hidrogelurile au fost liofilizate utilizand liofilizatorul
Lacombco si au aceeasi compozitie ca si hidrolizatele colagenice.

V.3.2 REZULTATE OBTINUTE LA FORMULAREA DE
HIDROGELURI COLAGENICE

V.3.2.1 HIDROGELURI COLAGENICE CU OXITETRACICLINA
Oxitetraciclina este un antibiotic din grupa tetraciclinelor produsa de Streptomyces rimosus ce actioneaza
bacteriostatic impotriva bacteriilor Gram-pozitive (Actinomyces spp., Baccilus anthracis, Clostridium perfrinigens,
Clostridium tetani, Listeria monocytogenes, Nocardia) si Gram-negative (Haemophilus spp., Escherichia coli,
Salmonella choleraesuis, Shigella, Yersinia pestis) micoplasme, chlamidii, ricketsii si protozoare la animale.

17



Fig.V.6 Hidrogeluri colagenice din peste Grey Mullet cu Oxitetraciclina

Preparatul cu Oxitetraciclind actioneaza prin blocarea sintezei proteice in celula bacteriana. Ca substrat proteic s-a
utilizat gelul din vitel 2.63% si hidrogelul de peste chefal (Fig.V6).

V.3.2.2 HIDROGELURI COLAGENICE CU IODOFORM

lodoformul (din greaca ioeides = violet, iod + latina formica = furnica sau trilodmetanul) este un compus organic
halogenat cu iod, cu formula CHI3, mult utilizat in trecut ca antiseptic local sub forma de pasta in tratamentul ranilor
si abceselor si ca tifon steril impregnat cu pastd pentru tamponarea cavitdtilor dupa chirurgia orala si
otorinolaringologica

V.3.2.3 HIDROGELURI COLAGENICE CU CLORURA DE ZINC

Clorura de zinc in solutie 8% are actiune astringenta si bacteriostatica. Este indicata pentru badijonarea ulceratiilor
gingivale, in solutiec 10%, iar in solutic 30% este folositd pentru badijonari in parodontite marginale si pentru
cauterizarea aftelor bucale si ale regiunilor hiperplaziate din gingivita hiperplazica. Mai este indicata si in cazurile de
hipersensibilitate dentinara, unde produce distrugerea terminatiilor nervoase superficiale si anestezie. In solutie de 10-
40% se recomanda dupa detartraj. Solutiile concentrate sunt caustice si de aceea se va evita contactul prelungit cu
mucoasa. Solutia de clorura de zinc 30%, are utilizare ca : astringent, folosit pentru negi, veruci.

V.3.2.4 HIDROGELURI COLAGENICE CU ALGE MARINE

Prepararea hidrogelurilor de colagen cu alge marine
Pentru a putea stabili din masuritori reologice daca intre componentele din cele trei extracte hidroalcoolice din alge
si colagenul fibrilar tip I existd sau nu interactiuni, s-au preparat geluri cu aceeasi concentratie de colagen si care
contin 5 %, respectiv 10 % 1n alcool etilic care constituie mediul de dispersie al gelurilor de colagen ce contin extracte
(cantitatile de substante introduse odatd cu extractele sunt foarte mici in gelurile finale si pot fi neglijate), si care au
fost utilizate pentru a se efectua comparatia.
Gelurile de colagen in care s-a introdus 5 % solutie de alcool etilic 70 % contin 3,5 % in procente de masa sau 4,03 %
in procente de volum alcool etilic, iar cele cu 10% solutie de alcool etilic contin cantitatile duble, respectiv 7 % in
procente de masa si 8,06 % in procente de volum, alcool etilic. Alcoolul etilic exista in aceleasi procente de masa sau
de volum si in gelurile de colagen care contin cantitatile corespunzatoare de extracte din alge. Gelurile sunt prezentate
n Tabelul V.2.

Tabelul V.2 Gelurile de colagen cu alge marine

Tip de alga Concentratia % Observatii
0 Incolor,
Gel simplu 5% transparent
10 % putin opalescent
Gel cu Ulva Lactuca 5% Transparent, culoare slab verde
10 % Putin opac, intens verde
Gel cu Cladophora | 5% Slab opalescent, verde gélbui
vagabunda 10 % Putin opalescent, verde maroniu
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V.4 FORMULAREA DE MEMBRANE (PELICULE) COLAGENICE CU
DIVERSE SUBSTANTE ACTIVE

V.4.1 MATERIAL SI METODA
Membranele (Peliculele), s-au obtinut din hidrogelurile reticulate si combinate cu substantele active, prin turnarea in
placi Petri. Uscarea s-a efectuat la temperatura camerei, 22°C, timp de 24-72 ore. In studiul de fata, s-au utilizat geluri
de colagen vitel si peste chefal, care s-au combinat cu Iodoform 10% si oxitetraciclind 3%. Hidrogelurile amestecuri,
S-au turnat in placi Petri i uscate la temperatura camerei 230C, timp de 72 ore.

V.4.2.2 PELICULE DIN COLAGEN NATIV DE PESTE DE Grey Mullet

Hidrogelul din peste chefal Grey Mullet, a fost turnat in placi Petri, dupa o prealabild agitare pentru indepartarea
aerului. Peliculele colagenice obtinute din peste au fost comparate cu cele din colagen de vitel.

3>,
3

Mullet

in Fig.V.16 sunt prezentate plicile in care s-a turnat hidrogelul de colagen nativ. Pentru membranele destinate tratarii
ranilor, substantele active utilizate au fost antimicrobiene: oxitetraciclind 3%, iodoformul 10% si clorura de zinc.

V.20Pelicule de Fig.V.21 Pelicula din Fig.V.22 Peliculd din colagen Fig.V.23  Pelicule din

colagen din peste cu colagen de peste cu de chefal peste cu Zn CI2 3% colagen de peste reticulat
lodoform 10%, Oxitetraciclind 3%

A £ ks

<

Membranele obtinute dupa perioada de uscare, sunt prezentate in Fig. V.20, Fig.V.21 si Fig.V.22. In Figura V.20, sunt
prezentate membranele de colagen impregnate cu lodoform 10%. Aspectul elastic §i omogenitatea substantelor in
membranele finalizate se poate observa si in cazul peliculelor cu clorura de zinc 3% si oxitetraciclind 3% (vezi
Fig.V.21 si Fig.V 22) . Din Fig. V. 23, se poate remarca aspectul poros al membranelor obtinute, care au capacitate
mare de absorbtie. Aceasta proprietate reprezinta o caracteristica importanta a biomaterialelor.

V.4.2.3 PELICULE DIN COLAGEN DE PESTE CU ALGE MARINE

Pentru obtinerea peliculelor cu alge marine, s-au folosit pulberi ale algelor verzi, Cladophora lactuca si Ulva
vagabunda. Membranele astfel preparate, sunt vizate pentru efectul lor farmacologic antiinflamator, cu aplicatii in
domeniul stomatologic. in Fig. V.25 se prezinti o membrana pregatita prin turnarea hidrogelului iar in Fig.V.26 sunt
prezentate pelicule cu alge marine, obtinute dupd uscare, la temperatura camerei.

~

Fig.V.25 Pelicula colagen peste ~ Fig.V.26 Pelicula colagen peste + pulbere
+ pulbere Cladophora Ulva Lactuca
vagabunda
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V.5 MATRICI COLAGENICE CU DIVERSE SUBSTANTE ACTIVE

O matrice poroasa serveste ca analog al MEC, actionand ca suport fizic si regulator insolubil al activitatii biologice,
afectand migrarea, contractia si diviziunea celulelor. [O’Brien F. J., 2005].

Asemenea matrici se aplicd in medicind ca hemostatic si material de protectie pentru rani [M. Chvapil M, 2002],
[Geiger M., 2002]. O alta aplicatie a matricilor colagenice este ca schelet in ingineria tisulard, sisteme de eliberare
predictibila si indelungata a celulelor, proteinelor, acizilor nucleici si medicamentelor, [Glattauer V., 2010], [Takeshita
F., 2009], [Sano A., 2003]. Matricile colagenice pot accelera legarea si cresterea celulelor si tesuturilor [Yannas I.V.,
1989], [Van Tienen T.G., 2002]. Matricile s-au obtinut prin liofilizarea hidrogelurilor la temperatura de (-40) °C si
presiunea de 0,12 atm utiliz&nd un liofilizator Labconco.

V.5.1 MATRICI POROASE DE COLAGEN CU ALGE MARINE

Matricile de colagen cu alge s-au preparat prin doua procedee:

» imbibarea matricilor obtinute din gelul de colagen cu caracteristicile de mai sus, in care colagenul din gel a

fost reticulat cu aldehida glutarica pentru stabilizare prin imersare in extractele hidroalcoolice din alge;

» prepararea matricilor prin liofilizarea gelurilor de colagen care contin extracte hidroalcoolice din alge.
Primul procedeu este mai comod, deoarece se poate obtine o cantitate mai mare de matrici spongioase din colagen
care se introduc apoi in extractele din algele dorite, dar procedeul conduce la matrici care contin cantitati
necontrolabile de extracte, ceea ce face ca cel de al doilea, desi mult mai putin rapid si mai costisitor, sa fie preferat.

Prepararea matricilor

Gelul cu concentratia 1 % in colagen, obtinut prin diluare cu apa distilata din gelul initial cu concentratia de 1,66 %
si adus la pH = 7,5 cu solutie concentrati de amoniac, maturat timp de 12 ore la temperatura de 4 °C, s-a reticulat cu
aldehida glutarica — folosind o concentratie a aldehidei glutarice de 0,1 % raportata la cantitatea de colagen din gel —
timp de 24 ore la aceeasi temperaturd. Gelul de colagen astfel pregatit s-a introdus apoi in tavi de inox intr-0 astfel de
cantitate Incat sa se obtina in final un strat de gel cu grosimea de cca 5 mm. Aceasta reprezinta, totodata, si grosimea
finala a matricilor poroase. Procedeul de obtinere a matricile poroase pe baza de colagen constd in liofilizarea
hidrogelurilor acestuia.

V.2.1 MATRICI COLAGENICE DIN COLAGEN NATIV

Matricile de colagen preparate in cadrul lucrarii, s-au obtinut prin liofilizarea hidrogelurilor de peste Grey Mullet, cu
pH 3,4 si concentratia de 1,68%, la temperatura de (-40) °Csi presiunea de 0,12 atm utilizand un liofilizator Labconco.
Pregatirea matricilor colagenice a presupus realizarea in prealabil a reticularii hidrogelului de colagen, care s-a
efectuat cu Acid tanic, in proportie de 10% fata de colagen.

In figura V.37, se prezinti colagenul pregitit pentru introducerea in liofilizator. Colagenul nativ din pielea de chefal,
izolat prin cele 2 procedee de tratament acid, extractie cu acid acetic 0.5 M si acid clorhidric 0.1M, a fost supus
liofilizdrii. S-au obtinut matrici poroase, conform celor prezentate in Fig. V.38 siii'g. V.39.

&

e

Fig.V.37 Matrice din colagen nativ F1gV38 Matrice obtinuta din cal.égeh Fig.V.39 Matrice obtinuta
de peste Tnainte de liofilizare extras cu Acid acetic 0.5 M din colagen extras cu HCI
0.1M

V.5.2.2 MATRICI COLAGENICE CU OXITETRACICLINA
Pentru aplicatii pe rani contaminate si infectate, s-a avut in vedere prepararea de matrici cu antibiotice. Oxitetraciclina
poate fi usor incorporata in hidrogelul initial, deoarece acesta prezinta solubilitate buna in apa.

Din figura V.41, se poate observa ca matricea cu oxitetraciclina 1% si 3% rezultata are aspect omogen de culoare, cu
aspect spongiform si o porozitate evidentd, ceea ce demonstreza ca oxitetraciclina s-a distribuit uniform printre
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ochiurile retelei hidrogelului caracterizat. Oxitetraciclina fiind o moleculd fotosensibila, necesitd protectic la
expunerea la lumind, pentru ca acestea sa nu se coloreze in brun.

V.5.2.3 MATRICI COLAGENICE CU IODOFORM

Ca si substantd antiseptica, dezinfectantd, am ales iodoformul, pentru prepararea matricilor cu aplicabilitate Tn
chirurgia plastica si vasculara si anume, tratarea piciorului diabetic. Experienta clinica din aceasta zona a demonstrat
eficienta iodoformului ca antiseptic, iar ca si suport de cedare s-a utilizat o matrice obtinuta din colagenul izolat din
pielea de chefal. Pentru omogenitatea preparatului, iododormul a fost initial solubilizat cu Tween 80, iar apoi
usor emulsionat cu ulei de ricin. S-a impiedicat astfel, depunerea iodoformului si obtinerea unui preparat neomogen.
In Fig.V.42 se prezintd o matrice colagenici cu iodoform. Matricea prezintd aspect spongios, porozitate buni, cu
canale evidente in porozitatea buretelui si distributie omogena a substantei active.

V.5.2.4 MATRICI COLAGENICE CU CLORURA DE ZINC

Pentru actiunea astringentd antibacteriana, s-au formulat matrici cu clorurd de zinc. Aceasta fiind o substanta
hidrosolubild, permite incorporarea uniforma a substantei active. In figura V.43 se prezintd matricile colagenice cu
clorura de zinc. Se pot observa aspectele poroase, spongioase ale matricilor cu clorura de zinc, care se pot utiliza cu
succes ca i biomateriale.

Fig.V.41 Matrici cu oxitetraciclind Fig.V.42 Matrice colagenica cu Fig. V. 43 Matrici colagenice
1%, 3% iodoform cu clorura de zinc
CAPITOLUL VI

STUDII REOLOGICE COMPARATIVE PE FORMULARI CU COLAGEN MARIN SI DE VITEL

Reologia studiaza raspunsul materiei la actiunea solicitarilor externe. Deoarece studiaza doar deplasarile insotite de
deformatii se mai numeste stiinta deformatiei si curgerii [W. Friess, 1998]
Fluidelor 1i se pot aplica atit tensiuni de forfecare (tangentiale) — metoda stationara, cat si oscilatorii - metoda
dinamica. Spre deosebire de masuratorile reologice In regim stationar, care afecteaza structura sistemelor disperse
datorita fortelor de forfecare la care acestea sunt supuse, cele in regim dinamic nu afecteaza sistemele, astfel incét
parametrii reologici determinati au valorile reale.

V1.1 MATERIALE SI METODE

Masuritorile reologice dinamice au fost realizate cu microreometrul Micro Fourier Transform Rheometer MFR
2100 (GBC, Australia), care functioneaza Tn regim de curgere sub compresie, prezentat Tn capitolul IV. Reometrele
inregistreaza rezistenta generatd de material in timpul deformatiei. La amplitudini ale deformatiei suficient de mici
cele doua componente -vascoasa si elastic se compun liniar, iar masuratorile permit determinarea modulilor de stocare
G’, si de pierderi G, in functie de frecventa miscarii oscilatorii.
Reticularea colagenului s-a realizat cu acid tanic, in concentratie de 10% fata de colagen. Caracterizarea reologica a
vizat mai intai proprietitile de curgere, apoi dinamica colagenului din peste de chefal si de vitel, in combinatii cu
diverse substante active :
iodoform
clorura de zinc
hidrogeluri colagenice cu alge
hidrogeluri colagenice cu chitosan si alge marine
Solubilizarea iodoformului s-a realizat cu Tween 80, iar stabilizarea in emulsie, cu ulei de ricin.
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VIL.2.1 REZULTATELE STUDIILOR REOLOGICE PE FORMULARI
CU COLAGEN DIN VITEL

Caracterizarea prin comportare reologicad dinamica. Comportarea vascoelastica se poate determina din masurarea
modulilor de elasticitate sau de stocare G’ si a celor de pierderi sau de vascozitate G** la amplitudini ale deformatiei
suficient de mici, pentru ca materialele sa prezinte raspuns vascoelastic liniar. Astfel, valori mari ale lui G’ indica
preponderenta proprietatilor elastice, iar valori mari ale lui G’’, predominanta proprietatilor vascoase.

Tn acelasi timp, cei doi moduli oferd date despre distinctia dintre sistemele reticulate si nereticulate, in sensul in care
n cazul celor reticulate, cei doi moduli au valori foarte mari, iar curbele care dau dependenta acestora de frecventa
aplicatd, sunt aproape paralele. Pentru sistemele nereticulate, nu exista nici o relatie intre cei doi moduli sau variatia
acestora cu frecventa. Colagenul din vitel, s-a utilizat in concentratie de 1,72%, fiind diluat din concentratia sa initiala
de 2.82%.

VI1.2.3 REOGRAMELE OBTINUTE PENTRU PROBELE DE COLAGEN EXTRAS DIN PIELE DE PESTE
Colagenul izolat din pielea de Grey Mullet, a fost caracterizat reologic, in stare nativa si in combinatii de
hidrogeluri cu concentratii variabile de iodoform intre 1%,2%, 3%, 4% si 5%, conform Tabelului VI.13. Toate

experimentele au fost efectuate la 25 °C si reproduse de doua ori cu o precizie buna.

Tabelul VI.13 Compozitiile pentru colagenul izolat din pielea de Grey Mullet

Proba Compozitie (colagen peste)
1(P) Colagen 0,4% in acid acetic 0,1M
1(P") Colagen 0,4%, acid tanic 0,04% in acid acetic 0,1M
2(P) Colagen 0,4%, acid tanic 0,04%, Tween 2,4%, ulei 1,16% in acid acetic 0,1M
3(P) Colagen 0,4%, acid tanic 0,04%, Tween 2,4%, ulei 1,16%, iodoform 1% in acid acetic
0,1M
4(P) Colagen 0,4%, acid tanic 0,04%, Tween 2,4%, ulei 1,16%, iodoform 2% in acid acetic
0,1M
5(P) Colagen 0,4%, acid tanic 0,04%, Tween 2,4%, ulei 1,16%, iodoform 3% Tn acid acetic
0,1M
6(P) Colagen 0,4%, acid tanic 0,04%, Tween 2,4%, ulei 1,16%, iodoform 4% in acid acetic
0,1M
7(P) Colagen 0,4%, acid tanic 0,04%, Tween 2,4%, ulei 1,16%, iodoform 5% in acid acetic
0,1M
- - - proba 1(P)
= - proba 1°'(P)
- z : _ - proba 2(P)
" - = o - proba 3(P)
- e - Proba sam
g *3 T -1 E - proba 6§P;
- proba 7(P)
w, rad/s
Fig. VI.21 Dependenta logaritmica a vascozitatii dinamice in functie de frecventa
unghiulari pentru probele indicate la 25°C

Din analiza reogramelor prezentate in Fig.VI.21 pentru probele de colagen din peste si combinatiile sale cu iodoform,
rezultd cd cea mai mare vascozitate o prezinta probele de colagen reticulat cu Acid tanic. Se pot trage urmatoarele
concluzii:

e  Agentul de reticulare creste vascozitatea colagenului.
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e Analiza reogramelor combinatiilor de colagen peste, cu iodoform de diverse concentratii ,aratd cd ,cea mai
mare vascozitate o prezintd concentratia de 5% in iodoform.

e Vascozitatea scade progresiv in ordinea descrescdtoare a concentratiei de iodoform, iar cea mai mica
vascozitate o prezintd proba de colagen reticulat si in prezenta de Tween 80, ceea ce demonstreza ca agentul
tensioactiv pe langa faptul ca scade tensiunea superficiala, reduce si vascozitatea preparatului.

e
. G e
proba 1(P) 104 = G

104
proba 1'(P)

G, G" Pa
G, G" Pa

radls o, rad/s
o,

Fig. VI.24b Modulii de stocare si de pierderi pentru
colagenul din peste reticulat cu Acid Tanic

Fig. VI.24a Modulii de stocare si de pierderi pentru
colagenul din peste nereticulat

Dependenta logaritmicd a modulilor de stocare si de pierderi in functie de frecventa unghiulard pentru proba 1(P),
colagen peste nereticulat la 25°C, este prezentati in Fig.V1.24a., iar pentru colagenul din peste reticulat in Fig. VI.24b.
Proba prezintd un punct de gel la aprox. 1 rad/s, sub aceastd valoare proba fiind preponderent vascoasa, iar peste
aceasta valoare avand predominant caracter de gel.

A o
10 =
proba 6(P)

POreY
10 | - o
proba 7(P)

G,G' Pa
G,G' Pa

T T T
10 100 1 10 100

w, rad/s

w, rad/s

Fig. VI.29 Modulii de stocare si de pierderi pentru
colagen de peste si iodoform 4%

Fig.VI.30 Modulii de stocare si de pierderi pentru
colagen de peste si iodoform 5%

Dependenta logaritmica a modulilor de stocare si de pierderi in functie de frecventa unghiulara pentru proba 6(P) si
7(P) la 25°C, indica faptul ci proba este preponderent in stare viscoasi pe intreg domeniul de frecvente unghiulare,
conform Fig.VI.29, si Fig. VI.30.

VL3 STUDII DE MICROSCOPIE OPTICA A FORMULARILOR PE COLAGEN
DIN PESTE CHEFAL (Grey Mulet)

Morfologia de suprafata a hidrogelurilor a fost studiata prin scanarea de microscopie optica.

S-a utilizat tehnica diferentei de cale optica (OPD) pentru a cuantifica organizarea fibrelor de colagen in timpul
reparatiei cutanate si pentru a urmari distributia substantelor active incorporate

Peliculele sunt realizate din colagen din peste, reticulate cu Acid tanic si combinate cu substantele active. Imaginile
de microscopie opticd au fost realizate la microscopul cu camera optica, Olympus. Ca si proba martor, pentru
aprecierea distributiei si conformatiei fibrilelor de colagen, s-au efectuat studii de microsopie pe pelicule de hidrogel
de colagen nativ din peste, reticulat cu Acid Tanic.
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Fig.VL.31, prezinta imaginile de microscopie opticd pentru peliculele de colagen din peste reticulat. Se observa
structurile lamelare, in care se disting fibrilele de collagen

Pelicule de colagen din piele de chefal Pelicula cu cloruri de zinc
Fig.V1.31 Imagini de microscopie optica pentru pelicule de 32 Imagini de microscopie optica
colagen reticulat pentru pelicule de colagen din

peste cu clorurd de zinc

Pelicule de colagen din peste cu oxitetraciclina Pelicula cu iodoform

Fig. VI.33 Imagini de microscopie optica pentru pelicule de colagen din  Fig VI1.34 Imagini de microscopie
peste cu oxitetraciclind optica pentru pelicule de colagen din
peste cu iodoform

Fig.V1.32 prezinta pelicule cu clorura de zinc 1%. Modificarile morfologice se datoreaza componentelor de substante
active, care se accentueaza cu marirea cantitatii.

Fig.V1.33 prezintd pelicule cu oxitetraciclind 1%. Introducerea acestor substante in hidrogeluri da pelicule cu
aglomerate de fibrile, dimensiuni si distributii ale porilor mai mari comparativ cu martorul, respectiv peliculele de
colagen nativ, iar Fig.V1.34 prezinta pelicule cu iodoform.

Pelicule din compozit pelicule de Colagen cu Chitosan si Alge marine

Fig. V1.35 Imagini de microscopie optica pentru pelicule de Colagen cu Chitosan Masa
molec. medie + Extract de alge 10%

Figurile VI.35 si V1.36, redau imaginile obtinute prin microscopie opticd pentru pelicule de compozit realizate din
colagen din peste Grey Mullet cu doua tipuri de chitosan: cu greutate moleculara mic si greutate moleculard mare, in
care s-au Tncorporat extracte hidroalcoolice din alge marine.
Studii de microscopie optica: Imaginile OPD arata :
» mentinerea structurii lamelare pentru peliculele obtinute din hidrogelurile acide pentru cantitatea minima de
substanta activa,respectiv oxitetracicling, clorurd de zinc, iodoform sau extracte de alge marine, dar lamelele
sunt mai groase si mai putin distantate decat pentru martor.
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» modificarile morfologice se datoreaza reticularii produse de componentele active antimicrobiene si/sau celor
din extractele de alge, care se accentueaza cu marirea cantitatii.

CAPITOLUL VII
CERCETARI PRIVIND CAPACITATEA ANTIOXIDANTA A UNOR PREPARATE CU COLAGEN
EXTRAS DIN PESTE GREY MULLET DIN MAREA NEAGRA

Obiectivul studiului consta in a evidentia existenta activitatii antioxidante a formelor farmaceutice preparate din
hidrolizate de colagen marin obtinut din peste din Marea Neagra, in care au fost incorporate diferite substante.
Motivatia studiului a fost generata de necesitatea studierii proprietatilor unor noi formuléri farmaceutice destinate
cicatrizarii si videcdrii ranilor si escarelor bolnavilor diabetici.

VII.1 DETERMINAREA ACTIVITATII ANTIOXIDANTE TOTALE A COLAGENULUI DIN PESTE
PRIN CHEMILUMINESCENTA

Scopul studiului este de a determina activitatea antioxidanta totala prin metoda chemiluminescentei atat la hidrolizatul
colagenic cat si la geluri preparate cu hidrolizate colagenice, si anume:

hidrolizat colagenic 1n solutie alcoolica si iodoform de diferite concentratii,

hidrolizat colagenic 1n solutie alcoolica si Zn Cl, 30%,

hidrolizat colagenic in solutie alcoolica si Zn Clz2 30% si iodoform de diferite concentratii,

hidrolizat colagenic in solutie alcoolica si heparina.

Materiale si metoda

In aceastd metoda atét antioxidantii solubili in apa cat si in lipide pot fi masurati in citeva minute fird o preparare
laborioasa a probelor. [Negreanu-Pirjol T., 2012]. Criteriul important pentru alegerea metodei ACL prin
fotochemiluminescenta include timpul scurt necesar analizei respective si al pregatirii probei. Varietatea de probe ce
pot fi masurate cu aceasta tehnica este mare. Principiul fotochemiluminescentei este bazat pe excitarea fotochimica a
probei, care duce la o crestere accelerata a reactiilor de pana la de 100 de ori mai mare fata de conditiile normale.
Rezultate si discutii

Pentru cuantificarea capacitatii antioxidante masurate, s-a trasat curba etalon folosind substanta standard: Troloxul
(derivat de vitamina E). Rezultatele sunt redate in nmol/proba. in Fig. VIL.4 si VIL5 sunt prezentate curba etalon si
respectiv curbele Tnregistrate de aparat pentru probele luate In lucru.

. . . . . . . Type ‘ Curve ‘ M|S ‘ Sample-ID Inhibition | Quantity | Remark
! ! ! ! ! ‘ ! e MBlnkay 0 0p 0000
8.0 : ¢ | i i i ¢ i et
H H H H H H [ RSD=--
/i Clelank 10 047t
7.0 ; ; i i ; ; ; e ok 2 0p 0108
‘ i ‘ ‘ ‘ ‘ i P % ‘ MBlank 3 0B 0452
&.0 ; ya H [OStandard 4 ot 0155 0.500 nmel
i / - Standard 5 02 0139 0,500 nmol
g i A ¥l Standard & 0B 0.230 1.000 nmal
g =° A [stendsrd 7 0 0300 1000 nmol
i i i X 7 [Standard & 05 0489 2,000 nmol
4.0 i : i SEREEE [Ostandard 9 0 0494 2000 nmol
i i MStandard 10 Q] 0575 3000 nmol
5.0 I - < [Standard 11 08 051 3000 nmel
H e H ¥ Standard 12 [UE} 0780 4000 nmel
I MStndard 13 010 0735 4,000 nmol
S VS [stendard 14 011 0486 2000 nmal
*f Standard 15 (Q[12 039 2000 nmel
T T T T T T T y T [ Standard 16 013 0502 2000 nmel
04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24
A /Quantity [ Blank 17 10001 0287 Blanck1
[V Blank 18 10002 -0.049 Black 2
s = SRt ) s BT gBlank 19 10003 0183 Blank 3

Fig. VIL.4 Curba etalon pentru standardele folosite la

determinarea capacitatii antixidante totale prin

chemiluminescenta

Tn Tabelele VIL.3, VIL.4 si VIL5 sunt sistematizate rezultatele obtinute pentru capacitatile antioxidante totale care au
solutiile de colagen din peste (Chefal din Marea Neagra) :

= diferite concentratii de colagen 1n solutii apoase

= diferite concentratii de colagen in solutii alcoolice de etanol 40%
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= diferite concentratii de colagen in solutii alcoolice de etanol 50%
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Fig. VIL.5 Rezultate pentru CTA pentru amestecuri de colagen

Tabelul VI1.3 Rezultate obtinute pentru probele de colagen in solutii apoase

Volum | Timpul (nmol/
Nr. proba/compozitia | proba de Inhibitia | volum
compozitului gelic utilizat | analiza proba) Constatari

(uL) (sec
P1- Colagen 1n apa 10 120 0,773 2.991 Prezinta activitate antioxidanta
P2- Colagen in apa 10 120 0.118 0.456 Prezinta activitate antioxidanta
P3- Colagen in apa 10 120 0.095 0.368 Prezinta activitate antioxidanta
P4- Colagen in apa 10 120 0.073 0.283 Prezinta activitate antioxidanta
P5 - Colagen in apa 10 120 0.061 0.234 Prezinta activitate antioxidanta
P6 - Colagen in apa 10 120 0.060 0.233 Prezinta activitate antioxidanta

Se constatd ca hidrolizatul de colagen in solutie apoasa prezinta activitate antioxidanta in toate probele analizate. CTA
(capacitatea antioxidanta totald) scade cu cresterea dilutiei probelor.

Tabelul VII.4 Rezultate obtinute pentru probele de colagen 1n solutii alcoolice
cu cencentratii de 40% alcool etilic

Volum Timpul (nmol/
Nr. proba/compozitia proba de Aria  de | volum
compozitului gelic utilizat analiza Inhibitie proba) Constatari
(uh) (sec)
C1 - Colagen 1 + alcool 40% 10 120 0.084 0.323 Prezinta activitate
antioxidanta
C2 - Colagen 2 + alcool 40% 10 120 0.072 0.280 Prezinta activitate
antioxidantd
C3 - Colagen 3 + alcool 40% 10 120 0.035 0.186 Prezinta activitate
antioxidantd
C4 - Colagen 4 + alcool 40% 10 120 0.045 0.175 Prezinta activitate
antioxidanta
C5 - Colagen 5 + alcool 40% 10 120 0.024 0.091 Prezinta activitate
antioxidantd

Tabelul VII.5 Rezultate obtinute pentru probele de colagen in solutii alcoolice
cu concentratii de 50% alcool etilic
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Volum | Timpul (nmol/ volum

de de Aria de | probd)
Nr.proba/compozitia proba | analizd | Inhibitie Constatari
compozitului gelic utilizat | (sec.)

(uL)
B1 - Colagen 1 + alcool 50% 10 120 0.053 0.205 Prezintd activitate antioxidanta
B2 - Colagen 2 + alcool 50% | 10 120 0.025 0.097 Prezintd activitate antioxidanta
B3 - Colagen 3 + alcool 50% 10 120 0.003 0.011 Prezintd activitate antioxidantd
B4 - Colagen 4 + alcool 50% 10 120 0.018 0.071 Prezintd activitate antioxidanta
B5 - Colagen 5 + alcool 50% | 10 120 0.015 0.059 Prezintd activitate antioxidanta

Se constata ca hidrolizatul de colagen in solutii alcoolice prezintd de asemenea activitate antioxidanta in poate probele
analizate. CTA (capacitatea antioxidanta totald) scade cu cresterea dilutiei probelor. Solutiile apoase de colagen au
CTA cea mai mare (probele P1-P6 cu valoarea maxima 2,991 si minima de 0.233 nmoli/volum proba). Se constata de
asemenea ca hidrolizatul colagenic prezinta activitate antioxidantd mai mare in solutii de 40% alcool etilic (probele
C1-C5 cu valoarea maxima de 0,323 si minim de 0,091 nmoli/ volum proba) fatd de aceleasi concentratii de colagen
in solutii de 50% alcool etilic (probele B1-B5 cu valoarea maxima de 0,205 si minima de 0,059 nmoli/ volum proba).
Din studiul realizat pe formulari farmaceutice preparate din hidrolizat colagenic din peste cu diferiti componenti se
pot urmatoarele concluzii:

» Din studiul CTA (capacitatii antioxidante totale) prezentatd de hidrolizatul din colagen din peste marin in
solutii apoase si alcoolice:

» Se constatd de asemenea ca hidrolizatul colagenic prezinta activitate antioxidantd mai mare in solutii de 40%
alcool etilic (probele C1-C5 cu valoarea maxima de 0,323 si minim de 0,091 nmoli/ volum proba) fatd de
aceleasi concentratii de colagen in solutii de 50% alcool etilic (probele B1-B5 cu valoarea maxima de 0,205
si minima de 0,059 nmoli/ volum proba).

» Se constata cd toate probele cu solutiile apoase si alcoolice de colagen si solutii de concentratii diferite de
Iodoform prezinta ACL (activitate antioxidantd) prin valorile pozitive obtinute. Cea mai mare capacitate
antioxidantd o prezinta solutiile de lodoform in solutii apoase de colagen din peste (valori cuprinse intre
0,891 si 0,437 nmoli/ volum proba) fatd de colagenul in solutii alcoolice de 40% alcool etilic cu Iofoform
(valori cuprinse intre 0,254 si 0,179 nmoli/ volum proba). Cele mai mici rezultate au fost obtinute de
colagenul 1n solutii alcoolice de 50% alcool etilic cu Iodoform (valori cuprinse intre 0,191 si 0,086 nmoli/
volum proba).

CAPITOLUL VIII
CERCETARI PRIVIND ACTIVITATEA ANTIMICOBIANA SI STUDII COMPARATIVE IN VIVO PE
FORMULARI FARMACETICE SEMISOLIDE PA BAZA DE COLAGEN

Studiile antimicrobiene ale biomaterialelor obtinute din colagenul extras din piele de Grey Mullet s-au efectuat pe
doua tipuri de bacterii patogenice si anume, o bacterie gram-pozitiva, Staphylococcus aureus si una gram-negativa,
Escherichia coli.

Staphylococcus aureus produce infectii supurative sau septicemii, infectii ale pielii si ale tesuturilor moi, determina
infectarea secundara a plagilor. Escherichia coli este mai putin importantd pentru rani.

VIIL2 REZULTATE SI DISCUTII PRIVIND ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A FORMULARILOR
FARMACEUTICE PE ESCHERICHIA COLI

VIIL2.1. ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA PENTRU HIDROGELURI
CU ESCHERICHIA COLI

Pentru concentratiile de 3% 1n substante active, din VIII.13, se poate observa faptul ca se pastreza ierarhizarea
activitatii antimicrobiene, iar aceasta creste o data cu cresterea concentratiei (Fig. VIII.17).
Pentru clorura de zinc, conform Fig. VIIL.16, zona de inhibitie creste de la 5 cm , ct reprezinta inhibitia produsa de
colagenul nativ, la 6 cm. Aceleasi valori crescétoare le observam la amestecul cu oxitetraciclind, care imbunatateste
semnificativ, activitatea antibacteriana a colagenului nativ.
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Activitatea antimicrobiana pe hidrogelurile cu substante active,S-a urmarit comparative, pe doud concentratii diferite:

1%, respectiv 3%.

Fig.VII1.13. Activitatea antimicrobiana a colagenului
de peste pe Escherichia coli concentratii 1%

1- Colagen peste — Martor,2-Colagen peste + lodoform
1%,3-Colagen Peste + Oxitetraciclina 1%,4-Colagen

antimicrobiana a
Escherichia coli

Fig.VIII.14.  Activitatea
colagenului de peste pe
concentratii 3%

1- Colagen peste — Martor,2-Colagen peste +

peste + Clorura de zinc 1% lodoform 3%,3-Colagen Peste + Oxitetraciclina

3%,4-Colagen peste + Clorura de zinc 3%

Studiile comparative ale inhibitiei generate de hidrogelurile din peste cu concentratii variate, 1% si 3%, sunt prezentate
Tn Fig. VIII.17. Se remarca o crestere a zonelor de inhibitie, ceea ce confirma faptul ca existd o dependenta liniara
intre concentratie si zona de inhibitie indusa.

7

6
2 600%
52
= i o,
.§4 400% CP +ZnCI2
<3 4 200% CP + IODOFORM
c
,32 ] 0% == “=  CONCENTRATI

1 - B CONCENTRAFII B COLAGEN PESTE

0 - T ' ‘ ® CP + IODOFORM B CP +OXITETRACICLINA
Colagen din Peste Colagen + .

oxitetraciclina 3% an

Fig.VIII.16Activitatea antimicrobiana a
combinatiilor de hidrogeluri in concentratie de3%

Fig. VII1.17 Variatia activitatii antimicrobiene in functie
de concentratie

VIIL2.2 ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A HIDROGELURILOR CU
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Un alt obiectiv al studiului I-a reprezentat evaluarea activitatii antimicrobiene pe medii cultivate cu Staphylococcus
aureus. Cele mai importante infectii cutanate sunt generate de acest germen, germen gram pozitiv. S-au urmarit
inhibitia produsa pe hidrogeluri cu aceleasi substante active ,Oxitetraciclind 1%, lodoform 1%, Clorura de zinc 1% si
concentratiile aferente 3%.

VIII.2.3 ACTIVITATEA ANTIMICROBINA A PELICULELOR PE TULPINI DE
Escherichia coli si Staphylococcus aureus

Un alt obiectiv al studiului I-a reprezentat evaluarea activititii antimicrobiene a peliculelor obtinute din hidrogelul de
peste Grey Mullet extras, pe medii cultivate cu Staphylococcus aureus.

Peliculele impregnate cu diverse substante active, au fost atasate pe mediul nutritiv, pe cat posibil in arii egale de 2/2
cm, pentru evaluarea corectd a zonelor de inhibitie generate.
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Fig.VIIL.24 Activitatea antimicrobiana pe Fig. VIIL.25 Activitatea antimicrobiana pe Escherichia
Staphylococcus aureus coli

Activitatea pe Staphylococcus aureus evidentiaza o inhibitie maxima a hidrogelului cu oxitetraciclind, 5 cm zona de
inhibitie, urmata de mixul cu iodoform, 4.6 cm (Fig.VIII.24)

Inhibitia pe Escherichia coli péstreaza ierarhia combinatiilor de hidrogeluri, avand oxitetraciclina pe primul loc, cu
4.6 cm arie de inhibitie. Studiul activitatii antimicrobiene pe cele 2 tulpini, demonstreaza faptul ca exista activitate de
inhibitie generata de peliculele obtinute, fapt ce oferd posibilitatea utilizarii lor ca biomateriale, in domeniul medical
si farmaceutic.

VIIL3 STUDII IN VIVO PE FORMULARI FARMACETICE - HIDROGELURI
COLAGENICE DIN PESTE MARIN GREY MULLET DIN MAREA NEAGRA

Un alt obiectiv important, al prezentei teze I-a reprezentat testarea in vivo a biomaterialelor obtinute din colagenul
marin extras si prezentat in Capitolul IV. S-au studiat biomaterialele obtinute din hidrogelurile combinate cu aceleasi
substante active, prezentate in capitolul V. S-au efectuat studii comparative, pe hidrogelurile din colagen de vitel si
colagenul din peste chefal. Acest studiu, prezentat in detaliu si in Capitolul IV, fost realizat la Institutul National
Victor Babes Bucuresti iar din punct de vedere etic, a fost realizat in conformitate cu Legislatia Nationala, sub
Autorizatia nr. 342 / 04.04.2017.

VIIL.3.1 MATERIALE SI METODA PENTRU STUDIILE IN VIVO PE HIDROGELURI COLAGENICE

Materialele si tehnica de lucru utilizate au fost prezentate in Capitolul IV. Hidrogelurile utilizate au avut ca baza
hidrogelurile extrase din piele de chefal si hidrogelul de vitel, obtinut de la Institutul National de Pielarie. Acestea au
fost combinate cu: Oxitetraciclind, lodoform Tn concentratie de 1%. S-a urmarit astfel, evaluarea capacitatii de
vindecare, pe concentratii minime de substante active. S-au efectuat urmatoarele mixuri de hidrogeluri: Studiul a fost
efectuat pe un lot de 7 soareci, care au fost urmariti pe o perioada de 6 zile, Tn perioada 12.06.2017 - 19.06.2017 si a
urmarit mai multe etape. Constituirea grupurilor de lucru: soarecii au fost repartizati aleatoriu in doua grupe, incluznd
grupul de control si control pozitiv. Martorii tratati cu colagen de vitel si colagen din piele de peste,
grupul de control pozitiv, care include soarecii tratati cu mixurile de colagen.
Modelul ranii de excizie a fost utilizat pentru studierea ratei de contractie a ranii si a epitelizarii. Hidrogelurile
respective au fost aplicate topic pe zona de ranire a animalelor din grupurile respective o datd pe zi pana la epitelizarea
completd ,incepand cu ziua de functionare, timp de 7 zile. Mixurile de hidrogeluri de umplere au fost utilizate ca
medicament de control pozitiv. Dintre parametrii determinarii in vivo, s-au studiat: contractia procentuald a ranilor,
perioada de epitelizare si masurarea indicelui de rana.

Rezultate si Discutii
Pentru definitivarea studiului, s-a luat in calcul si o proba de hidrogel de peste , combinat cu cele doua substante active,
oxitetraciclina si iodoform(vezi Fig. V111.47). Contractia procentuala a ranii, evidentiaza la finalul studiului, anumite
aspecte selectate si prezentate in Tabelul VIIL.3.

Tabelul VIII.3 Aspectul plagii pe tipuri si mixuri de colagen

Proba  Martor | Colagen + | Colagen + lodoform | Colagen +
Oxitetraciclina 1% 1% 10d1%+0Oxi 1%
Colagen vitel (1) DESCHIS (2) INCHIS (3) DESCHIS
Colagen Pegte (4) DESCHIS (5) INCHIS (6) INCHIS (7) INCHIS
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Unde: Deschis plaga cu aspect discontinuu — vindecare intarziata
Inchis plagé cu aspect continuu
Masurarea indicelui de rana (Ind.R)
Pentru masurarea indicelui de rana care a fost masurat zilnic, s-a utilizat un sistem de notare arbitrar( vezi Tabelul
VIII.4):

Tabelul VIII.4 Parametrii indicelui de rand in functie de hidrogelul aplicat

Proba  Martor | Colagen + | Colagen + | Colagen +
Oxitetraciclina 1% lodoform 1% lod 1%+ Oxi 1%
Colagen vitel P1 Ind.R2 P2 IndR1 P3 Ind.R2
Colagen Pegte P4 Ind.R2 P5 IndR1 P6 Ind.R1 P7Ind.RO

Soarecii 1, 4, 5, 7 — proces accelerat de vindecare raportat la martori. Dintre acestia cel mai bine se prezintd P7
asocierea de Colagen peste cu substante antimicrobiene si antiseptice, oxitetraciclina +iodoform, precum si probele
P1 i P 5, respectiv hidrogelurile cu oxitetraciclina si iodoform, conform Fig. VII1.48. Rezultatele parametrilor urmariti
la finalul studiului: indice de epitelizare si rata de contractie, sunt prezentati in Tabelul VI1I1.5.

Tabelul VIIL5 Indicele terapeutic si rata de contractie
Martor Colagen + | Colagen + lodoform

Proba Colagen +

Oxitetraciclina 1%

1%

lod 1%+ Oxi 1%

Colagen vitel | P1:Ind.R 2- 2.3cm

P2:IndR1-23cm

P3: Ind.R 2-2,35 cm

Colagen Peste | P4: Ind.R 2 -2.3cm

P5 :Ind.R1- 2.45

P6: Ind.R 1-2.4 cm

P7:Ind.R 0 -2.5cm

Actiunea de cicatrizare a colagenului atit de peste cat si de vitel, este potentatd Tn special de prezenta Oxitetraciclinei,
iar combinatia Oxitetraciclina, lodoform, confera produsului o eficienta maxima la aplicare. Hidrogelurile a caror
activitate a fost Tmbunatatita,prezinta si indici de vindecare accelerati fata de colagenul nativ. Studiile comparative ale
ratei de vindecare ale colagenului de vitel si cel din peste arata ca un proces mai rapid de vindecare a prezentat
colagenul din peste.

RATA DE EPITELIZARE A BIOMATERIALELOR
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Fig. VII1.48 Variatia ratei de epitelizare pe bioamaterialele colagenice din
peste de Grey Mullet si colagen din vitel

CAPITOLUL IX
STUDII IN VITRO PRIVIND CINETICA DE CEDARE A OXITETRACICLINEI DIN
HIDROGELURI COLAGENICE

IX.1 MATERIALE SI METODE

A fost studiati cinetica cedarii in vitro a oxitetracilinei din preparate semisolide realizate din hidrolizate de colagen
din peste Grey Mullet si oxitetracilina.

Pentru analiza comparativa a profilelor de cedare in vitro au fost utilizate celule verticale de difuzie corespunzatoare
modelului A din capitolul 1724 al United States Pharmacopeia (Hanson Miccroette, Hanson Research Inc; sisteme de
6 celule). Reprezinta unitati de testare de tip Franz, in cadrul cérora doze pseudoinfinite de produse semisolide
destinate administrarii locale au fost aplicate in conditii ocluzive. Mediul receptor a fost reprezentat de un amestec
hidroalcoolic (30% etanol absolut de puritate cromatografica in apa purificata, v/v), capabil sa asigure o solubilitate
adecvatd analitului de interes. Dupa degazare prin filtrare la temperatura camerei sub vid, mediul a fost transferat in
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vase tampon si incalzit la 32+0.5°C. Compartimentul inferior, receptor, a avut un volum util de 10 mL, variatiile intre
celule fiind mai mici de 10% (corespunzator unui volum de 1 mL).
Au fost testate opt formulari semisolide topice in triplicat, iar codificarea utilizata in continuare este de tip F1 —F8. Tn
dezvoltarea protocolului experimental au fost utilizate mai multe tipuri de membrane hidrofile, avand porozitate
variabild. Formularile F7 si F8 au prezentat o compatibilitate redusa cu polimerii din compozitia interfetelor uzuale
(polisulfond, polieter-sulfond, amestecuri de esteri de celuloza, chiar fibra de sticla. Pentru formularile F5 si F6 s-a
observat ca pierderea integritatii a survenit dupa un interval de 4 ore. Astfel, protocolul de lucru a fost adaptat dupa
cum urmeaza:

» s-a optat pentru excluderea formularilor F7 si F8 din analiza profilelor de cedare in vitro;

» pentru formularile F1, F2, F3 si F4, durata testelor a fost de 6 ore, iar prelevarile manuale ale probelor de 0.5
mL din mediul receptor s-au efectuat la 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 si 360 de minute dupa aplicare si
pornirea agitarii (600 rpm, prin intermediul unor bare magnetice avand atasate spire de inox);
pentru formuldrile F5 si F6, durata testelor a fost redusa la 3 ore, iar colectarea probelor s-a efectuat la 15,
30, 60, 90, 120 si 180 de minute;
in toate cazurile, membranele artificiale de nylon cu por de 0.45 pm au fost imbibate in mediul receptor
degazat timp de 30 de minute;
probele au fost colectate n tuburi Eppendorf de 1.5 mL, preetichetate;
prelevarea s-a realizat in circuit inchis (evacuare si inlocuire simultana cu mediu blank, dupa oprirea agitarii
si la un debit aproximativ de 1 mL/min);
determinarea cantitativad a analitului de interes (oxitetraciclind) s-a efectuat prin aplicarea unei metode
spectrofotometrice (spectrofotometru tip Agilent 8453, Agilent Instruments, Germania), dotat cu detector de
tip sir de diode si ansamblu de 8 cuve de cuart, cu drum optic declarat de 10.00 mm.
1X.2 REZULTATE OBTINUTE
S-a obtinut mai intdi spectrul de absorbtie al oxitetraciclinei in domeniu 190-1100 nm (10 pg/mL), prezentat in Fig.
IX.1.
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Fig. IX.1 Spectrul de absorbtie al | Fig. 1X.2 Spectre suprapuse de | Fig. IX 3 Curba de ééiibrare utilizata in

oxitetraciclinei Tn domeniu 190- | absorbtie pentru probele de | determinarea cantitativa a
1100 nm (10 pg/mL) si identificarea | calibrare ale oxitetraciclinei oxiteraciclinei in probele prelevate
maximelor specifice n mediu (Amax=273nm, R2=0.99964)
hidroalcoolic

Apoi s-au realizat spectrele suprapuse de absorbtie pentru probele de calibrare ale oxitetraciclinei, prezentate in Fig.
IX.2. Curba de calibrare utilizata in determinarea cantitativa a oxiteraciclinei in probele prelevate este prezentatd in
Fig. IX.3. Concentratiile si cantitatile totale de oxitetraciclina cedate din formularile experimentale sunt prezentate in
continuare, pentru fiecare timp de prelevare si pentru fiecare unitate de testare (celuld verticald de difuzie). Analiza
datelor experimentale a inclus evaluarea variabilitatii (statistica descriptiva) si aplicarea modelului de cedare Higuchi.
Ulterior au fost considerate cinetici alternative (de tip 0), care au fost interpretate din perspectiva etapei limitante de
viteza. Formulari: F1 (celulele 1-3) F2 (celulele 4-6). Pentru cele 6 celule au fost stabilite concentratiile pentru
oxitetraciclina prezentate in Tabelul IX.1 Cantitatile totale cedate de oxitetraciclina raportate la unitatea de suprafata
sunt prezentate in Tabelul IX.2. Elementele de statistica descriptiva pentru cedarea oxitetraciclinei (aplicarea
modelului Higuchi; n=3) sunt prezentate Tn Tabelul IX.3.

Profilele de cedare in vitro ale oxitetraciclinei din formularile experimentale

Tabel 1X.10 Parametrii statistici pentru cedarea oxitetraciclinei
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(cinetica de ordin O comparative cu modelul Higuchi)

Cinetica de ordin 0 F1 F2 F3 F4
Viteza de cedare in vitro (png/cm2/min) 3.09 1.76 0.29 0.36
Latentd (min) -49.25 31.15 17.92 13.73
Coeficient de corelatie (R2) 0.9941 0.9955 0.9977 0.9876
Model Higuchi F1 F2 F3 F4
Viteza de cedare in vitro (ng/cm2/min0.5) 75.40 43.66 7.21 8.79
Latentd (min0.5) -448.02 -204.86 -20.49 -33.18
Coeficient de corelatie (R2) 0.9717 0.9895 0.9807 0.9722

Profilele medii de cedare ale oxitetraciclinei (n=3, medie + deviatie standard) din formularile experimentale F1, F2,
F3 si F4
cinetica de ordin 0
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Fig.IX.17 Profilele medii de cedare ale oxitetraciclinei dupa o cineticd dupa modelul Higuchi

Profilele de cedare si parametrii cinetici trebuie comentate in functie de compozitie:

Modelul Higuchi nu a fost aplicabil, ceea ce a demonstrat ca procesul difuzional este Insotit de alte fenomene.

Cel mai probabil, componente ale formularilor, altele decat oxitratraciclina, sunt transferate prin membrana artificiala
si joacd rolul de agent solubilizant in mediul receptor.
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CONCLUZII GENERALE

Din Capitolul 1V se pot evidentia urmatoarele aspecte:
Din subcapitolul IV.1 privind extractia colagenului din pielea de Grey Mullet se pot trage urmatoarele concluzii:

>

>

>
>

>

Colagenul din pielea de chefal Grey Mullet a fost izolat cu succes prin metoda cu tratament acid :cu acid
acetic 0.5 M, acid clorhidric 0.1 M, cét si prin tratament enzimatic cu pepsina.

Rezultatele au aratat cd pepsina imbunatateste eficienta de extractie in colagen, deoarece este capabila sa
creeze Th mod specific regiuni de telopeptida a colagenului.

Concentratia optimd a NaCl, utilizatd pentru precipitarea colagenului a fost de 0.9M.

Randamentele de extractie au variat intre 47.3% la colagenul extras prin tratament acid, cu acid acetic 0.5 M,
31.5 % la extractia cu acid clorhidric si 7.10% la extractia cu pepsina.

Reticularea s-a realizat cu acid tanic 2%, utilizat in proportie de 10% fata de colagen.

Hidrolizatul colagenic obtinut din Grey Mullet poate fi utilizat Th continuare cu succes Tn obtinerea de diferite formulari
farmaceutice semisolide cu costuri reduse. Colagenul extras a fost caracterizat prin metode rapide de analiza, dar si
prin metode fizico-chimice complexe, de mare acuratete. Astfel se pot evidentia:

>

vV Vv VvV Y V

VvV VYVV V

Metodele rapide de caracterizare: prin determinarea azotului total,substanta proteica, pH-ul, continutul de
cenusa, de substante grase si continutul de substante minerale,arata ca puritatea colagenului din hidrogelul
initial corespunde utilizarii sale ca biomaterial.

Analiza cromatografica a evidentiat ca In ambele situatii, ASC si PSC au avut aceleasi caracteristici,schema
electroforetica tipicd a colagenului tip I, constand din doud lanturi a cu doua tipuri distincte precum al si
a2, variind Tn mobilitatea lor. Pozitiile electroforetice ale lanturilor o din colagenul din piele de chefal, obtinut
prin cele 2 tratamente, au fost similare si apropiate cu cele ale colagenului de bovine utilizat ca si martor,
respectiv 120 kDa pentru lantul al si 110 kDa pentru lantul a2.

Pentru a cuantifica continutul de colagen din solutiile extrase, s-a determinat continutul de hidroxiprolina ca
un marker specific acestei proteine.

Am realizat validarea metodei de analiza spectrofotometrica pentru determinarea hidroxiprolinei din peste
marin.

Prezenta conformatiei de triplu helix a colagenului a fost determinata prin studii de spectroscopie UV -DC si
FTIR.

Spectrul UV-DC al hidrogelului cu concentratia 1,68% colagen in acid acetic 0,5 M demonstreaza ci extractia
nu a afectat conformatia de helix triplu a colagenului nativ.

S-au obtinut valori apropiate pentru parametrul Rpn valoarea 0,10 la colagen din peste si respectiv Rpn
valoarea 0,12 la colagen din vitel. Aceste rezultate atesta faptul ca in timpul extractiei, structura helixului
triplu al colagenului nu a fost afectata,iar hidrogelul colagenic obtinut atat din piele de peste la fel ca si cel
din piele de vitel se poate utiliza pentru biomateriale.

Spectrele FT-IR al hidrolizatului colagenic din pielea pestilor de chefal, prezinta benzi de absorbtie situate
in banda amidica. Benzile de amida I, II si III cunoscute a fi responsabile de gradul de ordine moleculara
descoperite in colagen si de a fi implicate in formarea structurii sale de triplu helix. Acidul tanic nu modifica
pozitiile benzilor amida I-I1I, A si a grupei -CH2, necesare identificarii conformatiei colagenului, respectiv
prezentei sau absentei colagenului denaturat. Valorile AIII/A1450 >1, deci nu exista colagen denaturat.

Din analiza termogravimetrica a rezultat ca temperatura de denaturare termica, a fost apreciata la 25,6 oC,
ceea ce concorda cu datele din literatura, demonstrand prezenta colagenului, in solutiile hidrolizate obtinute.
Td este si un indicator al stabilitatii colagenului, aceasta variind cu continutul de hidroxiprolina si anume cu
cat aceasta este mai mare, cu atit structura elicoidald este mai stabila.

Din analiza de microscopie optica si electronica SEM, imaginile SEM au confirmat existenta unei retele de
colagen compacte.

Tn cazul ASC, a fost observant un burete de colagen, granulat cu fibrile neregulate dar dense.

Pentru colagenul PSC, fibrilele sunt mai scurte, neregulate, dar care confera acelasi aspect poros al retelei.
Imaginile de microscopie opticd, prin colorantii specifici pentru colagen fibrillar Tip I au demonstrat existenta
fibrilelor de colagen, in hidrogelul studiat.

Aceste rezultate dovedesc ca metodele de extractie utilizate au avut un randament bun, iar hidrogelul obtinut,
are continut de colagen, fibrilar Tip L.

Referitor la analiza reologica se poate concluziona ca:

>

Modelarea comportamentului reologic al colagenului extras prin tratament acid, s-a studiat folosind modelul
Ostwald-de Waele. S-a confirmat astfel tipul de curgere.
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Toate hidrogelurile au comportare pseudoplastica, dar vascozititile sunt mult mai mari la o concentratie data
pentru cele extrase cu acid acetic 0.5 M.

Reogramele colagenului din peste sunt similare cu ale celui din vitel, curbele de curgere fiind descrescatoare
si dependente de fortele de forfecare.

Proprietatile mecanice demonstrate ale colagenului: elasticitatea si vAscozitatea au o importantd substantiala
pentru performanta materialelor.

Consistenta de gel precum si parametrii vasco - elastici, influenteaza si cinetica de eliberare a medicamentelor
din formulérile farmaceutice preparate din acestea.

Din studii comparative in vivo pe hidrolizatele colagenice din diferite surse se poate evidentia ca:

>
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La 7 zile postexcizie, si dupa 6 aplicari, rezultatele au fost in ordinea eficientei in procesul de cicatrizare:
soarecii nr 1-martor colagen vitel si 4 -martor colagen peste, au prezentat proces de vindecare incetinit
raportat cu restul soarecilor.

Rata de vindecare, estimata prin contractia ranii a fost de 2.3 cm la colagenul de peste si 2.1 cm la colagenul
de vitel.

Perioada de epitelizare a fost de 7 zile pentru colagenul de chefal si de 8 zile pentru colagenul din vitel.
Masurarea indicelui de rana a fost de 1 la hidrogelul de peste si 2 1n cazul celui din vitel

Dintre cei doi martori, un proces mai rapid de vindecare a prezentat colagenul din peste, comparativ cu cel
din vitel.

Colagenul insusi este considerat medicament respectiv principiu activ, fiind utilizat — sub diferite forme — ca
hemostatic si pansament in tratamentul diferitelor tipuri de leziuni.

Din Capitolul V se pot trage urmatoarele concluzii:

>

>

>

>

>

Hidrogelurile obtinute au prezentat aspect omogen pentru toate combinatiile de substante active si in
concentratiile studiate:

Hidrogelurile cu oxitetraciclind, prezintd omogenitate datorita solubilitatii substantei active.Acestea prezinta
aspect si consistenta gelica, iar variatia substantei active nu modifica vascozitatea preparatului.
Hidrogelurile cu iodoform au consistenta gelica, al caror aspect variaza in functie de concentratia substantei
active. Solubilitatea iodoformului a fost crescutd prin adaugare de Tween 80, iar stabilitatea sistemului prin
adaugare de ulei de ricin.Cresterea concentratiei substantei active determind cresterea vascozitatii si
intensificarea culorii.

Hidrogelurile cu clorura de zinc sunt preparate omogene atit prin consistenta cat si prin continut de substanta,
datorita hidrosolubilitatii substantei.

Hidrogelurile compozit cu continut de alge marine au fost supuse mai intai maturarii. Au aspect gelic, iar
consistenta si intensificarea culorii creste cu concentratia de alge sau extraxte de alge Tncorporate.Toate
gelurile care au pH neutru au vascozitatea mult mai mare decét a celor cu pH-ul 3, astfel incat acestea nu mai
pot fi supuse masuratorilor reologice (se distrug sub actiunea tensiunilor de forfecare).

Considerand proprietatile de vindecare a ranilor detinute de colagen si alte combinatii este de asteptat ca
incorporarea extractelor de alge in hidrogeluri de colagen sd conduca la obtinerea de biomateriale sub forma
de: hidrogeluri, matrici spongioase si membrane, destinate pentru tratarea ranilor deschise de diferite
etiologii, neinfectate sau infectate.

Au fost realizate membrane colagenice cu alge marine. Aceste formulari farmaceutice prezinta elasticitate
buna, bioadezivitate si rezistentd mecanica. Ele au fost testate intr-un cabinet stomatologic, prin introducerea
n sacul parodontal

Omogenitatea gelurilor se reflectd si Tn omogenitatea matricilor poroase: astfel, matricile obtinute au
prezentat dimensiuni diferite ale porilor. Cele cu extracte din alge prezintd pori de diverse dimensiuni si
destul de omogeni, matricile de Ulva Lactuca pori mai mari si mai diferiti ca dimensiuni, iar in matricea de
Cladophora vagabunda se observa aglomerate, determinate de portiunile in care gelul a fost mai vascos.
Puterea de Incorporare a substantelor active este crescuta si pastreaza omogenitatea hidrogelului initial.

Din Capitolul VI se pot concluziona urmatoarele aspecte pentru colagenul din peste si formularile sale:

>
>

>

Agentul de reticulare utilizat, Acidul tanic creste vascozitatea colagenului.

Reogramele hidrogelurilor aratd ca cea mai convenabila concentratie pentru prepararea biomaterialelor —
hidrogeluri i matrici poroase — este 1,68%.

Reologia dinamica arata cd hidrogelurile sunt predominant elastice. Componentele elastice cresc mai mult
decit cele vascoase, cu marirea cantitatii de Acid tanic §i cresterea cantitatilor de substante utilizate, ca si
substante antimicrobiene. agentul de reticulare utilizat, acidul tanic creste vascozitatea colagenului.

Analiza reogramelor combinatiilor de colagen din peste, cu iodoform de diverse concentratii utilizate, arata
ca, cea mai mare vascozitate o prezintd concentratia de 5% in iodoform.
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» Vascozitatea scade progresiv in ordinea descrescatoare a concentratiei de iodoform, iar cea mai mica
vascozitate o prezintd proba de colagen reticulat si in prezenta de Tween 80, ceea ce demonstreza ca agentul
tensioactiv pe langa faptul ca scade tensiunea superficiala, reduce si vascozitatea preparatului.

» Dependenta logaritmicad a modulilor de stocare G’ si de pierderi G’” in functie de frecventa unghiulara pentru
proba de colagen din peste si iodoform 2% la 25°C aratd ca proba este preponerent in stare de gel pe intreg
domeniul de frecvente unghiulare, iar pentru proba pentru proba de colagen din peste si iodoform 3% la 25°C,
arata ca proba este preponerent in stare vascoasa pe intreg domeniul de frecvente unghiulare.

» Pentru colagenul din peste cu iodoform 4% si 5%, dependenta logaritmica a modulilor de stocare G’ si de
pierderi G, in functie de frecventa unghiulara la 25°C, indici faptul ci proba este preponderent in stare
vascoasa pe intreg domeniul de frecvente unghiulare.

Din Studiile de microscopie optica realizate imaginile OPD arata:

» Mentinerea structurii lamelare pentru peliculele obtinute din hidrogelurile acide pentru cantitatea minima de
substanta activa,respectiv oxitetracicling, clorura de zinc, iodoform sau extracte de alge marine, dar lamelele
sunt mai groase si mai putin distantate decat pentru martor.

» Modificarile morfologice se datoreaza reticularii produse de componentele active antimicrobiene si/sau celor
din extractele de alge, care se accentueaza cu marirea cantitatii

» Lacompozite, se observa ca, comparativ cu imaginile peliculelor de colagen nativ, structura lamelara dispare,
apare o distributie larga si aglomerate de fibrile, care confera o structura complexa a peliculelor.Colagenul
isi pastreaza fibrilele, se constatd o incorporare uniforma a continutului de extracte din alge, iar chitosanul
conferd structura compactd a preparatului.Colagenul isi pastreaza fibrilele, care incorporeaza uniform
continutul de extracte din alge, iar chitosanul confera structura compacti a preparatului

Din Capitolul V11 referitor la Capacitatea antioxidanta su pot evidentia:

» Din studiul CTA (capacitatii antioxidante totale) prezentata de hidrolizatul din colagen din peste marin in
solutii apoase si alcoolice:

» Au fost analizate mai multiple solutii apoase si alcoolice de concentratii de 40% si respectiv 50% alcool
etilic. Toate solutiile au prezentat activitate antioxidanta.

» Solutiile apoase de colagen prezinta activitate antioxidantd evidentd (probele P1-P6 cu valoarea maxima
2,991 si minima de 0.233 nmoli/ volum proba).

» Se constatd de asemenea ca hidrolizatul colagenic prezinta activitate antioxidanta mai mare Tn solutii de 40%
alcool etilic (probele C1-C5 cu valoarea maxima de 0,323 si minim de 0,091 nmoli/ volum proba) fatd de
aceleasi concentratii de colagen in solutii de 50% alcool etilic (probele B1-B5 cu valoarea maxima de 0,205
si minima de 0,059 nmoli/ volum proba).

Din studiul CTA (capacitatii antioxidante totale) prezentatd de hidrolizatul din colagen din peste marin in solutii
apoase si alcoolice si diferite substante cu actiune terapeutica:

>
>

>

Solutiile apoase si alcoolice de colagen si heparina inregistreaza activitate antioxidanta.

Se constata ca probele: Z3 — Colagen in alcool etilic 40% + ZnCl2 15%, Z4 — Colagen in alcool etilic 50% +
ZnCl12 15% si Z7 — Colagen in alcool etilic 50% + ZnCl12 10% prezinta activitate antioxidanta cu valori pozitive
atat pentru inhibitie cat si pentru activitatea totald antioxidanta. Cea mai mare activitate o prezintd proba Z3 (6,851
nmoli/ volum proba) care contine colagen in alcool etilic 40% + solutie ZnCl12 15%. In concluzie se constata ca
numai numai solutiile alcoolice de colagen + ZnCI2 prezinta activitate antioxidanta totala pe curbele studiate.
Restul probelor preparate din colagen de peste + ZnClI2 in solutii apoase si alcoolice prezintd inhibitie, insa
valorile activitatilor antioxidante realizate nu se regasesc pe curbele analizate.

Se constata ca toate probele cu solutiile apoase si alcoolice de colagen si solutii de concentratii diferite de
Iodoform prezintd ACL (activitate antioxidantd) prin valorile pozitive obtinute. Cea mai mare capacitate
antioxidanta o prezinta solutiile de Iodoform in solutii apoase de colagen din peste (valori cuprinse intre 0,891 si
0,437 nmoli/ volum proba) fatd de colagenul in solutii alcoolice de 40% alcool etilic cu Iodoform (valori cuprinse
intre 0,254 i 0,179 nmoli/ volum proba). Cele mai mici rezultate au fost obtinute de colagenul in solutii alcoolice
de 50% alcool etilic cu lodoform (valori cuprinse intre 0,191 si 0,086 nmoli/ volum proba).

n toate probele amestecurilor cuaternare formate din solutii apoase si alcoolice de hidrolizat colagenic cu
concentratii diferite de lodoform si ZnClI2 30% , se constata cé se inregistreaza inhibitie cu valori pozitive dar
rezultatul ACL nu se situeaza pe curba (valorile pentru ACL sunt negative).

Nu se pot trage concluzii pertinente pentru aceste amestecuri cuaternare. Sunt necesare studii suplimentare prin
alte tipuri de metode complementare. Curbele realizate pot fi neadecvate pentru solutii multicomponente.

Din capitolul VIII referitor la Capacitatea antimicrobiana. Hidrogelurile i peliculele prezinta activitate
antimicrobiana pe tulpinile studiate si Tn combinatiile propuse de 1% si 3%. lerarhizarea activitatii antimicrobiene pe
mixurile de hidrogeluri cét si pe peliculele respective, arata ca, pe primul loc se afla:
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Studiile

Hidrogelurile cu oxitetraciclina, urmate de

Hidrogelurile cu iodoform

Hidrogelurile cu clorura de zinc

Hidrogelurile de colagen nativ.

Trebuie evidentiata activitatea antimicrobiana semnificativa a colagenului nativ din peste de Grey Mullet
izolat si caracterizat Tn aceasta teza.

Activitatea antimicrobiana a crescut prin adaugarea de substante antimicrobiene (oxitetraciclind), antiseptice
astringente (clorura de zinc) si antibacteriene (iodoformul)

Cresterea concentratiei substantelor active, au evidentiat o crestere liniard a activitatii cu aceasta.

Studiul activitatii pe cele tulpini, au aratat o activitate mai intensa pe Staphylococ auriu, decét pe Escherichia
coli, ceea ce dovedeste eficienta acestor biomateriale pentru destinatiile preconizate si anume, infectiile pielii.
Hidrogelurile din preparatele CT 1 — Col. —alge 10%, CT 2 — Col. —alge 10%, CT 1 — Col. —alge 20%, si CT
2 — Col. — alge 20% prezinta activitate antimicrobiand crescutd. Zonele de inhibitie mai mari decét pentru
fiecare component n parte.

Atat hidrogelurile cat si peliculele, reprezinta solutii importante pentru vindecarea ranilor, cu largi aplicatii
in domeniul medical si farmaceutic.

Compozitul format din colagen - chitosan - extract de alge marine, prezintd activitate antimicrobiana marita
mai mult decat dublul activitatii oricarui component individual din compozit.

in vivo comparative ale colagenului marin extras din pielea de chefal de Marea Neagr:i si colagenul din

piele de vitel, au fost realizate la Institutul National, Victor Babes Bucuresti.

>

>
>

Din punct de vedere etic, studiul a fost efectuat in conformitate cu Legislatia Nationala, acesta avand
Autorizatia nr. 342 / 04.04.2017 n studiul de fata s-a utilizat, modelul ranii de excizie.

Modelul réanii de excizie a fost utilizat pentru studierea ratei de contractie a ranii si a epitelizarii

Studiile efectuate pe leziunile induse pe sobolani,, dupa aplicarea hidrogelurilor native de vitel si peste,
precum si combinatiile de hidrogeluri cu oxitetraciclind 1% si iodoform 1%,dupa 7 zile de aplicare, arata ca
vindecarea completd o produce colagenul din peste cu oxitetraciclind, urmata de hidrogelul de vitel cu
oxitetraciclind. Potentarea reciproca are deci loc la acest raport intre produse.

Din Capitolul IX din studiile in vitro privind Profilele de cedare a substantei medicamentoase din hidrogeluri
colagenice extras din pestele Grey Mullet din Marea Neagra si parametrii cinetici obtinuti in functie de compozitie, se
pot trage urmatoarele concluzii:
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Modelul Higuchi nu a fost aplicabil, ceea ce a demonstrat cd procesul difuzional este insotit de alte fenomene.
Cel mai probabil, componente ale formularilor, altele decat oxitetraciclina, sunt transferate prin membrana
artificiala si joaca rolul de agent solubilizant in mediul receptor.

Schimbarea modelului cinetic a avut loc dupa primele 90-120 de minute.

De obicei, acest aspect este tipic fenomenelor de difuzie inversa, caracterizat de trecerea componentelor
mediului receptor in compartimentul donor si manifestarea unui efect osmotic.

Este important de mentionat faptul cd pentru grupul de formuldri F1-F4, modelul cinetic de ordin 0 a
aproximat foarte bine datele experimentale.

Posibilad explicatie ar fi precipitarea oxitetraciclinei la nivelul porilor membranei. Astfel, cedarea in vitro nu
mai este dominatd de microstructura formularii semisolide.

Limitanta cinetica (etapa limitativa de proces) a procesului global este dizolvarea lenta a oxitetraciclinei in
hidrogelul colagenic, lucru foarte important pentru obtinerea formulérilor.
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