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INTRODUCERE

Cercetarile efectuate in cadrul studiului doctoral s-au axat pe sinteza de noi
materiale pe baza de colagen, materiale in care s-a inglobat un medicament.
Medicamentele avute in vedere au fost piroxicam - un antiinflamator nesteroidian din
clasa oxicamilor si ciprofloxacind - un antibiotic din clasa flurochinolonelor. Aceste
materiale au fost de natura spongioasa si reprezinta o importanta sursa de materiale
biocompatibile cu organismul uman, ajutand totodata si la refacerea si vindecarea
tesutului traumatizat, avand beneficiul de a fi absorbite, si de a elibera substantele
medicamentoase la nivel local.

In urma studiului de literaturd s-a constatat ca utilizarea unor astfel de materiale
reprezintd o metoda adjuvanta in tratamentele chirurgicale, intrucat materialele
spongioase pot inmagazina medicamente si ajuta la regenerarea tisulara la nivel local
prin intermediul colagenului.

Lucrarea este structurata in doua parti si alcatuita din opt capitole. Prima parte
cuprinde 3 capitole si sunt dedicate studiului documentar, iar cea de — a doua parte
cuprinde 5 capitole ce prezinta contributiile originale.



In capitolul 1 sunt prezentate diverse specialititi chirurgicale in care se pot aplica
bureti ce contin antiinflamator si antibiotic cu rol in regenerarea si accelerarea vindecarii
locale. Mai sunt expuse diverse materiale organice si anorganice ce pot fi folosite ca
biomateriale In domeniul medical, inclusiv prezentarea anumitor substante
medicamentoase aplicate sistemic sau local.

Capitolul 2 consta in aprofundarea elementelor, proprietatilor, biomimeticii si
caracteristicilor materialelor de colagen, precum si in evidentierea aplicabilitatii acestora
in domeniul medico - chirurgical.

Capitolul 3 descrie principiile si metodele cinetice de analiza matematica a
eliberdrii substantelor medicamentoase, precum si cateva exemple orientative.

Capitolul 4 descrie reactivii, aparatura si metodele utilizate pentru obtinerea si
caracterizarea buretilor pe baza de colagen cu substante medicamentoase.

In capitolul 5 sunt prezentate analizele care au fost realizate pentru buretii de
colagen cu piroxicam, respectiv masuratori optice, experimente de degradare enzimatica,
de absorbtie de apa si de eliberare a medicamentului in vitro, cu aplicatii In domeniul
veterinar.

Capitolul 6 prezinta analizele care au fost realizate pentru buretii de colagen cu
piroxicam, respectiv masuratori optice, masuratori spectrale, experimente de degradare
enzimatica, de absorbtie de apa si de eliberare a in vitro medicamentului, cu aplicatii in
domeniul medical.

Capitolul 7 descrie analizele care au fost realizate pentru buretii de colagen cu
ciprofloxacina, respectiv masuratori optice, masuratori spectrale, efecte biologice asupra
unor microorganisme patogenice, studiul citotoxic pe celule normale cu testare in vitro,
experiemente de degradare enzimaticd, de absorbtie de apa si de eliberarea in vitro a
medicamentului, cu aplicatii in domeniul medical.

Capitolul 8 descrie teste preliminare prin experimente de degradare enzimatica
si de absorbtie de apa pentru bureti de colagen cu antibiotic si antiinflamator cu
potentiale aplicatii in diverse specialitati chirurgicale, precum chirurgia orala sau
chirurgia de cap si gat sau alte specialitati chirurgicale.

Teza se Incheie cu prezentarea concluziilor generale, a contributiilor originale, a
perspectivelor ulterioare de dezvoltare, a listei de lucrari publicate si a conferintelor,
precum si a referintelor bibliografice.

Teza cuprinde 23 figuri, 13 tabele si 166 referinte bibliografice.

Rezultatele acestei teze au fost valorificate prin 3 publicatii din care 1 articol In
Buletinul UPB si 2 articole in jurnale cotate ISI. De asemenea, rezultatele au fost
prezentate la 1 conferinta internationala.

In acest rezumat atat paginatia din cuprins, cat si numerotarea capitolelor, a
subcapitolelor, a figurilor, a tabelelor si a referintelor bibliografice sunt pastrate ca in
teza.
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CAPITOLUL 1. MATERIALE UTILIZATE IN CHIRURGIA ORALA SI
MAXILO - FACIALA
1.1.2. CHIRURGIA ORO - MAXILO - FACIALA

Chirurgia oro - maxilo - faciala (OMF) reprezinta o ramura chirurgicala a
medicinei ce se ocupa cu tratamentul de natura chirurgicala a partilor moi cervico -
faciale, a oaselor viscerocraniului, a glandelor salivare, a articulatiei temporo -
mandibulare, a malformatiilor craniofaciale, cu plastia reconstructiva in chirurgia de cap
si gat si, de asemenea, cu tratamentul chirurgical al afectiunilor dento - parodontale. Din
acest motiv medicii specialisti in Chirurgia Oro-Maxilo-Faciala detin dubla licents, fiind
absolventi atat ai Facultatii de Medicina Generala cat si ai Facultatii de Medicina Dentara
[1-3]. Chirurgia orala reprezinta doar o mica parte din Chirurgia Oro - Maxilo - Facial3,
aceasta limitandu-se doar la interventiile de la nivelul cavitatii bucale/orale.

In specialitatile chirurgicale de cap si gat, de chirurgie plastica, precum si in alte
specialitati chirurgicale sunt utilizate diverse materiale organice si anorganice ce
prezinta biocompatibilitate cu organismul uman. Pe langa aceste materiale mai pot fi
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utilizate si diverse substante medicamentoase ce pot fi aplicate la nivel local sau sistemic,
precum antibioticele, antisepticele sau antiinflamatoarele. Toate aceste elemente
imbinate au ca scop final de imbunatatire a calitatii vietii in urma interventiilor
chirurgicale si reprezinta o metoda adjuvanta in procesul de vindecare si refacere a
organismului la nivel local.

CAPITOLUL 2. COLAGENUL
2.2. PROPRIETATILE COLAGENULUI

Colagenul reprezinta una dintre cele mai abundente proteine fibroase ce
indeplineste foarte multe functii mecanice, in mod special la mamifere, sub toate formele
sale ce il definesc. El se prezinta ca un polimer ce se poate caracteriza printr-o hidrofilie
accentuatd, prin caracter ionic variabil, printr-o functionalitate diversificata, putand fi
implicat Tn mai multe sisteme ce interactioneaza cu diverse componente
macromoleculare sau micromoleculare [36, 37, 43-47].

2.3. MATERIALE PE BAZA DE COLAGEN

Materialele pe baza de colagen se pot realiza dintr-o mare varietate de structuri
de naturda moleculara, In microstructuri sau nanostructuri ce se pot gasi sub forma de
hidrogel (pentru o cedare controlata a diverselor componente ce pot fi inglobate),
membrane de colagen (pot fi folosite in procesul terapeutic de dializa sau pentru
depozitarea substantelor medicamentoase), bureti (ce au un rol foarte important in
diverse acte terapeutice cum ar fi pansamentul pentru arsuri sau ulcere varicoase, avand
rol hemostatic sau de substituient de tesuturi), fibre de colagen (pot fi utilizate pentru
intarirea membranelor si a buretilor etc.) [37].

CAPITOLUL 3. CINETICA DE ELIBERARE CONTROLATA A MEDICAMENTELOR
ADMINISTRATE LA NIVEL LOCAL
3.1.INTRODUCERE

Indiferent de calea de administrare, factorul cheie pentru succesul si fiabilitatea
oricarei formulari depinde de biodisponibilitatea medicamentului, definind astfel cantitatea
si viteza cu care acesta este cedat din forma farmaceutica, devenind astfel disponibil pentru
absorbtie si consecutiv pentru exercitarea efectului farmacodinamic [74].

Printre sistemele administrate topic, se regasesc forme farmaceutice lichide,
matrici spongioase (bureti de colagen), membrane, fibre, sisteme multiparticulate
(micro- si nanoparticulate), intens studiate In ultimii ani si in continua dezvoltare. Scopul
principal al formularilor topice este de a imbunatati activitatea terapeutica a substantei
si de a depasi problemele ce tin de solubilitate, starea de agregare, biodisponibilitate,
biodistributie, lipsa de selectivitate si chiar pentru a reduce efectele secundare negative
ale medicamentului [81, 83, 84].



3.2. MODELE CINETICE DE ANALIZA MATEMATICA

Pentru modelarea cineticii de cedare a medicamentului din formulari
farmaceutice de tip hidrogeluri sau bureti si stabilirea mecanismului de transport al
acestuia se utilizeaza diferite modele matematice.

Multe modele matematice au tendinta de a descrie o dinamica semnificativ
controlata a eliberarii cinetice si a fenomenului implicat, economisindu-se astfel timp si
bani. Aceste sisteme matematice permit optimizarea  eliberarii substantei
medicamentoase si estimeaza efectul parametrilor propusi in ceea ce priveste eliberarea
cinetica [80, 85].

OBIECTIVELE CERCETARII
Obiectivul principal al tezei a fost obtinerea de materiale noi pe baza de colagen
functionalizate cu un antiinflamator nesteroidian - piroxicam si/sau un antibiotic din
clasa fluorochinolonelor - ciprofloxacina. Acest obiectiv principal a fost realizat prin
indeplinirea urmatoarelor obiective specifice:
- Prepararea de materiale spongioase pe baza de colagen pentru aplicatii veterinare
si caracterizarea acestora prin:
» Masuratori optice
» Experimente de absorbtie a apei
» Experimente de degradare enzimatica
» Cinetica de eliberare in vitro a medicametului
- Prepararea de materiale spongioase pe baza de colagen si piroxicam pentru
aplicatii medicale si caracterizarea acestora prin:
» Microscopie optica
» Masuratori spectrale
» Experimente de absorbtie a apei
» Experimente de degradare enzimatica
» Cinetica de eliberare in vitro a medicamentului
- Prepararea de materiale pe baza de colagen si ciprofloxacina cu potentiale aplicatii
chirurgicale orale si caracterizarea acestora prin:
» Experimente de absorbtie a apei
Experimente de degradare enzimatica
Cinetica de eliberare in vitro a ciprofloxacinei
Efectele biologice in vitro ale bureteilor de colagen si ciprofloxacina asupra

Y V V

unor microorgaisme patogene
» Studiul citotoxic al materialelor pe baza de colagen pe celule normale -
teste in vitro
- Prepararea de materiale pe baza de colagen, ciprofloxacina si piroxicam cu
potentiale aplicatii chirurgicale orale - teste preliminare si caracterizarea
acestora prin:
» Experimente de absorbtie de apa
» Experimente de degradare enzimatica.



CAPITOLUL 4. MATERIALE SI METODE
4.1. MATERIALE
4.1.1. MEDICAMENTE

Pentru studiile efectuate s-au folosit ca medicament un antiinflamator

nesteroidian - Piroxicam si un antibiotic din clasa flurochinolonelor - Ciprofloxacina.
4.1.2. COLAGEN

Pentru prezentul studiu s-a utilizat un gel de colagen fibrilar de tipul I obtinut din
piele de bovine produs la Institutul National de Cercetare pentru Pielirie si Inciltiminte
(INCDTP). Gelul utilizat a avut un continut de 2,82% colagen.

4.2. METODE
4.2.1. PREPARE DE MATERIALE SPONGIOASE PE BAZA DE COLAGEN

Concentratia gelului de colagen a fost ajustata de la o concentratie de 2,82% si un
pH acid la o concentratie de 1% si un pH de 7,4 folosind hidroxid de sodiu 1 M. Solutia de
medicament (piroxicam, ciprofloxacind, sau amestecuri de piroxicam si ciprofloxacina) a
fost adaugata in gelul de colagen astfel Incat sa se obtind anumite concentratii de
medicament fatd de colagenul uscat. Gelul obtinut a fost reticulat cu o solutie de
glutaraldehida astfel incat concentratia de glutaraldehida raportata la colagenul uscat sa
fie de 0,5%.

In tabelele 4.1, 4.2 si 4.3 sunt prezentate sistemele studiate pe bazi de colagen,
piroxicam si/sau ciprofloxacina.

Tabelul 4.1 Sisteme studiate pe baza de colagen si piroxicam

Cod proba | Concentratie, % in raport cu colagen uscat
P1 1
P2 1,5
P3 2
P4 50
P5 80

Tabelul 4.2 Sisteme studiate pe baza de colagen si ciprofloxacina

Cod proba Concentratie, gmedicament/gcolagen
C1 0,5
C2 0,75
C3 1

Tabelul 4.3 Sisteme studiate pe baza de colagen, piroxicam si ciprofloxacina

Cod proba Concentratii, 8medicament/gcolagen
PC1 0,15 piroxicam; 0,05 ciprofloxacina
PC 2 1,5 piroxicam; 0,5 ciprofloxacina




Gelurile reticulate au fost pastrate timp de 24 de ore la o temperatura de 49C si
apoi liofilizate folosindu-se Liofilizatorul (Delta 2-24 LSC, Martin Christ, Germania).
Gelurile au fost transferate in vase Petri (figura 4.4) unde au fost initial inghetate la - 400C
timp de 12 ore. In urmatoarele 8 ore la o temperatura de - 40°C si o presiune de 0,1 mbar
a avut loc liofilizarea propriu-zisa. Apoi temperatura a fost crescuta in trepte astfel, pana
la 109C pe o perioada de 8 ore, apoi la 209C pe o perioada de alte 8 ore si la 30°C pe o
perioada de inca 8 ore presiunea mentinandu-se la 0,1 mbar. Liofilizarea finala a durat 4
ore: 1 orala30°Csi 0,001 mbar siinca 3 ore pana cand temperatura a ajuns la 35°C. Dupa
inca 48 de ore de uscare-inghetare au fost obtinuti buretii pe baza de colagen.

Figura 4.4 Geluri pe baza de colagen transferate in vase Petri inainte de liofilizare

CAPITOLUL 5. BURETI PE BAZA DE COLAGEN PENTRU APLICATII VETERINARE

In ultimele decenii, cercetarea parodontald si peri-implantare pe animale s-a
concentrat pe diferite tipuri de tratamente. Bolile orale sunt foarte frecvente la animalele
mici si mari, cum ar fi pisicile, cainii, cabalinele, bovinele si alte rumegatoare si ar trebui
sa primeasca mult mai multa atentie in practica veterinara, intrucat exista boli specifice
cavitatii bucale care prezinta un risc mare pentru sanatatea acestor animale. Acest studiu
propune noi materiale pe baza de colagen pentru tratamentul diferitelor boli ale
animalelor. Rezultatele privind caracterizarea acestor noi materiale pe baza de colagen
sunt prezentate si discutate in vederea posibilelor lor aplicatii orale pe mamifere, cum ar
fi felinele si alte animale [67, 68, 72,73, 157].

5.2. EXPERIMENTE DE ABSORBTIE A APEI

Rezultatele absorbtiei de apa a buretilor de colagen fara sau cu concentratie
diferita de piroxicam sunt prezentate in figura 5.2. Asa cum era de asteptat, in timp,
continutul de apa din bureti creste, iar prezenta medicamentului are drept consecinta
scaderea continutului de apa absorbita. De exemplu, dupa 24h buretele P4 are o absorbtie
de 34% comparativ cu buretele de colagen C (57%) si buretele P5 (22%). Cu toate
acestea, dupa 24 de ore, proba care continea cel mai mare continut de medicament s-a
dezintegrat, In timp ce buretele P4 a continuat sa absoarba apa pana la 168h si apoi sa se
dezintegreze [157].

10



D
o

ul
o

w
o
|

Apa absorbita, %
5

N
o
|

[ERN
o
1

o

mC
m P4
PS5
1 2 4 6 8 24 48

168 192
Timp, h

Figura 5.2. Absorbtia apei in buretii de colagen: C - burete de colagen, P4 - burete de
colagen cu 50% piroxicam, P5 - burete de colagen cu cel mai mare continut de
piroxicam (80%)

5.4. ELIBERAREA IN VITRO A MEDICAMENTULUI

Datele experimentale cinetice au fost ilustrate grafic ca eliberare cumulativa a
medicamentului (%) functie de timp (Fig. 5.3).

Din Figura 5.3 se observa un efect rapid de eliberare a medicamentului in prima
ord, inregistrand o valoare de aproximativ 31% pentru buretele P4 si, respectiv, 41%
pentru buretele P5, urmata de o eliberare treptata a piroxicamului in urmatoarele 10 ore
de experiment pana la 69,96% (formularea P4) si 79,83% (formularea P5). Se poate
constata ca un continut mai mare de piroxicam a dus la o crestere a procentului de
eliberare a medicamentului de aproximativ 1,14 ori [157].

Comportamentul de eliberare a medicamentului care cuprinde doua faze este
benefic pentru atenuarea si controlul inflamatiei locale si durerii specifice bolilor orale
cu etiologie diferita [23, 157].
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Figura 5.3. Profilele cumulative de eliberare a piroxicamului din bureti de colagen
functie de timp; m - burete de colagen cu 50% piroxicam si e - burete de colagen cu 80%
piroxicam
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5.4. CONCLUZII PARTIALE
Prezentul studiu a condus la urmatoarele concluzii:

e Solutia de colagen cu sau fara piroxicam a fost reticulatd chimic cu
glutaraldehida si preparata sub forma de bureti prin procesul de liofilizare;

e Imaginile microscopiei optice au prezentat o structura fibrilara cu pori
interconectati In toti buretii obtinuti dar cu agregari de piroxicam in probele P4
si P5;

e Buretele de colagen fara continut de piroxicam a absorbit o cantitate importanta
de ap3, iar atunci cand medicamentul a fost adaugat in compozitia buretelui de
colagen, cantitatea de apa absorbita a scazut. Se poate concluziona ca absorbtia
de apa pentru buretii studiati scade odata cu cresterea dozei de medicament;

¢ Un continut ridicat de medicament conduce la dezintegrarea buretelui. Nu se
poate afirma ca probele sunt total degradate in sensul pierderii de mas3, acestea
se dezintegreaza si practic fibrele de colagen cu piroxicam sunt prezente in
solutie (PBS cu colagenaza);

e Studiile cinetice au indicat o eliberare bifazica a medicamentului, favorabila
pentru asigurarea unei concentratii adecvate de piroxicam la locul de aplicare
pentru a gestiona inflamatia si durerea consecutiva asociata cu diferite boli
orale;

e Aceste rezultate preliminare sugereaza ca astfel de bureti cu doze mari de
piroxicam ar putea fi utilizati pentru diferite tratamente la animale mari, cum ar
fi cabaline si bovine [157].

CAPITOLUL 6. BURETI PE BAZA DE COLAGEN SI PIROXICAM PENTRU APLICATII
MEDICALE

Pornind de la ideea beneficiului interferentei dintre materialele pe baza de
colagen si proprietatile benefice ale medicamentelor, acest capitol se axeaza pe sinteza si
caracterizarea unor noi materiale colagen-piroxicam. Aceste noi materiale pe baza de
colagen prezinta o buna absorbtie a apei, iar eliberarea piroxicamului sugereaza un profil
bifazic de eliberare a medicamentului, in timp ce valorile obtinute pentru exponentul de
eliberare au relevat un mecanism complex de eliberare, ce cuprinde gonflarea, difuzia,
eroziunea. Pentru acest studiu s-au preparat asa cum este descris in capitolul 4 bureti de
colagen cu piroxicam. Concentratiile de piroxicam au fost de 1%, 1,5% si 2% fata de
colagen [158].

6.1. CARACTERIZAREA MATERIALELOR SPONGIOASE
6.1.2. CARACTERIZARE SPECTRALA

Prezenta piroxicamului in buretii de colagen a fost certificata si de spectrele IR.
Tabelul 6.1 enumera atribuirile pentru principalele picuri de absorbtie obtinute pentru
spectrele in infrarosu inregistrate. Asa cum era de asteptat, spectrele IR au fost similare,
deoarece caracteristicile picurilor pentru vibratiile principale sunt aceleasi pentru
colagen si pentru piroxicam. Cu toate acestea, au fost prezente unele modificari ale
numarului de unda [158].
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Tabel 6.1. Atribuiri pentru picurile observate la spectrele in infrarosu inregistrate
pentru buretii de colagen

Numar de unda (1/cm)

Burete | Buretede | Buretede | Buretede
Atribuire de Colagen cu | Colagen cu | Colagen cu
Colagen| 0,5% 1% 1,5%
piroxicam piroxicam | piroxicam
Vibratia de intindere N-H (vnu) din amida
A [159, 160]; Legaturi de hid dint
[159, 160]; Legdturi de hidrogen dintre | ., 3569 3552 3550
grupadrile N-H si gruparile carbonil din
lantul peptidic [159]
Vibratia de intindere asimetrica a CHz (vas
cHz) corespunzatoare benzii amida B [159, | 3017 3008 3016 3007
160]
Vibratia de intindere a legaturii C-O (vco)
[159]; 1681 1681 1680 1680
Amida I C=0[160, 161]
Legatu-ra de hidrogen dintre legaturile N-H 1607 1606 1608 1610
(vnn) si C-0 (veo) [159]
Structura elicoidala a colagenului [159]
Vibratia de intindere a gruparii C-N [159]
Vibratia de intindere a legaturii duble C=N | 1494 1499 1499 1496
din piroxicam [161]
Vibratia de deformare a CHz (6cnz) [162]
V¥brage de deformare CH3 (6cu3) [162] 1443 1441 1443 1443
Vibratie de deformare CHz (6cnz) [160]
Vibratia de deforrvne-l-re, in afara planului, de 1376 1379 1387 1380
balansare a gruparii CHz [159]
Vibratia de deformare a legaturii NH din
’ 1274 1274 1273 1275
amida III (6nu) [162]
Legatura de hidrogen; vibratia de
; 1241 1237 1240 1240
deformare a legaturii N-H [159, 160]
Vibratia de deformare a legaturii NH din
amida Il (Onn) [162] -~ C 1191 1192 1189 1190
Vibratia de intindere asimetrica a legaturii
duble S=0 [161]
Vibratia gruparii esterice [159] 1113 1113 1115 1113
Vibratiile (Vco), (Vco-c) din grupdrile 1062 1063 1062 1063
carbohidrat din colagen [162]
- ™ - 1 -
Vibratiile de intindere ale amprentei 899 899 900 900

[160]
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6.2. EXPERIMENTE DE ABSORBTIE A APEI
Figura 6.2 prezinta rezultatele obtinute pentru experimentele de absorbtie a apei.
Matricile de colagen ar trebui sa prezinte abilitati adecvate de absorbtie a apei, permitand
fluidelor biologice sa patrunda in structura spongioasa si, consecutiv, difuzia
medicamentului in reteaua polimerica gonflata. Datele obtinute sugereaza ca masa de
piroxicam nu afecteazi capacitatea de absorbtie a apei. In acelasi timp, asa cum era de
asteptat, absorbtia apei creste in timp, fiind de 100% dupa 24 de ore [158].

M colagen M colagen + 1% piroxicam
1 colagen + 1.5% piroxicam M colagen + 2% piroxicam

=

o

o
1

80 -
60 -
40 -

apa absorbita, %

20 A

timp, h

Figura 6.2. Absorbtia apei in buretii ce contin piroxicam

6.3. EXPERIMENTE DE DEGRADARE ENZIMATICA

Experimentele de degradare enzimatica a colagenului, asa cum sunt prezentate in
Figura 6.3, au aratat ca adaugarea piroxicamului are drept consecinta scaderea degradarii
probei. Cu toate acestea, dupa mai mult de 8 ore in solutie de colagenaza, probele se
dezintegreaza, chiar daca nu sunt complet degradate. Degradarea buretilor este relativ
lenta la fnceput (5 - 10% In primele doud ore). Dupa 8 ore si inainte de dezintegrare,
aproximativ 30% din probe sunt degradate, sugerand ca astfel de materiale ar putea fi
utile in chirurgia oro-maxilo-faciala [158].

50 - M colagen M colagen + 1 % piroxicam
45 - i colagen + 1.5 % piroxicam M colagen + 2 % piroxicam
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Figura 6.3. Degradarea enzimatica a buretilor piroxicam
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Toate analizele indica faptul ca buretii de colagen obtinuti prezinta proprietati
adecvate ca suporturi de eliberare a medicamentelor. Din acest motiv buretii de colagen-
piroxicam au fost analizati in continuare din punct de vedere cinetic [158].

6.4. CINETICA DE ELIBERARE IN VITRO A MEDICAMENTULUI

Din tabelul 6.2 se poate observa ca modelul legii puterii descrie bine profilul de
eliberare a medicamentului (coeficient de corelatie mai mare de 0,98, fiind mai mare
decat cel obtinut in cazul modelelor Higuchi si de ordin zero) [158].

Eliberarea piroxicamului din formuldrile proiectate a aratat un mecanism cinetic
anormal de transport al medicamentului, valorile obtinute pentru exponentul de
eliberare fiind mai mici de 0,5 [158].

Figura 6.4 prezinta un profil tipic bifazic de eliberare a medicamentului, cu un
efect important de eliberare rapida a piroxicamului in primele 30 de minute pentru
matricile de colagen cu 1%, 1,5% si 2% piroxicam, asigurand astfel o diminuare rapida a
inflamatiei. Urmeaza apoi o eliberare prelungita in urmatoarele ore de experimente.
Valorile obtinute pentru exponentul de eliberare (mai mici de 0,5) au evidentiat un

mecanism complex de eliberare care include gonflarea, difuzia si eroziunea [52, 115,
158].

Tabel 6.2. Parametrii cinetici, coeficientii de corelatie si procentul de medicament
maxim eliberat.

Burete de Constanta Coeficientul de corelatie .
Colagen (% de vitezs Exponentul Viodelul Vodelul Viodelul Medicament
o , de eliberare odeld odelu odeld eliberat (%)
de piroxicam) | (1/min") legii puterii Higuchi Ordin Zero
1 0,11 0,39 0,9811 0,9716 0,8761 87,44
1,5 0,12 0,38 0,9860 0,9755 0,8822 96,24
2 0,10 0,41 0,9892 0,9831 0,9009 91,33
100 3
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Figura 6.4. Profiluri de eliberare cumulativa a piroxicamului din matricele de colagen

functie de timp: m - 1% piroxicam,e- 1,5% piroxicam, ¥ - 2% piroxicam
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Coroborand rezultatele eliberarii medicamentului cu cele ale degradarii
colagenazei, se poate afirma cd, Inainte de dezintegrarea buretelui, medicamentul este
eliberat aproape complet. Mai mult, in functie de locul in care vor fi utilizate aceste
materiale, faptul ca absorb apa sugereaza ca pot absorbi lichide orale sau sanguinolente,
reducand astfel inflamatia si riscul de hematom [158].

6.5. CONCLUZII PARTIALE

Acest studiu prezinta noi materiale pe baza de colagen pentru aplicatii
biomedicale, in special in stomatologie. Aceste materiale noi, materiale spongioase pe
baza de colagen, obtinute prin metoda liofilizarii, au fost caracterizate prin diverse tehnici
precum microscopia optica, spectroscopia IR, absorbtia apei, degradarea enzimatica si
estimarea cineticii de eliberare "in vitro” [158].

Rezultatele obtinute privind hidroliza si degradarea enzimatica au aratat rolul
inhibitor al agentului de reticulare, in timp ce prezenta piroxicamului determina o
crestere a degraddrii buretelui in prezenta colagenazei care conduce in final la
dezintegrarea buretelui.

Profilurile cinetice determinate pentru eliberarea piroxicamului sugereaza un
profil bifazic de eliberare a medicamentului, in timp ce valorile obtinute pentru
exponentul de eliberare (< 0,5) au evidentiat un mecanism complex de eliberare care
include gonflarea, difuzia si eroziunea.

CAPITOLUL 7. MATERIALE PE BAZA DE COLAGEN SI CIPROFLOXACINA CU
POTENTIALE APLICATII CHIRURGICALE ORALE

In acest capitol este prezentatid caracterizarea unui nou material pe bazi de
colagen. Acest material a fost obtinut intr-o forma spongioasa si a fost functionalizat cu
un antibiotic, ciprofloxacina. Aplicatiile vizate ale acestui tip de materiale se refera la
profilaxia postoperatorie. Testele in vitro (antimicrobiene, citotoxice, de eliberare de
medicament) au aratat ca buretii cu o concentratie de 0,75g de ciprofloxacina pe gram de
colagen ar putea fi benefici pentru aplicatiile dorite [163].

7.1. EXPERIMENTE DE ABSORBTIE DE APA

Figura 7.1. prezinta capacitatea de absorbtie a apei de catre materialele
sintetizate. Se poate observa ca in timp, cantitatea de apa absorbita creste pentru toate
probele, iar absorbtia de apa in bureti este dependenta de concentratia substantei
medicamentoase. De exemplu la concentratie mai mica de medicament, 0,50% si 0,75%,
absorbtia apei este similara, sau usor mai mica, fata de cea a buretilor de colagen simpli
(fara substanta medicamentoasd). Pentru buretii cu cea mai mare concentratie de
substanta medicamentoasa studiata absorbtia de apa a buretilor a fost mereu mult mai
mare, acest tip de comportament fiind probabil datorat substantei medicamentoase
utilizate, substanta care absoarbe mai multa apa decat colagenul [163].

Retentia crescuta de fluid in structurile poroase indica faptul ca o cantitate mare
de fluid biologic poate fi absorbita cand astfel de suporturi sunt in contact cu o plaga
rezultatd In urma unei interventii chirurgicale. Acest burete poate adera usor si
favorizeaza formarea de noi tesuturi regenerate [163].
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Figura 7.1 Absorbtia de apa pentru probele ce contin ciprofloxacin prin comparatie cu
un burete de colagen

7.2. EXPERIMENTE DE DEGRADARE ENZIMATICA
In Figura 7.2 este prezentat studiul comportamentului buretilor in ceea ce
priveste degradarea enzimatica. Cum era de asteptat, degradarea creste in timp, iar
prezenta ciprofloxacinei favorizeaza degradarea. Se poate observa ca buretii ce contin
ciprofloxacina sunt in proportie de 50% degradati dupa 24 de ore, comparativ cu buretii
doar cu colagen (aproximativ 15% degradati). Dupa 24 de ore buretii ce contin
ciprofloxacina se dezintegreaza [163].
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Figura 7.2. Comportamentul degradarii enzimatice a probelor studiate.

Rezultatele biodegradarii in vitro au aratat ca se obtine o viteza de degradare
echilibratd, orientata spre obtinerea unei eliberari adecvate de medicament cu consecinte
directe asupra eficientei tratamentului si Imbunatatirea multumirii pacientilor [163].
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7.3. ELIBERAREA IN VITRO A CIPROFLOXACINEI

Un parametru critic care trebuie luat In considerare pentru formularea si
evaluarea materialului spongios pe baza de colagen cu ciprofloxacina, conceput pentru a
preveni si controla infectia asociatd cu chirurgia capului si gatului, este cinetica de
eliberare a medicamentului, monitorizata prin influenta continutului medicamentului
asupra modelelor cinetice [163].

Fractiunea de ciprofloxacina eliberata la fiecare moment de timp a fost calculata
ca procent din medicamentul total din buretele de colagen [163].

Figura 7.3 ilustreaza profiluri cinetice similare pentru toate cele trei formulari,
caracterizate printr-o eliberare initiala brusca in primele 2 ore, urmata de o eliberare
progresiva si prelungita a medicamentului pentru o perioada mai lunga de pana la 24 de
ore [163].

Buretele cu 0,50 g ciprofloxacina/g colagen a prezentat o eliberare rapida
(43,15%), urmat de buretele cu nivel maxim de ciprofloxacina (34,26%), in timp ce
formularea cu concentratie medie de medicament duce la cel mai mic efect de eliberare
(27,45%). Se poate observa ca eliberarea este de 1,6 ori mai rapida pentru buretele cu o
concentratie de ciprofloxacina de 0,5g/g de colagen comparativ cu buretele ce contine
0,75g/g colagen. Efectul destul de pronuntat de eliberare brusca s-ar putea datora
absorbtiei mare de apa a buretilor in primele 120 de minute [163].

Procentul cumulat de antibiotic eliberat dupa 24 de ore este de 81,63% pentru
proba care contine 0,50g ciprofloxacina/ g de colagen, in timp ce suportul de colagen
avand un continut mai mare de medicament a aratat 61,70%, respectiv 69,86% din
eliberarea de ciprofloxacina in aceeasi perioada de timp (Tabelul 7.1). [163].
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Figura 7.3 Profiluri de eliberare cumulativa functie de timp ale ciprofloxacinei din
matricele de colagen
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Tabel 7.1. Coeficientii de corelatie (R) pentru modelele cinetice Higuchi, de ordin zero si
legea puterii; parametrii cinetici specifici modelului legii puterii si procentul cumulativ
eliberat de ciprofloxacina.

Bureti Coeficient de corelatie, R C
) , onstanta
Ciprofloxacina ... | Exponentul )
Model | Modelul | de viteza, Medicament
(CPX) - Model , 5 de . 0
_ .| Ordin Legii k . eliberat (%)
colagen (C) Higuchi (1/minm) eliberare, n
g CPX/g C Zero Putere
0,5 0,9448 | 0,7961 | 0,9762 0,084 0,33 81,63
0,75 0,9716 | 0,8502 0,9875 0,044 0,37 61,70
1 0,9572 | 0,8194 | 0,9820 0,063 0,35 69,86

Modelele de eliberare a ciprofloxacinei au fost evaluate in continuare pentru a
stabili mecanismul cinetic prin verificarea datelor experimentale in vitro cu modelul legii
Peppas si cazurile sale particulare, Higuchi (n = 0,5) si ordinul zero
(n = 1), valorile coeficientilor de corelatie corespunzatori fiind prezentate in tabelul 7.1
[163].

Valorile coeficientilor de corelatie R cuprinse intre 0,9762 si 0,9875 indica o mai
buna verificare a modelului legii puterii si demonstreaza ca un astfel de model ar putea fi
utilizat pentru a descrie mecanismul de eliberare a ciprofloxacinei din buretii de colagen.
Mai mult, valorile exponentilor de eliberare variind de la 0,33 1a 0,37 releva un mecanism
non-fickian de transport al medicamentelor care implica mai multe etape[163]:

e oresorbtie initiala a medicamentului retinut la suprafata buretelui,

e absorbtia mediului de eliberare in structura poroasa, hidratarea
polimerilor si umflarea buretelui, aceste doua etape corespunzand
efectului de eliberare brusca, urmate de

e difuzia medicamentului retinut In reteaua polimerica in timpul procesului
de liofilizare simultan cu degradarea progresiva a suportului de eliberare,
aceasta etapa fiind corelata cu eliberarea prelungita si sustinuta de
medicamente.

7.4. EFECTELE BIOLOGICE IN VITRO ALE BURETILOR DE COLAGEN SI
CIPROFLOXACINA ASUPRA UNOR MICROORGANISME PATOGENE
Tabelul 7.2 prezinta rezultatele obtinute pentru materialele pe baza de colagen
testate Impotriva diferitilor agenti patogeni. Din acest tabel se poate observa ca pentru
bacteria Escherichia coli s-au obtinut cele mai bune rezultate pentru buretele care contine
1g ciprofloxacina/g colagen, rezultatul fiind similar cu cel obtinut pentru solutiile de
1000 pg/mL ciprofloxacina. Rezultate similare au fost obtinute si pentru celelalte

materiale colagen - ciprofloxacina aratand ca E. coli este sensibila la produsele testate
[163].
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Tabel 7.2. Diametrul de inhibitie al buretilor testati impotriva diferitilor agenti patogeni.

Diametrul de inhibitie, mm

Proba Staphylococcus | Escherichia Candida Candida
aureus coli albicans | parapsilopsis
190k 35,0+1,75 0 0 0
ciprofloxacin/mL
_ 1000mg 4254212 | 44,0+220 0 0
ciprofloxacin/mL
Burete de colagen (C) 10,5+ 0,52 0 0 0
Burete de colagen si
ciprofloxacina
37,0+ 1,85 42,0+ 2,10 0 0
(0,5 g ciprofloxacin /

g colagen) (C3)
Burete de colagen si
ciprofloxacina

+ + 0 0
(0,75 g ciprofloxacin / 40,0+2,00 42,0+2,10
g colagen) (C4)
Burete de colagen si
brofl -
ciproToxatina 385192 | 44,5+2,22 0 0
(1 g ciprofloxacin /

g colagen) (C5)

Rezultate importante (Figura 7.4) au fost obtinute si atunci cand materialele
sintetizate au fost testate Impotriva Staphylococcus aureus. Se cunoaste ca ciprofloxacina
nu este un antibiotic cu activitate asupra microorganismelor gram pozitive. Cu toate
acestea, microorganismul studiat este sensibil la substanta activa, cel mai bun rezultat
fiind obtinut pentru proba de 1g ciprofloxacina / g ciprofloxacina (diametru de inhibitie
de 44,5 + 2,22 mm), diametrul de inhibitie fiind mai mare decat cel observat pentru
ciprofloxacina 100pg /mL. Rezultatele obtinute in timpul acestui studiu confirma faptul
ca mecanismul substantei active (ciprofloxacina) este inhibarea sintezei ADN. Rezultatele
pozitive obtinute in cazul microorganismelor gram pozitive (Staphylococcus aureus) se
pot datora faptului ca cercetarea s-a facut cu tulpini microbiene din colectii standardizate,
fara mutatii care pot impregna rezistenta la antibioticul testat. Aceste rezultate sunt
similare cu cele obtinute de F. Puoci [134], subliniind faptul ca materialele pe baza de
colagen cu ciprofloxacina ar putea fi utilizate pentru aplicatiile dorite [163].

In cazul bacteriei Escherichia coli (fig.7.5) cele mai bune rezultate se obtin in cazul
probei C5, rezultatele fiind similare cu cele obtinute in cazul in care se testeaza o solutie
de ciprofloxacina de concentratie 1000 ug/mL. In cazul probelor C4 si C3 s-au obtinut
rezultate similare. In consecintda pe baza rezultatelor obtinute se apreciaza ca
microorganismul studiat este sensibil la produsele testate [163].
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(a) (b)
Figura 7.4 Efectul materialelor pe baza de colagen si ciprofloxacina asupra
Staphylococcus Aureus. (a) - vedere frontala si (b) - vedere dorsala - pentru exemplu de
cod, a se vedea tabelul 7.2.

() (b)
Figura 7.5 Efectul materialelor pe baza de colagen si ciprofloxacina asupra Echerichia
coli. (a) - vedere frontala si (b) - vedere dorsala - pentru exemplu de cod, a se vedea

tabelul 7.2.
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5 e
(a) (b)
Figura 7.6 Efectul materialelor pe baza de colagen si ciprofloxacina asupra Candida
parapsilosis. (a) - vedere frontala si (b) - vedere dorsala - pentru exemplu de cod, a se
vedea tabelul 7.2.

(a) (b)
Figura 7.7 Efectul ciprofloxacinei - materiale pe baza de colagen asupra Candida
albicans. (a) - vedere frontala si (b) - vedere dorsala - pentru exemplu de cod, a se
vedea tabelul 7.2.

7.5. STUDIUL CITOTOXIC AL MATERIALELOR PE BAZA DE COLAGEN PE CELULE
NORMALE - TESTE IN VITRO
Rezultatele au aratat c3, in cazul liniei celulare testate dupa 6 ore si 24 de ore de
expunere, se obtine un IP mai mare de 1, sugerand ca celulele sunt stimulate de bureti.
Dupa 48 de ore de expunere, IP scade si se apropie de 1 atunci cand celulele au fost tratate
cu materiale pe baza de ciprofloxacina. Mai mult, in cazul probei care continea 1g
ciprofloxacina/g colagen la 48 h scaderea IP a fost semnificativa (IP = 0,77) aratand ca

22



acest burete devine citotoxic daca este utilizat mai mult de 24 h pentru aceste celule
[163].

Tabel 7.6 Proliferarea celulelor HUVEC la momente diferite de expunere la materialele
pe baza colagen si ciprofloxacina.

Indice de proliferare (IP)

Proba
6h 24 h 48h
100 pg ciprofloxacini /mL 1,17 1,21 1,08
10,0234 +0,0182 +0,0216
1,34 1,29 1,23

Burete de Colagen
+0,0268 +0,0194 +0,0246

Burete de colagen cu ciprofloxacina 1,46 1,48 0,94
(0,5 g ciprofloxacina /g colagen) +0,0292 +0,0222 +0,0188
Burete de colagen cu ciprofloxacina 1,56 1,36 1,04
(0,75 g ciprofloxacina /g colagen) +0,0312 +0,0204 +0,2080
Burete de colagen cu ciprofloxacina 1,24 1,16 0,77
(1 g ciprofloxacina /g colagen) +0,0248 +0,0174 +0,0154

7.6. CONCLUZII PARTIALE

Studiul de fata [163] a aratat ca se pot sintetiza, sub forma de burete, materiale pe
baza de colagen si ciprofloxacina. Rezultatele obtinute sugereaza ca astfel de bureti
absorb o cantitate importanta de apa, aceste materiale putand fi folosite in chirurgia
capului si gatului, deoarece se pot degrada destul de repede, aproximativ 40-50%, in
primele 24 de ore. Mai mult, pentru acelasi interval de timp, procentul cumulat de
eliberare a ciprofloxacinei a fost Intre 61,70-81,63%, profilurile cinetice prezentand o
alura bifazica care vizeaza prevenirea si controlul infectiei locale asociate cu chirurgia
capului si gatului, evitand invazia sau proliferarea bacteriana ulterioara.

Solutiile de substanta activa (Ciprofloxacind) in concentratii de 1000 pg/mL
inhiba dezvoltarea bacteriilor studiate, (la aceasta concentratie bacteriile studiate
manifesta fenomenul de sensibilitate).

La o concentratie de substanta activa de 100 pg/mL, bacteriile studiate manifesta
fenomen de rezistentd, dezvoltarea acestora nefiind influentata de prezenta substantei
active - Ciprofloxacina.

In cazul levurilor de tip Candida sp. nici unul din materialele testate nu a inhibat
cresterea microrganismelor testate. Din acest motiv se apreciaza ca levurile de tip
Candida sp. manifesta rezistanta la toate materialele testate.

Totodatd, aceste materiale au evidentiat efectul bacteriostatic, prin inhibarea
dezvoltarii bacteriilor gram negative precum Escherichia coli si a bacteriilor gram
pozitive precum Staphylococcus aureus (Staphylococcus sp. de colectie comerciala
internationald, care nu manifesta fenomenul de chimiorezistenta).

O alta constatare importanta este ca aceste materiale prezinta si un efect
stimulativ asupra liniei celulare normale HUVEC si, prin urmare, nu prezinta efect
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citotoxic pentru timpi de expunere mai mici de 24 de ore. Datorita faptului ca buretii cu
1g ciprofloxacina/g colagen prezintd un efect citotoxic asupra liniei celulare HUVEC dupa
24 h de expunere se poate concluziona ca in vitro se obtine un efect optim (antimicrobian
si nu citotoxic) pentru buretii cu 0,50 g ciprofloxacina/g colagen si 0,75 g ciprofloxacina/g
colagen.

CAPITOLUL 8. MATERIALE PE BAZA DE COLAGEN, CIPROFLOXACINA SI
PIROXICAM CU POTENTIALE APLICATII CHIRURGICALE ORALE - TESTE
PRELIMINARE

Avand in vedere rezultatele obtinute pentru materialele spongioase pe baza de
colagen functionalizat cu ciprofloxacinad sau piroxicam s-au proiectat materiale pe baza
de colagen care sa contina atat ciprofloxacina cét si piroxicam tindnd cont de faptul ca
cele doua medicamente sunt complementare si dorindu-se un efect sinergic al acestora.

Astfel s-au preparat urmand procedura prezentata in capitolul 4 bureti ce contin atat
ciprofloxacind cat si piroxicam. Materialele spongioase pe baza de colagen au avut un
continut de 0,05 g ciprofloxacina/g colagen si 0,15% piroxicam (proba PC 1), respectiv 0,5g
ciprofloxacind/g colagen si 1,5% piroxicam (proba PC 2).

Pentru inceput acest studiu preliminar a vizat pentru aceste materiale doar
experimentele de absorbtie de apa si de degradare a buretilor in prezenta de colagenaza.

8.1. EXPERIMENTE DE ABSOBTIE DE APA
Figura 8.1 prezintda comparativ rezultatele obtinute in cadrul experimentelor de
testare privind absorbtia de apa. Se observa ca adaugarea de medicament conduce la o
crestere importantd a absorbtiei de apa fata de matricea de colagen simpla.
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Figura 8.1 Absorbtia de apa pentru probele ce contin ambele substante
medicamentoase prin comparatie cu un burete de colagen

Comparand procentul de apa absorbita de catre buretele ce contine ambele
substante medicamentoase cu procentele de apa absorbite de catre buretii functionalizati
cu doar un medicament se poate observa un efect sinergic. Daca atunci cand buretele
contine doar un medicament procentul de apa absorbita este similar (cu o usoara crestere
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in cazul buretelui cu piroxicam) buretele ce contine atat ciprofloxacina cat si piroxicam
absoarbe o cantitate de apa de aproximativ 5 ori mai mare.
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Figura 8.2 Comparatie privind absorbtia de apa pentru probele ce contin aceeasi
concentratie de ciprofloxacina sau piroxicam C1 - burete de colagen ce contine 0,5 g
ciprofloxacina/ g colagen; P2 - burete de colagen ce contine 1,5 % piroxicam; PC2 -

burete de colagen ce contine 0,5 g ciprofloxacina/ g colagen si
1,5 % piroxicam

8.2. EXPERIMENTE DE DEGRADARE ENZIMATICA

Experimentele de degradare enzimatica au aratat ca adaugand substante
medicamentoase degradarea buretelui are loc mai repede, o concentratie mai mare de
medicament conducand la o degradare mai rapida (figura 8.3). Imersarea probelor ce
contin ciprofloxacina si piroxicam in solutie ce contine colagenaza a condus la rezultate
ce sugereaza ca in primele 8 ore exista o competitie intre absorbtia de apa si degradarea
buretelui, apa absorbita compensand masa de colagen degradata. Mai mult in prima ora
buretele ce contine ambele medicamente absoarbe mai multa apa decat masa de burete
degradata. Dupa 24 de ore proba ce contine cele mai mari cantitati de medicamente
prezintda o degradare mai accentuata. De remarcat ca ambele probe spongioase cu
ciprofloxacina si piroxicam s-au dezintegrat abia dupa 72 de ore.

Daca se urmareste comparatia comportamentului la actiunea colagenazei (figura
8.4) se poate afirma ca si in acest caz alaturarea celor doua substante medicamentoase
conduce la un efect sinergic. In general prezenta ciprofloxacinei sau a piroxicamului are
drept efect accelerarea degradarii. In plus prezenta piroxicamului determina si
dezintegrarea matricii spongioase dupa 8 ore de imersare. Cu toate acestea cand cele
doua medicamente sunt alaturate intr-un burete degradarea matricii in prezenta de
colagenaza este incetinita, iar matricea se dezintegreaza dupa 6 zile.
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Figura 8.3 Degradarea enzimatica pentru probele ce contin ambele substante
medicamentoase prin comparatie cu un burete de colagen
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Figura 8.4 Comparatie privind degradarea enzimatica pentru probele ce contin aceeasi
concentratie de ciprofloxacina sau piroxicam C1 - burete de colagen ce contine 0,5 g
ciprofloxacina/ g colagen; P2 - burete de colagen ce contine 1,5 % piroxicam; PC2 -

burete de colagen ce contine 0,5 g ciprofloxacina/ g colagen si
1,5 % piroxicam

8.3. CONCLUZII PARTIALE

Studiul efectuat asupra materialelor pe baza de colagen functionalizat cu
ciprofloxacina si piroxicam a aratat ca alaturarea celor doua substante medicamentoase
are ca efect o imbunatatire a proprietatilor de absorbtie a apei, respectiv a rezistentei la
actiunea colagenazei.

Cantitatea mare de apa absorbitd, de 5 ori mai mult decat in cazul materialului ce
contine doar ciprofloxacina sau doar piroxicam, conduce la gonflarea buretelui, fapt ce ar
putea fi benefic pentru aplicatiile din domeniul chirurgiei oro - maxilo - faciale.

Acest studiu urmeaza a fi completat cu teste de activitate antimicrobiang,
citotoxicitate si de eliberare a medicamentelor. Avand in vedere rezultatele obtinute pe
materialele ce contin doar unul din medicamente este de asteptat ca si acest material sa
prezinte activitate antimicrobiana si citotoxicitate similare cu cele obtinute in cazul
materialelor ce contin doar ciprofloxacina.
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CONCLUZII
C.1. CONCLUZII GENERALE

In intreaga lume durerea reprezinti un simptom important si problematic dupa
orice fel de interventie chirurgicala, indiferent de tipul interventiei chirurgicale,
dimensiunile plagii sau patologia asociata pacientului. Cercetdrile actuale in medicina se
bazeaza pe dezvoltarea oricaror potentiale cure pentru rezolvarea nevoilor pacientului,
scopul principal fiind reducerea si ameliorarea durerii, a inflamatiei si a senzatiei si
intensificarea procesului de recuperare. Toate aceste aspecte vor contribui la
imbunatatirea calitatii vietii pacientului, acesta fiind unul dintre principalele motive
pentru utilizarea unei varietati de medicamente in tratamentul durerii cronice si acute.

Inainte, in timpul sau dupi interventia chirurgicald pot apirea infectii sau
suprainfectii. Preoperatoriu, in cele mai multe cazuri, sunt factori traumatici sau
formatiuni suprainfectate netratate la timp care determina infectii, in timp ce in timpul
interventiei chirurgicale pot aparea factori patogeni prin contaminarea plagii.
Suprainfectia postoperatorie poate aparea datorita igienei locale deficitare si in unele
cazuri rare poate exista o reactie negativa sau alergica a organismului sau pot exista
seroame.

In prezenta tezi de doctorat s-au studiat materiale pe bazi de colagen si functionalizarea
acestora cu ciprofloxacind si piroxicam. Scopul acestui studiu a fost de imbinare a
proprietatilor si implicit a beneficiilor colagenului cu doua substante medicamentoase
respectiv un antibiotic si un antiinflamator, ciprofloxacina si piroxicamul, medicamente care
pot fi eliberate local, la nivelul plagii chirurgicale in vederea regenerarii tisulare locale mai
eficiente si a unei vindecari locale optime.

Tn etapele acestui studiu s-au efectuat mai multe teste in ceea ce priveste atét viabilitatea
acestor bureti de colagen pe bazd de antibiotic si antiinflamtor cét si pentru a determina o
interactiune beneficd intre aceste elemente, materialul spongios pe baza de colagen, antibioticul
— ciprofloxacina, antiinflamatorul — piroxicamul dar si pentru a determina si timpul optim de
resorbtie sau degradare al acestui compus.

Scopul acestei cercetari a fost asadar proiectarea, crearea, realizarea si caracterizarea
acestor materiale spongioase pe baza de colagen, antiinflamator si antibiotic, aceste materiale
fiind create pentru a avea un rol benefic in procesul de vindecare si cu aplicatii Tn diferite
specailitati chirurgicale, in special in Chirurgia Oro-Maxilo-Faciala.

Rezultatele obtinute in timpul stagiului doctoral au condus la urmatoarele
concluzii:

o Este posibila obtinerea prin liofilizare de materiale spongioase cu concentratii
diferite de antiinflamator, antibiotic sau o combinatie a acestor doua
medicamente;

e Functie de concentratia de antiinflamator materialele obtinute pot gasi aplicatii
in medicina umana sau veterinara.

Pentru materialele cu continut ridicat de piroxicam principalele concluzii sunt :

e Imaginile microscopiei optice au prezentat o structura fibrilara cu pori
interconectati in toti buretii obtinuti dar si cu agregari de piroxicam dat fiind
continutul mare de medicament;
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Buretele de colagen fara continut de piroxicam a absorbit o cantitate importanta
de ap3, iar atunci cand medicamentul a fost adaugat in compozitia buretelui de
colagen, cantitatea de apa absorbita a scazut. Se poate concluziona ca absorbtia
de apa pentru buretii studiati scade odata cu cresterea dozei de medicament;
Un continut ridicat de medicament conduce la dezintegrarea buretelui. Nu se
poate afirma ca probele sunt total degradate in sensul pierderii de masa, acestea
se dezintegreaza si practic fibrele de colagen cu piroxicam sunt prezente in
solutie (PBS cu colagenaza);

Studiile cinetice au indicat o eliberare bifazica a medicamentului, favorabila
pentru asigurarea unei concentratii adecvate de piroxicam la locul de aplicare
pentru a gestiona inflamatia si durerea consecutiva asociata cu diferite boli
orale;

Aceste rezultate preliminare sugereaza ca astfel de bureti cu doze mari de
piroxicam ar putea fi utilizati pentru diferite tratamente la animale mari, cum ar
fi cabaline si bovine.

Studiul concentrat pe sinteza si caracterizarea de noi materiale pe baza de colagen

cu concentratii mai reduse de piroxicam a demonstrat ca aceste noi materiale pot avea
aplicatii biomedicale, in special In stomatologie. Aceste materiale noi, materiale
spongioase pe baza de colagen, obtinute prin metoda liofilizarii, au fost caracterizate prin
diverse tehnici precum microscopia optica, spectroscopia IR, absorbtia apei, degradarea
enzimatica si eliberarea cinetica in vitro. Principalele concluzii ale acestui studiu sunt:

Rezultatele obtinute privind hidroliza si degradarea enzimatica au aratat rolul
inhibitor al agentului de reticulare, in timp ce prezenta piroxicamului determina
o crestere a degradarii buretelui in prezenta colagenazei care conduce in final la
dezintegrarea buretelui.

Profilurile cinetice determinate pentru eliberarea piroxicamului sugereaza un
profil bifazic de eliberare a medicamentului, in timp ce valorile obtinute pentru
exponentul de eliberare (< 0,5) au evidentiat un mecanism complex de eliberare
care include gonflarea, difuzia si eroziunea.

Rezultatele obtinute sugereaza ca in viitorul apropiat biomaterialele pe baza de
piroxicam-colagen ar putea reprezenta cu usurinta o solutie viabila si moderna
pentru tratarea diferitelor tipuri de plagi care apar in chirurgia oro-maxilo-
faciala, cumuland cele mai bune proprietati ale colagenului si ale
antiinflamatorului nesteroidian.

Studiul realizat pe materialele spongioase functionalizate cu ciprofloxacina a

aratat ca se pot sintetiza, sub forma de burete, materiale pe baza de colagen si

ciprofloxacina. Rezultatele obtinute sugereaza ca:

o Astfel de bureti absorb o cantitate importanta de apa, aceste materiale putand fi

folosite in chirurgia capului si gatului, deoarece se pot degrada destul de repede,
aproximativ 40-50%, in primele 24 de ore;

Pentru acelasi interval de timp, procentul cumulat de eliberare a ciprofloxacinei a
fost Intre 61,70-81,63%, profilurile cinetice prezentand o alura bifazica care

28



vizeaza prevenirea si controlul infectiei locale asociate cu chirurgia capului si

gatului, evitand invazia sau proliferarea bacteriana ulterioara;

e Solutiile de substanta activa (Ciprofloxacind) in concentratii de 1000 pg/mL
inhiba dezvoltarea bacteriilor studiate, (la aceasta concentratie bacteriile studiate
manifesta fenomenul de sensibilitate);

e La o concentratie de substanta activa de 100 ug/mL, bacteriile studiate manifesta
un fenomen de rezistentd, dezvoltarea acestora nefiind influentata de prezenta
substantei active - Ciprofloxacina;

e In cazul levurilor de tip Candida sp. nici unul din materialele testate nu a inhibat
cresterea microrganismelor testate. Din acest motiv se apreciaza ca levurile de tip
Candida sp. manifesta rezistanta la toate materialele testate;

e Aceste materiale au un efect bacteriostatic, prin inhibarea dezvoltarii bacteriilor
gram negative precum Escherichia coli si a bacteriilor gram pozitive precum
Staphylococcus aureus (Staphylococcus sp. de colectie comerciala internationala,
care nu manifesta fenomenul de chimiorezistenta);

e Aceste materiale prezinta si un efect stimulativ asupra liniei celulare normale
HUVEC si, prin urmare, nu prezinta efect citotoxic pentru timpi de expunere mai
mici de 24 de ore. Datorita faptului ca buretii cu 1g ciprofloxacind/g colagen
prezinta un efect citotoxic asupra liniei celulare HUVEC dupa 24 h de expunere se
poate concluziona ca in vitro se obtine un efect optim (antimicrobian si nu
citotoxic) pentru buretii cu 0,50 g ciprofloxacina/g colagen si 0,75 g
ciprofloxacina/g colagen;

Coroborand experimentul de eliberare a medicamentului si rezultatele fizico-
chimice, un burete de colagen continand 0,75 g ciprofloxacina pentru 1 gram de colagen
ar putea fi recomandat pentru testele in vivo pentru a confirma rezultatele prezentate in
aceasta lucrare.

Studiul efectuat asupra materialelor pe baza de colagen functionalizat cu
ciprofloxacina si piroxicam a permis obtinerea urmatoarelor concluzii:

e Alaturarea celor doua substante medicamentoase are ca efect o imbunatatire a
proprietatilor de absorbtie a apei, respectiv a rezistentei la actiunea colagenazei.

e C(Cantitatea mare de apa absorbitd, de 5 ori mai mult decéat in cazul materialului ce
contine doar ciprofloxacina sau doar piroxicam, conduce la gonflarea buretelui,
fapt ce ar putea fi benefic pentru aplicatiile din domeniul chirurgiei oro - maxilo -
faciale.

Acest studiu urmeaza a fi completat cu teste de activitate antimicrobiang,
citotoxicitate si de eliberare a medicamentelor. Avand in vedere rezultatele obtinute pe
materialele ce contin doar unul din medicamente este de asteptat ca si acest material sa
prezinte activitate antimicrobiana si citotoxicitate similare cu cele obtinute in cazul
materialelor ce contin doar ciprofloxacina.

Se poate concluziona ca materialele spongioase realizate si caracterizate in
aceasta teza isi pot gasi aplicatii In diverse interventii chirurgicale, cu pastrarea
proprietatilor de baza si avantajul generarii unor noi caracteristici prin combinarea
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colagenului cu un antiinflmator nesteroidian si un antibiotic. Aceste materiale pot avea
un triplu rol activ: hemostaza locala prin absorbtia de fluide, accelerare a procesului de
vindecare si rezervor pentru substantele medicamentoase.

C.2. CONTRIBUTII ORIGINALE
Aceasta lucrare de doctorat aduce contributii originale in obtinerea de materiale
pe baza de colagen, materiale functionalizate cu un antiinflamator nesteroidian -
piroxicam si/sau un antibiotic din clasa fluorochinolonelor - ciprofloxacina.
Elementele de originalitate care se disting in cadrul acestei teze sunt urmatoarele:

- obtinerea de materiale spongioase noi (colagen - piroxicam) ce pot fi folosite in
managementul durerii pentru animale mari;

- obtinerea de materiale spongioase noi (colagen - piroxicam) cu proprietati
eficiente in ceea ce priveste absorbtia de apa, degradarea enzimatica si cedarea
medicamentului, materiale ce isi pot gasi aplicatii in diverse ramuri ale chirurgiei;

- obtinerea de materiale spongioase noi (colagen - ciprofloxacina), materiale ce au
dovedit proprietati antimicrobiene si citotoxice superioare comparativ cu
antibioticul simplu;

- obtinerea de materiale spongioase noi ce contin atat antiinflamator cat si
antibiotic.

C.3. PERSPECTIVE DE DEZVOLTARE ULTERIOARA
Rezultatele obtinute pe durata stagiului doctoral deschid directii noi de cercetare avand
in vedere aplicatiile acestor materiale. Astfel pentru dezvoltarea acestor materiale si pentru
valorificarea acestora prezentele studii trebuie continuate cu studii in vivo.
Studiul preliminar efectuat pe materialele ce contin atat piroxicam cat si
ciprofloxacina va fi completat cu teste de activitate antimicrobiana, citotoxicitate si de
eliberare a medicamentelor, precum si cu studii in vivo.
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